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RESUMEN PARA EL XXXIX CONGRESO NACIONAL DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS

INTERACCION FARMACOLOGICA ENTRE MELATONINA, GABA Y FLUMAZENIL

Lozano Bernal Gustavo'*, Sanchez Solis Verénica'*, Espejo Gonzélez Ofelia®, Naranjo
Rodriguez Elia Brosla®

!Laboratorio de Neurofarmacologia, *Laboratorio de Quimica Farmacéutica. Departamento de
Farmacia. Facultad de Quimica. UNAM.

La melatonina (MEL) es una hormona que se sintetiza y libera en la glandula pineal
(GP). A la MEL se le han adjudicado diferentes efectos debido a que los organismos tienen
diferentes sitios de union (receptores) a ella, tanto periférica como centralmente. No obstante,
el mecanismo por el que se producen estos efectos no es claro. La MEL se libera con un
patrén de ritmo circadiano, esta se incrementa durante la noche, alcanzando el valor mas alto 5
horas despues de que no hay luz y reduciéndose durante el dia. Por otro lado, en el intestino se
ha reportado que la MEL produce relajacion muscular, efecto producido probablemente por
los receptores presentes en este sitio, pero no esclarece el mecanismo de accion. Todos estos
datos suscitan la cuestion del papel fisiolégico de la MEL sobre las funciones
gastrointestinales. Para lograr esclarecer el mecanismo de accién de la MEL se han utilizado
diferentes metodologias “In Vivo” e “In Vitro”. Por lo tanto en el presente trabajo nuestro
objetivo es aportar informacion para tratar de dilucidar el posible mecanismo de accion de
MEL en tejidos aislados del tracto gastrointestinal (TGI). Para alcanzar el objetivo
utilizaremos tejidos aislados (Duodeno, Yeyuno e ileo) de ratas macho, cepa Wistar de (180-
230 g) que se colocaran en un sistema convencional “In Vitro” en donde se obtendran
registros de la actividad espontanea, con la aplicacion de las siguientes soluciones: Vehiculo,
MEL, Acido 8-amino Butirico (GABA) y Flumazenil (FLU) en concentraciones de 10 a 320
mmol/mL. Los datos y los registros se almacenaran en una computadora y se analizaran
mediante el uso del software PolyView. La aplicacion de la MEL y GABA sobre la actividad
del musculo de duodeno, yeyuno e ileo provocaron un efecto bifasico (relajacion-contraccion).
Con administracion de FLU, se observo un efecto de contraccion. La interaccion MEL-GABA
produjo una relajacion de los tejidos. La interaccion GABA-FLU produjo una relajacion
seguida de una contraccion y por ultimo (efecto bifasico). La interaccion MEL-FLU produjo
una relajacion. Estos datos se correlacionaron mediante una curva porcentaje de relajacion-
contraccion vs logaritmo de concentracion para obtener la concentracion inhibidora al 50 por
ciento (CI150).

*Estudiante.
Proyecto apoyado por: PAPIIT-DGAPA-UNAM, con Clave: IN205905
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ABSTRACT

Pharmacological interaction among Melatonin, GABA and Flumazenil

Lozano Bernal Gustavo'*, Sanchez Solis Verénica'*, Espejo Gonzéalez Ofelia®, Naranjo
Rodriguez Elia Brosla®

!Laboratory of Neuropharmacology, Laboratory of Pharmaceutical Chemistry. Department of
Pharmacy. School of Chemistry. National Autonomous University of Mexico.

Melatonin (MEL) is a hormone synthesized and secreted by the pineal gland (PG). MEL has
been award different effects due organism have different binding sites (Receptors) peripheral
and central to MEL. Although the mechanism used by MEL to produce the effects still
unclear. The MEL is released whit a circadian rhythm model, MEL rising in the night, to reach
the maximum value five hour after light disappear and diminishing during the day. Moreover
in the gut has been reported MEL produced relaxation, effect produced likely by the receptors
presents in this place, but did not illustrate the action mechanism. All of these facts imply the
physiological roll of MEL over the gastrointestinal functions. For illustrate the mechanism of
action of the MEL has been used different methodologies “In Vivo” and “In Vitro”. Therefore
in this work our objective is treat to elucidate the possible mechanism of action of MEL in
isolated tissues of the gastrointestinal tract (GIT). To overtake the objective we used isolated
tissues (Duodenum, Jejunum and lleum) from male rats, stock Wistar of (180 to 230 g) to put
in a conventional system “in Vitro” to obtain registers to the spontaneous electrical activity,
with the application of the follow solutions: Vehicle, MEL, Gamma aminobutiric acid
(GABA) and Flumazenil in concentrations of 10 to 320 mmol/mL. The records and data will
be stored in a computer and analyze with the PolyView™ software. We expect to obtain a
direct action with the substances over these tissues to the indicated concentrations.

*Pregraduate Student.
Supported by PAPIIT-DGAPA-UNAM. IN205905.
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ABC= Area bajo la curva.

Ach= Acetilcolina.

AMP= Amplitud de espigas.
ANOVA-= Analisis de varianza.
BZP= Benzodiazepinas.

Ca’= lon calcio.

CE= Células enterocromafines.
CIC= Células intersticiales de Cajal.
CI'= lon cloruro.

DA= Dopamina.

FLU= Flumazenil.

FREC= Frecuencia de eventos contractiles por minuto.

GABA= Acido gamma amino-butirico.

GAD= Acido glutamico descarboxilasa.

GP= Glandula pineal.

HIOMT= Hidroxi-indol-o-metiltransferasa
HPLC= Cromatografia liquida de alta eficiencia.
IL-2= inter leucinas 2.

IMEL= [**1] 2-iodomelatonina.

LCR= Liquido cefalorraquideo.

MEL= Melatonina.

MLGI= Mdsculo liso gastrointestinal.

NA= Noradrenalina.
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NAT= N-acetil transferasa.

NSQ= Ndcleo supraquiasmatico.

RT-PCR= Trascripcion reversa de la cadena de polimeraza.

SMRK= Solucién de mantenimiento Ringer-Krebs.
SNC= Sistema nervioso central.

SNE-= Sistema nervioso entérico.

TGI= Tracto gastro-intestinal.

THR= Tracto retino-hipotalamico.

VIP= Péptido intestinal vaso activo.
5-HT=Serotonina.

7TM= Receptores transmembranales.




CAPITULO 1 INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

El interés por la glandula pineal (GP) como un 6rgano cerebral, se remonta al siglo 111
y IV antes de Cristo. Aparentemente Galeno y Pergamon (130-200 D.C.) (Figura No.1)
suministraron evidencia de la primera descripcion y localizacion de la glandula pineal en el
cerebro, nombrandola “konareion” (Latin “conarium”) debido a su forma conica, siglos
posteriormente fue nombrada “glandula pinealis” o pineal (59). La posicion central en el
cerebro la convierten en un érgano sin igual, asi como su extensa vascularizacion descrita por
Bruxellensis (1515-1564). Posteriormente, el filosofo francés René Descartes (1596-1650)
(Figura No.2) (25, 24) en sus textos “Les passions de 1’ame”, conceptualizé a la pineal como
“El asiento del alma” o como el 6rgano que coordinaba funciones psicofisioldgicas. También
ha sido llamado “cuerpo cervical” y “epiphysis cerebri” esto ultimo en referencia a su posicion
en la parte superior del cerebro de algunos animales. Los avances en microscopia y las
técnicas histoldégicas modernas permitieron la observacion de similitudes entre posicion de la

glandula y los ojos laterales de vertebrados inferiores por lo que también se le llamé “El tercer

0jo” (59).
Influencias religiosas mbalzamamiento |Re]igic'm v filosofia |
e ideologicas
Galeno
Eventos y Earaongl IHomero| Hipocrate_,a‘Eeaﬁsmo . -
5 idemi Microscopio
personajes {Plaga epidemic s ceh?lar
- i e : Aleiandr Oscurantismo
Civilizaciones IALUM g,rpcmi] @ma LSJMI Roma Renacimiento
|Barroco|
sl ienl e L o i s 0
e e (Conrins ] R

Figura No. 1. Cronologia de eventos, personajes y civilizaciones a lo largo de la historia (79).
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CAPITULO 1 INTRODUCCION

Durante casi 50 afios ha crecido el interés y la investigacion por esta glandula y su
principal producto de sintesis, la melatonina. No fue sino hasta 1958 que fue identificada y
aislada por primera vez, por el dermatélogo norteamericano Aaron Lerner (52), a partir de
glandulas pineales de bovinos, como la indolamina N-acetil-5-metoxitriptamina. Fue
nombrada melatonina por su habilidad de afectar los melanocitos de la piel de rana y su
relacién quimica con la serotonina (65).

Ahora se sabe que es una de las hormonas mas ubicuas en los seres Vivos,
encontrandose desde los humanos hasta los protozoarios y cuyas funciones son de suma
importancia desde el punto de vista bioquimico y fisiolégico, con prometedoras expectativas

terapéuticas (59).

LES
PASSIONS
DE L'AME.

r a®x
RENE DES CARTES.

A P &Rz,

Le Grae 5 au rrolfiéme Pilice
dels Salle & Palsik : L cowrcande.
M DC XGIX
Aves Privilge Dw ey

Figura No.2 Rene Descartes, filosofo francés y su obra, “Les passions de 1’ame” (25) (11).
Por este motivo con la intencion de aportar nuevos datos para aumentar el
conocimiento acerca de la melatonina y tratar de dilucidar su mecanismo de accion, se plantea
la utilizacion de un sistema convencional “In Vitro” en el cual, se pruebe tejido aislado de
duodeno, yeyuno e ileo, de rata con: melatonina (MEL), &cido gamma amino butirico (GABA)

y flumazenil (FLU) aplicadas en diferentes concentraciones, en forma individual y en

15



CAPITULO 1 INTRODUCCION

combinacion. Los resultados indican que la MEL presenta un efecto inhibidor sobre la
contraccion en el duodeno, el yeyuno y el ileo. La interaccion de MEL-GABA disminuye la
actividad contractil de los tejidos en mayor medida que si se administran de forma
independiente. La interaccion GABA-FLU present6 efecto de contraccion, pero en menor
medida que GABA y FLU por separado. La interaccion MEL-FLU produjo una inhibicién de
la respuesta en mayor medida que MEL por si sola. Todas estas interacciones seran de utilidad

para tratar de dilucidar el mecanismo de accién de la MEL.
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CAPITULO 2 ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES.
2.1. INTERACCION FARMACOLOGICA

La interaccion farmacologica se presenta cuando al administrar dos o mas farmacos
en forma simultanea, secuencial o alternada, uno de ellos o los dos intervienen en la respuesta
y duracidn de la accion del otro, esto puede ocasionar un cambio deseado o bien no deseado en
el tipo de respuesta del organismo a un determinado farmaco. La consecuencia de esta
interaccion puede ser: a) que cada farmaco produzca sus efectos sin modificacion aparente de
los mismos. b) aumento de sus efectos (sinergismo) c) disminucion de sus efectos
(antagonismo). Este aumento o disminucion de los efectos farmacoldgicos pueden dar lugar a
reacciones adversas o de toxicidad en el organismo. Para el caso de los farmacos que actdan en
combinacion con un receptor, la consecuencia de la administracion simultanea de dos o mas
sustancias en un tejido con un nimero determinado de receptores (por ejemplo colinérgicos)
es la competencia por la ocupacion del receptor. La teoria del receptor postula que
compuestos o farmacos que producen un efecto, deben interactuar con un elemento celular
especifico o macromolécula a la que se ha denominado receptor. Dicho efecto se explica con
base en la ley de accion de masas ya que la respuesta a un farmaco dependera del nimero de
receptores ocupados por el mismo. El primer modelo matematico fue planteado por A. J. Clark
(citado por 48) el cual permite analizar datos y predecir efectos farmacolédgicos sobre los
tejidos utilizando la cinética enzimatica (47) (48).

Asi nos planteamos la siguiente pregunta: ;Como es la interaccion farmaco-receptor?
Esta determinada por la interaccion entre atomos y moléculas, por uniones quimicas de
diferente energia como son las fuerzas de Van der Waals, los puentes de hidrogeno y las

uniones ionicas o covalentes (37). En general depende de las caracteristicas quimico-
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CAPITULO 2 ANTECEDENTES

estructurales entre al farmaco y el receptor. Esta interaccion puede ser de modo que: 1)
interactlia con una enzima, 2) activa una porcion inactiva del DNA conduciendo a la sintesis
de nuevas proteinas, 3) ser coenzimas facilitadoras de la actividad enzimatica, 4) alterar la
permeabilidad celular e interactuar con mecanismos acarreadores especificos (33) (37).

Lo anterior nos lleva a plantear la interaccion farmacoldgica, como un proceso en el
gue observamos una competencia entre dos o mas farmacos por el mismo sitio receptor, de
este modo los efectos que resulten podran ser sinérgicos, en general una potenciacién, o bien
efectos antagonicos. Este concepto es de suma importancia para entender los resultados de esta
investigacion, ya que administramos diferentes farmacos en masculo liso gastrointestinal, sin
embargo, nuestra explicacion de interaccion estaria incompleta si no consideraramos el
comportamiento del farmaco y la reaccion que genera. EI farmaco agonista retne propiedades
que le permiten formar un complejo con el receptor y generar un efecto que induce una
respuesta, esto como resultado de la interaccién directa sobre las propiedades fundamentales
del receptor. EI farmaco se caracteriza por tener afinidad entendiendo esto como la capacidad
de un farmaco para unirse a un receptor especifico y formar un complejo estable, y eficacia, lo
que significa que al ocupar al receptor y dependiendo de la concentracion a la que se presente,
iniciard una serie de reacciones que conducen a un efecto fisiolégico (14) (37) (80). Lo que
nos lleva al concepto de agonista parcial, en el cual la respuesta maxima es menor que la
producida por un agonista muy activo, actuando sobre la misma serie de receptores. Cuando
estd produciendo su respuesta maxima se hallan ocupados todos los receptores, pero su
eficacia es tal que el estimulo producido no basta para obtener la respuesta maxima que

hubiera sido posible lograr; debido a que ocupa receptores, estard compitiendo con agonistas
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CAPITULO 2 ANTECEDENTES

activos, por lo que disminuira la respuesta del agonista mas activo manifestando una
propiedad antagonista y agonista al mismo tiempo (14) (80).

Un agonista no competitivo evitard que el agonista, en cualquier concentracion
produzca un efecto maximo en el receptor esto podria deberse a la interaccion reversible o
irreversible con un componente del complejo para evitar la union del agonista, de manera que
se disminuye o elimina la union de estos (44). La clasificacion contintda con los agonistas
mixtos que son aquellos farmacos capaces de actuar como agonistas con afinidad y eficacia en
distintos receptores, pero que actian en un mismo sentido pudiendo tener como consecuencia
un antagonismo. Un ejemplo de estos es la morfina, que estimula tanto a los receptores miu
(w) como a los receptores sigma (X) y kappa (K). Sin embargo, en un agonista inverso no
podemos hablar de un antagonismo clasico debido a la falta de un receptor especifico, como es
el caso de las benzodiazepinas (BZP) en donde aun no se demuestra un agonista enddgeno; en
cambio la ansiedad se antagoniza con las BZP, es decir, un agonista de receptor a BZP que
antagoniza un efecto en este caso a la ansiedad (33). Finalmente, tenemos a los agonistas
parciales que son farmacos que presentan afinidad y eficacia, pero en menor medida que la de
un agonista puro o total. Pueden llegar a estimular de forma parcial a un receptor o bien solo
estimular a un subtipo de receptores de los que existan para un agonista puro o total. Como
ejemplo podemos citar el de la acetilcolina (Ach) el cual se comporta como agonista puro con
afinidad y eficacia sin embargo la metacolina (andlogo sintético de Ach) es un agonista
parcial, presentando afinidad pero una eficacia menor a la Ach (37) (47) (80). En los términos
anteriores se involucra brevemente a otro tipo de interaccién a la que se denomina
antagonismo el cual es un tipo de interaccion en que el conjunto de efectos asociados de dos

farmacos, es menor que la suma de los efectos de estos fArmacos si acttan por separado. Por lo
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CAPITULO 2 ANTECEDENTES

gue un antagonista es un farmaco que posee afinidad, pero carece de eficacia o de actividad
intrinseca, esto es, que la sustancia es capaz de unirse especificamente a determinados
receptores debido a que tiene los elementos estructurales para hacerlo y formar el complejo
con el receptor, pero no induce los cambios necesarios en el receptor para generar una
respuesta. Sin embargo, puede bloquear la union de una molécula endégena impidiendo su
unién al receptor (33).

El termino de actividad intrinseca, fue propuesto por Ariéns (1954) (citado por 44) para
describir la relacion que media entre el efecto producido por un farmaco y la concentracion de
complejos farmaco-receptor. La eficacia o actividad intrinseca se considera como la
capacidad de activar un receptor para generar o inducir una respuesta, considerando también,
lo referente a la magnitud de la respuesta, la cual esta determinada por el nimero de receptores
ocupados (44) (14) (37).

Retomando el tema del antagonismo, encontramos que este, se clasifica en:
antagonismo competitivo. El cual puede considerarse como una interaccién donde un farmaco
interactta en forma reversible con una serie de receptores para formar un complejo, pero el
complejo antagonista-receptor no desencadena respuesta alguna, la actividad intrinseca del
antagonista es nula. Como ejemplo podemos citar a la Ach que al aumentar la dosis desplaza a
la atropina del receptor (14) (47).

[Agonista] + [Antagonista] + [Receptor] = [AntaRecep] — [AgoRecep] — Efecto

El antagonismo no competitivo, se refiere cuando un antagonista forma un enlace muy
potente, casi de forma irreversible a un receptor con uniones de alta energia. El antagonista
puede considerarse como irreversible, cuando el grado de antagonismo no puede superarse

aumentando la concentracion del agonista. Esto da como resultado que la cantidad de
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receptores disponibles para la interaccion esté disminuida y la respuesta maxima también lo
estara. ElI antagonismo fisiologico o funcional es el que se observa cuando dos agonistas,
actuando en diferentes sitios o receptores, producen efectos opuestos sobre una misma funcién
fisioldgica. Un ejemplo podria ser el efecto de la histamina sobre la presion arterial (que
estimula al receptor H1) ocasionando vasodilatacion e hipotension (33).

Por ultimo, tenemos al antagonismo quimico, la principal caracteristica de esta
interaccidn consiste en que las moléculas de un farmaco agonista interaccionan directamente
con las moléculas de un antagonista para neutralizar el efecto del agonista. Para ejemplificar lo
anterior consideremos a una toxina en particular que puede ser entendida como el compuesto
agonista y el antidoto como su antagonista (37).

SINERGISMO

Dentro de las interacciones farmacoldgicas un concepto de importancia es el
sinergismo y se define como: el aumento de los efectos especificos de un farmaco por la
presencia de otro (33).

El sinergismo de adicién o sumacion esta contemplado cuando dos farmacos producen
el mismo tipo de respuesta no importando cual es el mecanismo de accion para tal efecto. El
sinergismo de potenciacion tiene su explicacion en la relacion directa con el mecanismo de
accion de los farmacos y se presenta cuando el efecto conjunto de dos farmacos es mayor que
la suma de sus efectos individuales. Finalmente, el sinergismo de sensibilizacion se realiza
cuando un farmaco que es aparentemente inactivo para una accién farmacoldgica especifica,
es indispensable para que se concrete la accion farmacoldgica de un segundo farmaco (37).

Estos conceptos muestran el papel tan importante del complejo farmaco-receptor para

poder generar un estimulo en el receptor traduciéndose posteriormente, en una respuesta a
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nivel celular cuya magnitud pueda ser medida subsecuentemente con instrumentos
electrofisiologicos como lo es el poligrafo el cual es una herramienta de gran ayuda.
EL RECEPTOR.

A principios del siglo XX, existia controversia, respecto al concepto de “Receptor”,
por lo que Langley (1852-1926) y Ehrlich (1854-1915) (citado por 44) de forma independiente
propusieron un modelo para explicar este concepto. En 1878 llegaron a la conclusion de que
“hay una combinacion quimica entre el farmaco y un constituyente de la célula al cual
denominaron sustancia receptora” (44) (14) (37).

El concepto, dio pauta para definir al receptor, estableciéndose que es una
macromolécula de origen proteico que esta presente en la membrana celular o dentro de
algunas células blanco, en un determinado nimero, el cual es capaz de reconocer de forma
especifica a una Unica molécula denominada mensajero o bien ligando natural como puede ser
una hormona, un neurotransmisor, un factor de crecimiento, un neuromodulador, etc. La
consecuencia de tal interaccion produce una respuesta especifica. La compleja estructura
tridimensional de la proteina asegura una gran especificidad de reconocimiento entre las
moléculas del ligando y el receptor, los sitios de reconocimiento quimico para las sustancias
enddgenas son susceptibles de ser reconocidos también, por sustancias o farmacos exdgenos
con estructuras quimicas parecidas a las endogenas (65) (37) (80), las caracteristicas del
receptor son la sensibilidad, la selectividad y especificidad (14).

Podemos decir que la funcion del receptor es la de reconocer una sefial 0 molécula
qguimica especifica y diferenciarla de otras moléculas. La estructura y la integracion de los

receptores con la funcidén celular probablemente este regida genéticamente. Asi la interaccion
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con farmacos agonistas brinda un estimulo que muy probablemente ocasione un cambio en la
conformacién de la macromolécula del receptor o del medio que la rodea (14) (47).
MENSAJEROS QUIMICOS.

La sorprendente especificidad que muestra el receptor con el ligando o molécula
mensajero tiene su origen en el concepto de ligando natural, ya que dentro del organismo
existen sustancias enddgenas que de forma natural se unen con estos receptores formando un
complejo que regula y activa las diferentes funciones fisiolégicas, por lo tanto un ligando
enddgeno es una sustancia presente en el organismo de forma natural teniendo sus propios
receptores como los de Ach, Acido gamma amino butirico (GABA, por sus siglas en inglés) y
los corticoesteroides, todos éstos son transmisores sinapticos. Un ligando exdgeno sera una
sustancia exodgena capaz de limitar o inclusive bloquear, la accion de un ligando enddgeno por
su gran similitud estructural que le permite suplantar al ligando enddgeno en su union al
receptor. La transmision sindptica realizada generalmente por neurotransmisores, es la
conduccion de un impulso a través de una sinapsis, a lo largo de una fibra hacia una estructura
proximal o efectora (33) (47).

El trasmisor es una sustancia la cual se libera sindpticamente en una neurona y tiene un
efecto sobre otras células de forma especifica, se caracteriza esencialmente porgue se sintetiza
en la neurona, se localiza en la terminal presinaptica y es liberada por medio de estimulacién
nerviosa para ejercer su acciéon. En el sistema nervioso central (SNC) existen sustancias
consideradas neurotransmisoras por ejemplo: la Ach, la NA, la serotonina (5-HT), la
histamina, el GABA, la glicina y el glutamato, y los de origen peptidico como la sustancia P,
encefalinas, endorfinas y el péptido intestinal vasoactivo (VIP, por sus siglas en inglés). Estas

sustancias neurotransmisoras son sintetizadas por una serie de reacciones quimicas en la
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neurona participando activamente enzimas y cofactores, la sintesis puede ser también a partir
de un aminoacido como sucede con la dopamina (DA), o la MEL a partir del aminoacido
triptofano (37).

Sabemos que el proceso sinaptico involucra un mecanismos en el que intervienen
diversas estructuras que resumimos como: a) una membrana excitable eléctricamente, b) un
transporte al interior celular de la molécula precursora del neurotransmisor, c) la sintesis
enzimatica del neurotransmisor, d) almacenamiento en las vesiculas presinapticas e) liberacién
del neurotransmisor, f) unién y estimulacion al receptor (37) (47).

La interaccion de tipo farmacoldgica asi como a los receptores y neurotransmisores
cumplen un importantisimo papel dentro de las funciones de regulacion en el organismo, estos
procesos celulares son conocidos y estudiados hasta la fecha. Para comprender y analizar los
resultados obtenidos experimentalmente en este trabajo es conveniente mencionar las

caracteristicas y propiedades de las sustancias que utilizamos en el experimento.

2.2. MELATONINA (MEL).
Historia.

La MEL fue identificada y aislada en 1958 por el dermatélogo norteamericano Aarén
Lerner (54) y ahora se sabe que esta presente como una hormona extensamente difundida en el
organismo de los seres vivos y puede ser encontrada en organismos muy diferentes, desde
humanos hasta protozoarios, bacterias, hongos, invertebrados (40), e insectos (81), estando
presente desde hace millones de afios (65). Sin embargo, no es exclusiva del reino animal ya
que también se encuentra en plantas, (43). En los humanos esta hormona o N-acetil-5-

metoxitriptamina, es un indol secretado por la glandula pineal (GP) (Figura No. 3), cuerpo
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pineal o “epiphysis cerebri”, desde que se conoce su existencia, a ésta glandula se le han
atribuido muchas funciones diferentes, incluso la de ser como la denomino René Descartes el
“asiento del alma” (25). Sin embargo, por estudios de anatomia comparada se sabe que la GP
es un vestigio de lo que era el tercer ojo en la parte alta posterior de la cabeza en animales
inferiores de acuerdo con la escala filogénetica y desempefia importantes funciones en el
organismo (38) (Figura No.4) No fue sino hasta el siglo XX que Lerner descubrid su intensa

actividad fisiologica; y se confirmo la produccién de la hormona, MEL.
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Figura No. 3 La glandula pineal o “epiphysis cerebri” en el cerebro humano y la
estructura quimica de la MEL (12).
Anatomia y morfologia de la Glandula Pineal.
El tamafio y la forma de la epifisis difiere entre especies y esta presente en la mayoria

de los vertebrados, excepto en algunos reptiles y en algunas aves no se ha encontrado alguna
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conexion entre el cerebro y la epifisis. (43) De este modo existe un alto grado de variabilidad
morfologica incluso entre especies, esta podria ser un reflejo de la adaptacién en las funciones
de la GP asi como de factores ambientales. La clasificacion anatomica de la GP maés
frecuentemente citada es la de Vollrath (citado por 59), ya que la elabor6 con base en la
posicién de la GP relativa al diencéfalo y al tercer ventriculo, asi como en su forma y tamafio,
la pineal tipo A se localiza sobre la cara dorsal del hipotalamo, ocupando una posicion central
entre los dos hemisferios cerebrales, con una elongacion desde el diencéfalo hasta cerca del

cerebelo (11). La GP humana es clasificada como tipo A. (59)
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Figura No. 4 De acuerdo a la escala filogénetica, relacion de la GP con otras estructuras en
diferentes especies animales (71).
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Tiene un peso aproximado de 100 a 200 mg y en el adulto promedio es de 5-9 mm de
longitud, 1 -5 mm de ancho y 3-5 mm de grosor, (43) (59) empezando su desarrollo en el
segundo mes de gestacion (59). Esto constituye parte del hipotalamo, el cual es un complejo
constituido por el cuerpo pineal, las glandulas habenulares y el érgano subcomesural (43)

(Figura No. 5)

Nucleo “SAGM
supraquiasmatico /e
Quiasma
optico
Pituitaria

Z

Hipotélamo\ ‘.

Figura No. 5 Anatomia de la GP y estructuras cerebrales (13).
Caracteristicas histoldgicas de la Glandula Pineal.
La GP humana es descrita como un nucleo central compuesto de 16bulos y una corteza
periférica con una distribucion difusa de neuronas (59). Histoldégicamente, la GP esta
constituida por tres tipos celulares basicos: células parenquimatosas o pinealocitos, células

epifisiales y células gliales (Figura No. 6) Los pinealocitos descritos por Del Rio Ortega en
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1932 (citado por 65), son el tipo celular predominante y producen la MEL junto con otros
péptidos. Los pinealocitos humanos tienen un nucleo prominente y una apariencia granular,
con procesos citoplasmaticos terminando en capilares fenestrados que le dan una
configuracién caracteristica de glandula endocrina (59). La GP por su rica vascularizacion,
presenta un elevado flujo sanguineo, solo superado por el rifion, por lo que esta propiedad
facilita la secrecion directa de MEL dentro del sistema circulatorio y su contacto con el liquido

cefalorraquideo (LCR) (65).

Figura No. 6 Microfotografia de un corte histolégico de GP, en la que observamos los
pinealocitos y otras estructuras celulares (14).
La Glandula Pineal en la fisiologia humana.

La GP ejerce una variedad de funciones: como glandula endocrina, como transductor,
como regulador de hormonas y como interruptor del ritmo circadiano. Extensas
investigaciones en animales relacionan a la MEL con la expresion de los ritmos estacionales,
en la modulacién de los ritmos circadianos y en la regulacién del suefio, ademéas de la

fisiologia reproductiva, cardiovascular e inmunoldgica (59) (11).
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Melatonina.

El nombre de MEL se refiere a que originalmente fue descubierta como una molécula
con habilidad aclaradora sobre los melanocitos de la rana y del pez (Lerner, Case y Takahashi,
1958) (55), ademas, de la similitud estructural con la serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina).
La MEL es sintetizada en la GP, en la retina y otros sitios como el TGI (1), aunque hay
muchos otros indoles y péptidos que son sintetizados y secretados por la GP en mamiferos.
Axelrod (6) demostrd que los pinealocitos poseen toda la maquinaria necesaria para la sintesis
de MEL, asi el proceso de sintesis seguiria el siguiente modelo: el precursor de la sintesis es el
aminoéacido triptofano, que penetra al pinealocito a través de transporte activo, transportado a
través del torrente sanguineo, este transporte es regulado por los receptores noradrenérgicos.
El primer paso consiste en la hidroxilacion debida a la actividad de la enzima triptofano
hidroxilasa y posteriormente se descarboxila. Durante este proceso aumenta la concentracion
de un importante neurotransmisor, la serotonina o 5-HT, la cual después, de una acetilacién
por la enzima N-acetil-transferasa (NAT) da como resultado la produccion de N-acetil
serotonina. Finalmente, este sustrato es catalizado por la enzima hidroxi-indol-o-
metiltransferasa (HIOMT) produciendo la indolamina N-acetil-5-metoxitriptamina (MEL)
(43). La actividad de la enzima NAT en particular se incrementa de 30 a 70 veces en la noche

y en algunas circunstancias es la limitante en la sintesis (1) (43) (Figura No.7).
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Figura No. 7. Mecanismo de sintesis de la MEL dentro del pinealocito, se muestran las
estructuras quimicas, productos de sintesis y enzimas involucradas (59).
La MEL es una molécula altamente lipofilica, aunque tiene propiedades hidrofilicas, se
almacena en minima cantidad en la GP y se libera hacia los capilares, donde el 70% se une a

albumina. Cuando la MEL se administra via intravenosa, el tiempo de vida media plasmatica

30



CAPITULO 2 ANTECEDENTES

es de aproximadamente 30 min. Por via oral su eliminacion es bifasica con tiempo de vida
media aproximado de 3 y 45 min. La MEL se metaboliza primariamente en el higado, y en el
rifidn bajo una hidroxilacién se transforma en 6-hidroximelatonina (59).

Melatonina y Ritmos circadianos.

Podemos explicar el término circadiano como una oscilacién ciclica de algun evento o
sefial cercano a las 24 hrs. (38). El ritmo circadiano es generado por oscilaciones circadianas
enddgenas dentro del nucleo supraquiasmatico (NSQ) también llamado “reloj bioldgico” (1)
(60), la GP vy el cerebro (20). La sintesis de MEL por la GP es inducida principalmente por el
ciclo luz-oscuridad, ya que los niveles de MEL aumentan en humanos sanos durante la fase de
oscuridad o al dejar de percibir en la retina estimulos luminosos (36) la secrecion esta
condicionada a la duracién de la fase de oscuridad (1); las concentraciones plasmaticas de
MEL empiezan a incrementarse a cantidades detectables de (5 pg/mL) durante la tarde,
alcanzando niveles maximos a media noche y empiezan a decaer otra vez con la luz del dia o
cuando se percibe en la retina un estimulo luminoso (59) (60). (Figura No. 8)

El mecanismo por el que se activa la sintesis de la MEL empieza en la retina del ojo,
por donde sefiales luminosas alcanzan el NSQ actuando via el tracto retino-hipotalamico
(TRH) el cual se origina a partir de células retinales ganglionares, que son intrinsecamente
foto-receptivas, y que a su vez contienen un pigmento llamado melanopsina, presentando una
sensibilidad maxima a la luz con una longitud de onda de 484 nm. En los mamiferos la
organizacion circadiana estd controlada por el NSQ el cual sirve como un “control maestro” de
los ritmos conductuales y fisioldgicos incluyendo (locomocion, termorregulacion, funciones
cardiovasculares y procesos endocrinos) (20). Ademas de un control endgeno, una vez que se

detecta nuevamente el estimulo luminoso, se induce la supresion de los niveles de MEL en

31



CAPITULO 2 ANTECEDENTES

humanos, y sugiere que la melanopsina contenida en las células ganglionares esta involucrada

en la transmisién del impulso luminoso a la GP, (59) (Figura No.9)
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Figura No. 8. Representacidn de la variacién en los niveles de la MEL y sus precursores
siguiendo el ritmo circadiano (7).

Inicialmente se habia pensado que solo niveles de intensidad luminosa altos podian
ejercer un efecto inhibidor en los humanos, pero estudios recientes han mostrado que incluso
niveles relativamente bajos de luz (100-300 lux), encontrados normalmente dentro de las casas

pueden suprimir la produccién de MEL. (1) (Figura No.10) La evidencia de regulacion
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circadiana en humanos esta hecha con base en estudios que muestran los cambios de fase en
estos ritmos, por ejemplo: temperatura corporal, concentracion de MEL enddgena, y tiempo de

suefio, etc. (59)
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Figura No. 9. El estimulo luminoso alcanza a la GP a través de la via neuronal deteniendo la
sintesis de MEL, y por el contrario la oscuridad la activa de nuevo (79).
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Supresion de MEL en humanos
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Figura No. 10. Curva intensidad-respuesta, mostrando el maximo porcentaje de supresién de
la MEL debida a la luz en diferentes intensidades (59).
Usos de la MEL.

A la MEL se le han sugerido diversos usos, por ejemplo como antioxidante, ansiolitico,
analgésico, anticonvulsivante, anti-epiléptico, pero a pesar de esto ain no se ha definido
totalmente su mecanismo. En humanos los primeros efectos reportados corresponden a efectos
sedativos e hipndéticos. Hace 20 afios la GP fue llamada “organo tranquilizante” (73, 74)
debido a las propiedades hipnéticas de la MEL, de hecho dosis de 100 pug/Kg. causaban un
decremento en la actividad motora en hamster, y efecto sedativo en rata, raton y gato. La
administracion de MEL en dosis de (20-200 mg/Kg.) resulta en un efecto analgésico en raton
(36). Las propiedades de anticonvulsivante se han estudiado en mandriles, ratones, gerbil de

Mongolia y humanos. Ademas inyecciones sistémicas de MEL disminuyen las crisis
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convulsivas que son seguidas de la aplicacion local de varios agentes epileptogénicos
(pentilentetrazol) en el cerebro de rata, por lo que se sugiere un efecto anti-epiléptico (36)
reportado en dosis de 25 ug por 13 semanas (60). Recientemente se le ha adjudicado a MEL
un efecto ansiolitico Golombek y cols., (Citado por 36) reportd que a dosis de (1 mg/Kg)
mostraba un efecto ansiolitico en ratas con MEL, también, Naranjo-Rodriguez y cols., (66)
reportaron el efecto ansiolitico de MEL a (1.0 y 2.0 mg/Kg) lo que permite sugerir que ésta
aumenta la actividad ansiolitica de las BZP. Por otra parte la MEL y el ritmo circadiano
aunque son endogenos estan altamente regulados por el ambiente, lo que ha sugerido el uso de
MEL como un agente para prevenir el insomnio, y otras categorias relacionadas con el ciclo
suefio-vigilia, que pueden considerarse dentro de “Trastornos del ritmo circadiano” (20) (1)
(60), estos estudios indican que la administracion de MEL es un promisorio agente terapéutico
para el tratamiento de desordenes del suefio, sincronizando nuevamente el ritmo circadiano
(1). Otra posible aplicacion de MEL en estudios clinicos involucra el tratamiento de
desdrdenes emocionales estacionales, en humanos una de las propiedades mas interesantes de
MEL es su aplicacion en el tratamiento de los sintomas del jet-lag en viajes trans-meridianos
(36) (1) (60). También, se ha estudiado un mecanismo de accion contra el dafio por radicales
libres, la MEL que es altamente difusible y puede unirse al nucleo de la célula ha mostrado ser
un poderoso antioxidante comparado con el glutation, el manitol, la vitamina C (59) (11) (60)
y es equipotente a la vitamina E (70). Esta bien documentado que agentes anti-inflamatorios
no esteroidales como la indometacina presentan toxicidad en el tracto gastro-intestinal y
recientes investigaciones demuestran el beneficio de la MEL en la prevencion y reparacién de
Glceras en estbmago y duodeno de rata, ya que cuando se compara contra omeprazol y

ranitidina resulta ser menos eficiente que el primero pero mas eficiente que el segundo, la

35



CAPITULO 2 ANTECEDENTES

MEL esta presente en el tracto gastrointestinal desde el estdmago hasta el colon, en donde se
sabe que influencia la secrecion de bicarbonato en el estdmago y protege del dafio causado por
radicales hidroxilo y limita la generacion de radicales perdxido, en dosis de 60 mg / Kg. por
via intraperitoneal (i.p.) (70) también, ha sido reportada su eficacia para tratar lesiones
gastricas causadas por reperfusion isquémica (19) (Figura No. 11). Como un tratamiento
alternativo en la enfermedad de Alzheimer, ya que ayuda en la estabilidad y conservacion de
los canales de neurofibrilla responsables de las sinapsis neuronales (59) (45).
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Figura No. 11. Representacion del mecanismo involucrado en la eliminacion de radicales
libres de oxigeno por medio de la MEL (65).

Melatonina y Sistema Inmunoldgico.
Existen muchas investigaciones relacionan a la MEL con la modulacion del sistema
inmune. Poon y Pang (Citado por 59) sugieren muchos mecanismos de accién para la MEL,

con base en la deteccion de receptores a MEL en érganos linfoides y linfocitos. Otros estudios
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en animales también, han demostrado que la MEL presenta propiedades oncostaticas las
cuales pueden disminuir el crecimiento y el progreso de tumores, este efecto oncostatico es
especialmente marcado en tumores dependientes de hormonas reproductivas (senos y ovario),
posiblemente por antagonismo de la mitogénesis mediada por estrogenos. Estudios “In Vitro”
en humanos han mostrado un efecto inhibidor dosis-dependiente de la linea celular MCF-7
responsable de un cancer de seno. Otros estudios clinicos de muchos tipos de tumores también
han mostrado que la administracion de MEL con bajas dosis, incrementa la efectividad
disminuida de las IL-2 en pacientes que no toleraban o respondian a los tratamientos
convencionales (59) (11).

Receptores a Melatonina.

Los receptores a MEL en la retina, estan implicados en la regulacion de las funciones
visuales y los localizados en el NSQ, en los efectos de la MEL sobre el ritmo circadiano pero
existe evidencia de que la MEL puede acceder a sitios en el citosol y el nicleo para mediar
una variedad de efectos celulares en los tejidos sin los receptores acoplados a la membrana
(28). El desarrollo del compuesto radioactivo [**1] 2-iodomelatonina (IMEL) como un ligando
especifico de alta actividad, ha permitido la identificacion de sitios de union, con
caracteristicas de alta afinidad, saturables, reversibles y especificas, en las membranas
celulares principalmente en NSQ, el pars tuberalis de la glandula pituitaria, la retina y el
cerebro (1). La retina de aves y mamiferos segun Dubocovich y Takahasi (29) contiene sitios
de union de alta afinidad. La clonacion del primer receptor de alta afinidad a MEL se realizé a
partir de melanoforos de piel de rana y la del receptor a MEL de oveja y humano fue reportado
en 1994 por Reppert y cols., (Citado por 1) con una similitud estructural del 80% (1). Pero la

discrepancia en los perfiles farmacoldgicos de los sitios de union permiti6 a Dubocovich
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(citado por 49, 28) clasificar en dos familias de receptores a MEL (MT1 y MT2) con base en
las propiedades cinéticas y farmacoldgicas de union a IMEL. EIl receptor MT1 ha mostrado ser
un receptor de alta afinidad a IMEL y se ha pensado que esta involucrado en funciones
renales, induccion del suefio y ritmos circadianos (11). La activacion del receptor MT1 inhibe
la adenilciclasa y consecuentemente decrecen los niveles de 3",5° AMP ciclico via unién a
proteinas G. El andlisis filogenético de las secuencias de aminoacidos del receptor MT1
sustenta su division en tres subtipos: ML1a, ML1b y ML1c (1) aunque fue tipificada una
cuarta familia a partir de una clonacion parcial de la secuencia de ADN de “Xenopus laevis”
(60). Ademas se ha pensado que la influencia de MEL en el NSQ asi como los ciclos
circadianos y reproductivos son mediados via el receptor ML1a (11). El andlisis de las
secuencias totales del receptor revela la presencia de siete segmentos hidrofébicos consistentes
con la arquitectura de los receptores acoplados a proteinas G. Asi, por medio de hibridacién
“In Situ” ML1a ha sido detectado en el NSQ de h&mster, ratén y rata, asi como en el pars
tuberalis de oveja y raton. Estudios adicionales usando trascripcion reversa de la cadena de
polimeraza (RT-PCR) identifican a ML1a en la corteza, el talamo y el hipocampo en humanos.
El receptor ML1b se expresa altamente en retina, hipocampo y cerebro esto sugiere que este
subtipo interviene en los efectos de MEL en la retina (60) y regula los ritmos circadianos en
mamiferos (11). El receptor ML1c ha sido detectado por lo general en vertebrados no
mamiferos (60) y se piensa que ejerce funciones similares a los subtipos anteriores, en
humanos ha sido identificado solamente en una linea celular embrionaria de rifién (11).

El receptor MT1 posee sitios de union caracteristicos en retina, cerebro de pollo y pars
tuberalis, y un sitio de union aparentemente distinto que ha sido descrito en hipotalamo de

hadmster. El receptor MT2 se caracteriza por una baja afinidad a IMEL (1-3 nM)
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contrariamente el precursor de MEL el N-acetilserotonina muestra una alta afinidad (60) se
cree gue esta acoplado a proteinas G para mediar la transduccion de sefiales de forma similar
al receptor MT1, pero su importancia fisiolégica permanece aun desconocida (11). Con base
en los estudios del ritmo circadiano de la secrecion de MEL, se ha predicho también, un ritmo
circadiano de la densidad del nimero de receptores, debido al alto nimero de receptores que
se manifiestan previamente a la desaparicion de la luz, puede esperarse que la densidad de
sitios de union de MEL cambie durante el dia, pero las razones de las enormes discrepancias
reportadas permanecen sin explicacion. Después de mas de 30 afios de investigacion la
hipétesis de que “MEL actla a través de la union a un receptor en la membrana del cerebro” es
aceptada, otra posibilidad es que una vez que la MEL entra en la célula ésta es metabolizada
en mas compuestos potentes los cuales actlan directamente o a través sus propios receptores
(49).
2.3. ACIDO GAMMA-AMINO BUTIRICO (GABA).
Historia.

El acido gamma-amino butirico (GABA) (Figura No. 12) fue identificado por primera
vez como constituyente quimico del SNC en 1950, los niveles de GABA en el cerebro y
médula espinal alcanzan concentraciones del orden milimolar (80). EI complejo receptor
GABAA fue el primer sitio de unién descubierto por McDonald y Olsen en 1994 (citado por
26) el segundo receptor GABAg fue descrito por Hill y Bowery en 1981, (citado por 26)
finalmente, GABA fue identificado por Johnston y cols., en 1975; Bormann en 2000 (citado

por 26).
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Figura No. 12. Estructura quimica del GABA (15).

Importancia del GABA en la fisiologia.

El receptor GABAA puede ser regulado para inducir respuestas mediante moduladores
positivos 0 negativos de tipo BZP, barbituricos o esteroides. Ahora se sabe que algunos
desdrdenes neurosiquiatricos, como la ansiedad, la epilepsia, del suefio y convulsivos han sido
efectivamente tratados con agentes terapéuticos que modifican la accién de GABA en el
receptor. Ademas, existe evidencia que indica la existencia de una relacién entre MEL vy el
sistema GABA-érgico en el SNC, por ejemplo, la MEL incrementa las concentraciones de
GABA en el hipotadlamo, ademas de incrementar el flujo de GABA en muchas regiones del
cerebro (84). También, ha sido utilizado en experimentos para investigar la “eficacia negativa”
de receptores (21).

El GABA es el principal neurotransmisor inhibidor dentro del SNC de los mamiferos y
desempefia un papel fundamental en la modulacion de la actividad neuronal, (Figura No. 13)
acta como neurotransmisor de numerosas interneuronas locales, como por ejemplo: las
células en cesto del cerebelo y del hipocampo, células de Purkinje del cerebelo, células
granulares del bulbo olfatorio y células amacrinas de la retina. También, es frecuente que las
neuronas GABA-érgicas coexpresen neuropéptidos transmisores (80) (67) (26). Como
consecuencia de la amplia distribucién y utilizacion de GABA vy glutamato, ambos
transmisores estan involucrados indirecta o directamente en la mayoria de las funciones del

SNC, asi el descubrimiento del lugar especifico de unidn para las BZP que se encuentra en la
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subunidad vy; del receptor GABAA, constituy0 una pieza importante del complejo canal de

cloruro-receptor GABA (80).

B
elulas nerviosas

- - _
,’2', B,

. N

Union de GAB.:

Figura No. 13. El GABA se encuentra presente como neurotransmisor inhibidor dentro del
SNC (16).

La disfuncion de la transmisién sindptica mediada a través de GABA en el SNC,
conduce, a desordenes en el sistema nervioso, por ejemplo, una hipoactividad esta ligada a
epilepsia, convulsiones, ansiedad, estrés, desordenes del suefio y depresion. Por el contrario

una hiperactividad esta asociada con la esquizofrenia (67).

Sintesis.

El GABA se biosintetiza a partir de glutamato siguiendo una via catalizada por la
descarboxilasa del aminoacido L-glutamato, en su mayor parte el GABA y el glutamato que se
utilizan como neurotransmisor derivan de la glutamina existente en las células gliales (80)

(Figura No. 14).
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Figura No. 14. La sintesis del GABA a partir de glutamato y la enzima GAD (7).
Receptores.

El GABA interactla con diferentes sistemas receptores que estan ubicados tanto en el
astrosito como en la neurona, de esta forma se conocen tres subtipos del receptor GABA.
(GABAA y GABA() de caracteristicas ionotrépicas y (GABAg) de caracteristicas
metabotrdpicas. El receptor GABAa, (Figura No. 15) también denominado por su estructura
complejo canal de cloruro-receptor GABA, es una unidad pentamérica de localizacién
postsinaptica, es activado por ligando ya que contiene un canal de accion que es modulado por
la unién a GABA (50) (10) (67), regula la magnitud de la neurotransmision inhibidora rapida,
que es un proceso fundamental en la actividad cerebral y cuyas células expresan este receptor
en sus membranas, razon por la que es el receptor mas abundante (50), puede ser modulado
alostéricamente por farmacos tipo BZP, barbitdricos, anestésicos y por los alcoholes (12)
también por hipnoticos de tercera generacion como (imidazopiridinas) que actdan a través de
este receptor. Se han descrito siete clases de subunidades polipeptidicas (o, B, v, 6,€,0yp)y
multiples isoformas. El receptor GABAg, tiene localizacion presinéptica y postsinaptica y

pertenece a la familia de receptores metabotropicos, con siete regiones proteinicas
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transmembranales, acoplados a proteinas G (10) (67). Ademas, media la inhibicion
presinaptica sobre terminales nerviosas y la inhibicion postsinaptica en pericardio y dendritas.
Para que este receptor sea operativo debe dimerizarse y formar una especie quimica compuesta
por la unién de sus dos subunidades GABAgR; y GABAgR;. Las proteinas que componen el
heterodimero estdn expresadas ampliamente a través de: neuronas, en el cerebro, médula
espinal y ganglios dorsales (67). Existe un tercer receptor GABAc, activado por analogos de
GABA vy al igual que el receptor GABAA también es un canal del ién cloruro (CI") sin
embargo, es insensible al efecto de la bicuculina (antagonista) y al efecto modulador de las
BZP, los barbitaricos, alcoholes (10). Los tres tipos de receptores estan involucrados en
generar procesos de suefio-vigilia (26).

Benzodiacepinias

Receptor GABAL CI-

Figura No. 15. Representacion de los sitios de union del receptor GABAA (18).
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2.4. FLUMAZENIL (FLU).
Historia.

El flumazenil (FLU) (Figura No. 16) esta relacionado, en general a la historia y
desarrollo de las BZP, que son el grupo farmacol6gico mas empleado en el tratamiento de la
ansiedad. La ansiedad es una respuesta fisioldgica normal ante situaciones estimulantes nuevas
0 amenazantes del ambiente, que permite al organismo adaptarse, ofreciendo una respuesta
que lo prepara y adapta frente a dichos estimulos. Existen muchos farmacos eficaces en el
tratamiento de la ansiedad cuya eficacia radica en el efecto depresor sobre la actividad del
SNC y por lo tanto de forma inespecifica en su accion ansiolitica, entre ellos encontramos a
los derivados opiaceos, los antimicdticos o los anticonvulsivantes. La primera BZP clinica fue

el clordiacepoxido en 1957, y en 1963 el diacepam con un gran éxito (80).

CH,
e
N_F
F N
\CHS
Flumazenil

Figura No. 16. Estructura quimica del FLU (19).
Usos.
El FLU derivado benzodiacepinico, es un antagonista competitivo especifico del
receptor de BZP, en la terapéutica es utilizado para neutralizar los efectos sedantes,

neuroldgicos o electrofisiologicos, debido a la administracion de dosis elevadas de BZP y
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agonistas inversos (46) (13), también se ha reportado la inhibicion del efecto de analgesia
debida a MEL (36). En caso de sobredosis con BZP pueden aparecer efectos toxicos sobre el
sistema nervioso y respiratorio que pueden llegar al coma, este riesgo se incrementa
notablemente con la asociacion del alcohol y otras sustancias (80).

En los dltimos afios ha sido una herramienta importante en la investigacion del mecanismo
farmacoldgico sobre los efectos producidos por farmacos que actlan sobre el complejo
receptor GABA/BZP (31) (83).

Las BZP son en general sustancias lipofilas que constituyen varias familias en funcién
de su estructura y ejercen basicamente acciones farmacologicas como: ansiolitica, relajante
muscular, anticonvulsivante, hipnoética, para el tratamiento del insomnio y para el tratamiento
del jet-lag (80). Se ha establecido que FLU revierte las acciones farmacoldgicas aqui
mencionadas (31). También, se ha documentado que el FLU tiene un significativo efecto a
corto tiempo en el tratamiento de la encefalopatia hepatica, causada por enfermedades del
higado o falla hepatica, y en pacientes con cirrosis presenta un prondéstico favorable (58) (83).
Ensayos clinicos evaltan también su uso en el mejoramiento de funciones cognoscitivas en
pacientes con Alzheimer (72).

Mecanismo de accion de Benzodiacepinas (BZP).

Las BZP mimetizan los efectos del GABA. La accion del GABA permite la entrada del
CI" dentro de las neuronas, por lo que genera una hiperpolarizacion de la neurona, a
consecuencia de esto, la neurona se vuelve menos susceptible a los estimulos activadores
generandose un estado de inhibicion. Es posible potenciar este efecto mediante las BZP que
ejercen su accion sobre el sitio benzodiacepinico del complejo receptor GABAa, efecto que no

se produce en ausencia de GABA. Las BZP modifican la disposicién estructural del receptor,
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potenciando el efecto de apertura del canal CI" por la accion del GABA a esto se le conoce
como modulacion alostérica. Se sabe que existen al menos, cinco subtipos de sitios

benzodiacepinicos que modulan alostéricamente el receptor GABAA (80).

2.5. TRACTO GASTRO-INTESTINAL (TGI).

El aparato digestivo suministra al organismo agua, electrolitos y nutrientes. Para ello es
necesario: a) el movimiento del alimento a través del tubo digestivo, b) secrecidon de jugos
digestivos y digestion de los alimentos, ¢) absorcién de agua, electrolitos y productos
digestivos, d) circulacion sanguinea, e) control por los sistemas nervioso y hormonal (38).
Anatomia.

El TGI esta integrado por los siguientes 6rganos, en orden descendente: 1) Se inicia en
la boca, en donde se realiza el proceso de masticacion. 2) El esfinter faringoesofagico permite
que el alimento pase desde la faringe hacia la parte superior del es6fago, origindndose una
onda peristaltica que empuja el bolo alimenticio hacia el interior del eséfago. 3) El es6fago
tiene la funcién de conducir los alimentos desde la faringe al estomago y presenta dos tipos de
movimientos peristalticos, primarios y secundarios, la parte superior del esofago esta
compuesta de masculo estriado y la parte inferior por masculo liso, regulado principalmente
por el nervio vago. 4) En el extremo inferior del es6fago, el musculo circular se encuentra
engrosado y funciona como un esfinter gastroesofagico, cuya funcion es evitar el reflujo del
contenido gastrico el esofago. 5) El estomago tiene una funcion motora, ya que almacena
alimentos para enviarlos en porciones pequefias al tubo digestivo, mezcla los alimentos con las
secreciones gastricas hasta obtener el quimo y vacia progresivamente el contenido estomacal.

6) El esfinter pilorico se localiza en la apertura distal del estémago, su funcion principal es el
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control del vaciamiento gastrico. El peristaltismo en el intestino delgado esta comprendido por
movimientos de propulsion, en cuyas ondas peristalticas impulsan el quimo a través del
intestino delgado, esta controlado por sefiales nerviosas y hormonales. 7) ElI duodeno y el
yeyuno estdn compuestos por musculo liso, en estos segmentos se realizan principalmente
procesos enzimaticos de digestion y absorcion intestinal, por ejemplo, el de las proteinas,
grasas, aminoacidos, iones sodio (Na'), CI" y agua, bajo la influencia de las enzimas
proteoliticas de la secesion pancredtica, mediante las células epiteliales, que consisten
principalmente en cientos de microvellosidades que se proyectan desde la superficie de cada

célula.
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Figura No.17. Anatomia general del TGI en el humano (79).
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8) El ileo también esta compuesto por musculo liso y sus células epiteliales de la
superficie de las vellosidades, asi como del resto del intestino grueso, tiene la capacidad de
secretar iones bicarbonato en intercambio para absorber iones CI". 9) En el colon se absorben
la mayor parte del agua y los iones en su parte proximal y en la parte distal se almacenan los

materiales fecales (38) (Figuras No.17 y 18).
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Figura No. 18. Organos del TGI duodeno, yeyuno e ileo (79).

Musculo liso gastrointestinal (MLGI).

El MLGI estd compuesto de fibras musculares individuales lisas, con una longitud de
200 a 500 micras y 2 a 10 micras de diametro. Dentro de cada capa de fibras se presentan
numerosas conexiones eléctricas que permiten el paso de iones desde una célula hacia la

siguiente, por lo que las sefiales eléctricas pueden viajar con facilidad entre las fibras. Cada
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capa muscular representa una red ramificada de “haces” musculares lisos por lo que cada capa
funciona como un sincitio (38).
Fisiologia.

El musculo liso del TGI presenta una actividad eléctrica casi continua aunque lenta y
se manifiesta por dos tipos de ondas eléctricas: a) ondas lentas y b) espigas. La mayor parte de
las contracciones gastrointestinales ocurren de manera ritmica y depende casi por completo de
la frecuencia de las ondas lentas del potencial de membrana del musculo liso (ritmo eléctrico
basico), se cree que la actividad de la bomba Na* y K*, sea la causante de estas ondas lentas,
en donde solo se permite la entrada del ion Na*, no de calcio (Ca**) (38).

Potenciales de espiga.

Son potenciales de accion, que ocurren automaticamente cuando el potencial de
membrana en reposo es de -40 mV (el potencial de membrana en reposo es de -65 a -50 mV),
estos potenciales se general debido a que en el MLGI los canales encargados de los
potenciales de accion, permiten la entrada de cantidades especialmente grandes de iones Ca?*,
junto con cantidades pequefias de Na* denominandoseles canales de Ca** y Na*. La apertura y
cierre de estos canales de calcio es mas lenta que los de sodio, lo que explica la duracién mas
prolongada de los potenciales de accion (38).

Contraccion del masculo liso.

En el masculo liso pueden presentarse 2 tipos de contracciones: tonicas y ritmicas. Las
tonicas no estan relacionadas con el ritmo eléctrico basico, suelen durar minutos u horas,
cuanto mayor sea la frecuencia mayor sera el grado de la contraccién. También, pueden ser
causadas por hormonas que causan la despolarizacion sin producir potenciales de accion (38).

Anatomia del Sistema Nervioso Entérico (SNE).
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El TGI tiene un sistema nervioso intrinseco, también es denominado sistema nervioso
intestinal o entérico (SNE), estructuralmente y funcionalmente es como un cerebro, que
comienza en el esofago y se extiende durante toda su trayectoria (34) las neuronas entéricas
estan clasificadas como ganglios transmisores parasimpaticos (35). La estructura del SNE esta
dispuesta principalmente por dos plexos ganglionares: A) Externo, mientérico o de Auerbach,
el cual esta situado entre dos capas musculares de la muscularis externa, una longitudinal y
otra circular, contiene las neuronas responsables de controlar la motilidad gastrointestinal y
mediar la salida de enzimas con érganos adyacentes. B) Interno, submucoso o de Meissner, el
cual se situa en la capa submucosa, contiene células sensoriales que se comunican con las
neuronas del plexo mientérico, asi como fibras motoras que estimulan la secrecion
gastrointestinal de las células de las criptas epiteliales en el lumen del intestino, asi como el
flujo sanguineo local. El plexo mucoso, contiene finos empaquetamientos de nervios
conectados con el plexo submucoso. El plexo submucoso contiene menos neuronas por
ganglio que el plexo mientérico, a su vez existen fibras simpaticas y parasimpaticas que los
conectan (34) (35). La union eléctrica entre las células del musculo liso, permiten alterar
rapidamente el potencial de membrana de ain aquellas células que no tienen contacto directo
con las neuronas y asegurar que grandes regiones del intestino respondan a estimulos
nerviosos (35) (Figura No0.19). La estimulacion de los sistemas simpatico y parasimpatico,
puede activar o inhibir funciones del TGI (38). Ademas de las neuronas y las células gliales
del SNE, el intestino contiene células intersticiales de Cajal (CIC) que estan localizadas entre
los nervios terminales y células del musculo liso y funcionan como intermediarios que

transmiten sefiales desde las fibras nerviosas hacia el masculo liso, otra funcion que se les
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atribuye, es la de establecer el ritmo de la peristalsis del intestino a través de su influencia en

las ondas eléctricas lentas (35).

Plexo mientérico
Plexo terciario

Musculo circular

Plexo muscular profundo

Plexo submucoso

Musculo
longitudinal |-

Arteria
Mucosa _ submucosa
Muscularis Mucosae Plexo mucoso

This figure = used wehout permission and was copred from Furness, J B and Costa, M Newroscience 5:1-20 1560

Figura No. 19. Esquema que representa los distintos plexos musculares que componen al SNE
(34).
Control auténomo.

Esta constituido por el sistema parasimpatico sacro y parasimpatico craneal. Casi todo
el parasimpatico craneal estéd incluido en los nervios vagos, esta fibra suministra una amplia
inervacion a esofago, estdbmago, pancreas y primera mitad del intestino grueso (poca
inervacion a intestino delgado). El parasimpatico sacro, se origina en los segmentos sacro
segundo, tercero y cuarto de la médula espinal y pasa con los nervios pélvicos hacia la mitad

distal del intestino grueso (38). El nervio vago es normalmente responsable de dirigir el SNE

para que realice sus funciones (35).
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Inervacion simpatica.

Las fibras simpaticas del TGI se originan en la médula espinal, inervando el tracto
digestivo en general, las terminaciones nerviosas simpaticas secretan NA. Al estimular el
sistema simpatico se inhibe la actividad del TGI, por lo que se puede detener por completo el

desplazamiento de los alimentos (38) (Figura No. 20).
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Figura No. 20. El control nervioso y su relacion con los diferentes 6rganos. Se destaca la
inervacion por parte del nervio vago sobre el TGI (79).
Melatonina y el tracto gastrointestinal.
La MEL vy las enzimas que la sintetizan han sido encontradas en el TGI sugiriendo una
biosintesis “In Situ” en los tejidos del intestino (52). Puede considerarse al TGl como la mayor

fuente de MEL extrapineal, ya que en algunos animales las concentraciones de MEL en el TGI

sobrepasan los niveles sanguineos por 10-100 veces, el tracto digestivo contribuye
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significativa y particularmente durante el dia (17). La MEL es producida en las células
enterocromafines gastrointestinales ricas en serotonina y puede ser liberada a la vena porta
postprandialemente, la MEL puede actuar en las funciones de epitelio gastro intestinal y del

mausculo liso, también puede actuar sincronizando los procesos digestivos (17).
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3. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el posible efecto y la interaccion de MEL, GABA y FLU en musculo liso (duodeno,
yeyuno, ileo) “In Vitro”.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Registrar la actividad normal de Duodeno, Yeyuno e ileo.

2. Registrar la actividad del duodeno, el yeyuno e ileo con aplicacion de MEL, GABA y FLU
en forma independiente.

3. Determinar la interaccion entre MEL y GABA en duodeno, yeyuno e ileo

4. Determinar la interaccion entre MEL y FLU en duodeno, yeyuno e ileo

5. Determinar la interaccion entre GABA y FLU en duodeno, yeyuno e ileo

4. HIPOTESIS.

HIPOTESIS GENERAL
La hipotesis general se establece de la siguiente manera:
Si la MEL y el GABA disminuyen el peristaltismo del musculo liso y en este evento participan
los receptores a GABA, entonces, este comportamiento serd revertido por un antagonista de
receptores a GABA, como lo es el FLU.
HIPOTESIS DE TRABAJO

1. La MEL y el GABA inhiben los movimientos espontaneos del musculo liso del tejido

gastrointestinal de forma dosis dependiente.

2. EI FLU revierte los efectos de MEL y GABA.
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3. Lainteraccion farmacoldgica MEL y GABA revierte los efectos de MEL.
4. Lainteraccion farmacoldgica FLU y GABA potencia los efectos de GABA.

5. Lainteraccion farmacologica FLU y MEL revierte los efectos de MEL.
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5. MATERIALES Y METODOLOGIA.

EQUIPO DE LABORATORIO.

Cémaras para tejido aislado en estudios “In Vitro” convencionales. (Marca: Pyrex)

(Fotografia No.6)
Recirculador de agua. (Marca: NESLAB)
Transductores de fuerza isométrica. (Marca: GRASS Inc.) Modelo: FT03C

Poligrafo. (Marca: GRASS Inc.) Modelo: 7 (Fotografia No.7)

Software PolyView. (Marca: GRASS Inc.) Modelo: Version 2.0 (Figura No. 33)

Computadora con procesador Intel Celeron. (Marca: Genérica)

Balanza Analitica. (Marca: Mettler Toledo)

Ver anexos para méas detalles de las caracteristicas del equipo.

MATERIAL DIVERSO.

Equipo completo de diseccion. (Marca: Miltex)

Mesa de diseccion.

Cajas de Petri. (Marca: Pyrex)

Vaso de precipitados de 100mL. (Marca: Pyrex)

Matraz volumétrico de 10 mL. (Maraca: Pyrex)

Matraz volumétrico de 1000 mL. (Marca: Pyrex)

Cronometro (Marca: Smiths)

Micropipeta con un rango de capacidad de 0.5 a 10 uL.. (Marca: Eppendorf)

Micropipeta con un rango de capacidad de 10 a 100 pL. (Marca: Eppendorf)
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e Micropipeta con un rango de capacidad de 100 a 1000 pL. (Marca: Eppendorf)
e Soportes con tensores milimétricos fabricados en bronce.

e Pipeta volumétrica de 10 mL. (Marca: Pyrex)

¢ Hilo de seda. (Marca: Anacap-Davis Geck)

e Aguja calibre 22. (Marca: Jeripak)

MATERIAL REACTIVO.
e MEL. (N-acetil-5-metoxitriptamina). (Laboratorio: SIGMA).
e GABA (acido gamaamino butirico). (Laboratorio: SIGMA)
e FLU. (Laboratorio: SIGMA)
e Carbogeno. (Marca: INFRA)
e Polietilenglicol. (Laboratorio: Merck-México, S.A. de C.V.)
e Glucosa CgH1,06 (Laboratorio: Merck-Mexico, S.A. de C.V.)
e Bicarbonato de sodio NaHCO3. (Laboratorio: J. T. Baker)
e Cloruro de sodio NaCl. (Laboratorio: J. T. Baker)
e Cloruro de potasio KCI. (Laboratorio: J. T. Baker)
e Fosfato de potasio KH,PO, (Laboratorio: Mallinkrodt A. R.)
e Sulfato de Magnesio MgSO, (Laboratorio: J. T. Baker)
e Cloruro de calcio CaCl,. (Laboratorio: J. T. Baker)
e Agua destilada. (Facultad de Quimica. UNAM).

e Solucion de mantenimiento Ringer-Krebs (SMRK).
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La composicion de la solucion SMRK se realizo de acuerdo a la siguiente tabla.

Sustancia mili moles Cantidad por litro | Peso molecular g/mol
Glucosa 11 2 g/L 180.16
NaHCO; 20 200 mL 82.97
NaCl 120 120 mL 58.43
KCI 4.6 4.6 mL 7.45
KH,PO, 1.2 1.2 mL 136.03
MgSO, 1.2 1.2 mL 246.49
CaCl, 1.5 1.5mL 147.02

Tabla. 1 Componentes y cantidades constituyentes de la solucion Ringer-Krebs (14).

Ver anexos para mas detalles de las caracteristicas de los reactivos.

MATERIAL BIOLOGICO.

Los experimentos se realizaron en duodeno, yeyuno e ileo aislado de rata, utilizando 20
ratas. Se seleccionaron ratas macho adultas cepa Wistar las cuales fueron adquiridas en
Harlan, México, S.A. de C.V. con un peso comprendido entre 170 y 230 g. Las cuales
permanecieron en cajas de policarbonato de (40 X 30 X 20cm.) transparente con alimento
(nutri cubos de RAT CHAW) y agua de forma libre e ininterrumpida; permanecieron en el
laboratorio por un periodo aproximado de una semana para su adaptacion. Las condiciones
ambientales fueron: temperatura ambiental controlada (20°C a 24°C) y ciclos luz oscuridad de
10/14 horas (8:00 / 18:00 h con luz). Los experimentos se realizaron durante los meses de julio
y agosto.

Posteriormente, al periodo de adaptacion de una semana en el laboratorio, el dia
anterior a la realizacion del experimento una rata fue aislada y mantenida en un ayuno de 12 a
14 horas previas a la hora programada para realizar el experimento. EI mantener a la rata en

ayuno es con el fin de que el intestino no contenga bolo alimenticio lo cual podria afectar al
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tejido en cuestion. De acuerdo al programa trazado, el experimento se inicia a las 9:00 horas,
la rata aislada es sacrificada por medio de dislocacion cervical.
PROCEDIMIENTO DE DISECCION Y MANEJO DEL TEJIDO.

Una vez que ha sido fijada en la mesa de diseccion se realiza una incision a nivel del

abdomen seguida de dos cortes paralelamente a lo largo del abdomen (Fotografia No. 1).

-~

Fotografia No.1 Diseccién de la rata sacrificada a nivel de la cavidad abdominal.

Se procede a identificar el estbmago y ubicar el esfinter pildrico (el cual se localiza en
la unién distal estomago/duodeno) (Fotografia No.2 y Figura No.21). A partir de este punto se
seleccionan aproximadamente 5 c¢m. de tejido correspondiente al duodeno en roedores, el cual
es inmediatamente retirado de la cavidad intestinal y se coloca en la caja de Petri la cual

contiene SMRK a una temperatura de 37 °C. Si de acuerdo al programa se desea analizar la
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respuesta en el yeyuno el procedimiento dicta que, a partir del esfinter pilorico se miden 5 cm.
de tejido, del mismo modo que para el duodeno, sin embargo esta vez es a partir de esta
distancia previamente tomada, se seleccionan los 5 a 10 cm. posteriores. Esta porcion
corresponde al yeyuno el cual se ubica enseguida de la fraccion comprendida por el duodeno.
Por otra parte si de acuerdo al programa ahora requerimos de la fraccion que corresponde al
ileo, podemos auxiliarnos de dos procedimientos; uno es localizar la fraccion correspondiente
al yeyuno y a partir de este continuar hacia la region distal del intestino, descartando
aproximadamente los primeros 15 cm. de tejido y seleccionando una porcién de
aproximadamente de 10 cm. El otro procedimiento consiste en identificar el colon y a partir de
éste regresar sobre la fraccion proximal del intestino hasta aproximadamente 10 a 15 cm. en la

cual podremos ubicar nuevamente al ileo.

Fotografia No.2 Reconocimiento e identificacion del tracto gastrointestinal de la rata, en la
cavidad intestinal.
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descendente

Figura No. 21. Anatomia del TGI de la rata (110).

Cualquiera que sea el tejido en cuestion existen puntos criticos, para que el tejido se
conserve en las mejores condiciones. Los factores a destacar son:
a) Desde que se realiza el sacrificio de la rata hasta la extraccion del tejido se recomienda que
trascurran como maximo 3 minutos, con el fin de evitar que el tejido se vea afectado por
factores como el ambiente o la temperatura.
b) La manipulacion del tejido debe ser minima, nunca debera ser empleada demasiada tension
al momento de la extraccion debido a que las fibras musculares pueden verse dafiadas
irremediablemente.

Para extraer el fragmento de tejido que corresponde a nuestro experimento segun el

programa, primero se debe tomar el tejido por un extremo con pinzas, las cuales deberan tener
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un recubrimiento de teflon en la punta para evitar aplicar corriente estatica al tejido; no debe
ser aplicada demasiada fuerza al pinzar el tejido ya que también podria ser dafiado. Realizar un
corte transversal al tejido, justo al lado de la pinza, medir la distancia o porcién de tejido que
sera utilizada, segun sea el caso y tomar con las pinzas el extremo opuesto; en donde se realiza
un corte semejante al anterior. Este procedimiento de extraccion también se aplica para la

manipulacion de yeyuno e ileo (Fotografia No.3).

A

Fotografia No.3 Extraccion de los diferentes segmentos del tracto gastrointestinal de la rata.

Una vez concluido lo anterior, el tejido cualquiera que sea la fraccion que fue
seleccionada, es depositado en una caja de Petri con la SMRK que se encuentra a una
temperatura de 37° C y oxigenado con carbogeno, a continuacion, se retira el exceso de tejido

mesenterico, con la precaucion de no exceder el corte y dafar el tejido que recubre al duodeno,
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de igual forma se debe tomar esta precaucion al retirar el exceso de tejido cuando se manipule

el yeyuno y el ileo (Fotografia No. 4).

Fotografia No.4 Musculo liso del tracto gastrointestinal correspondiente al duodeno, los
segmentos se encuentran sin mesenterio.

Después de la extraccion del fragmento de tejido, y estando éste en la caja de Petri, se
corta en otros segmentos de aproximadamente un centimetro de longitud. Los fragmentos
proximal y distal al estbmago son seleccionados ya que estos seran utilizados para los registros
de actividad en los experimentos. Los segmentos proximal y distal se fijan con hilo de seda
(Anacap Davis-Geck) de cada uno de sus extremos en forma diagonal teniendo cuidando de no
obstruir la luz del segmento. Este procedimiento se aplica también al momento de utilizar el

yeyuno o el ileo (Fotografia No. 5).
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Fotografia No.5 Atadura con hilo de seda a cada extremo de los segmentos de tejido.

El segmento de tejido es colocado dentro de una camara de vidrio (Sistema “In Vitro”
convencional), uno de los extremos del hilo es sujetado al fondo de la cdmara y el otro
extremo a un gancho ubicado en el transductor de fuerza isométrica (GRASS Inc.), la cdmara
se llena inmediatamente con SMRK (con un volumen de 10 mL a 37° C de temperatura) y
burbujeada con gas carbdgeno. El transductor de fuerza isométrica se encuentra montado
previamente, sobre un soporte de bronce el cual cuenta con un tensor milimétrico y con el que
se puede controlar la tensién ejercida al tejido, el transductor a su vez esta conectado a un
preamplificador (GRASS Inc.) el cual esta acoplado a un amplificador (GRASS Inc.)
constituyendo asi la parte principal de adquisicién de datos registrados por el poligrafo

(GRASS Inc.) (Fotografia No. 6).
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En el sistema contamos con cuatro camaras de vidrio, del mismo modo, el poligrafo
cuenta con cuatro preamplificadotes y cuatro amplificadores, responsables de la amplificacion
de las sefiales, los segmentos proximales seran colocados en las dos primeras camaras de
vidrio y corresponderan al conjunto preamplificador-amplificador (Ver anexo 10.2) nimero 1
y 2, los segmentos distales subsecuentes corresponderan al conjunto preamplificador-

amplificador 3 y 4, de acuerdo a la numeracién establecida en el poligrafo.

Fotografia No.6 Camara para estudio convencional “In Vitro” (abajo), transductor de fuerza
isométrica (GRASS INC) y tensor milimétrico.
Los datos generados por el experimento son transferidos por el poligrafo a través de
una interfase (GRASS Inc.) y registrados en tiempo real para su posterior analisis en una

computadora mediante la utilizacién del software PolyView (GRASS Inc.). El poligrafo
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registra por su parte en papel la respuesta de la actividad espontanea a una velocidad de 10

mm. / min. (Fotografia No. 7).

Fotografia No.7 Poligrafo (GRASS modelo 7), computadora de monitoreo en tiempo real y
camaras para estudio “In Vitro” convencionales.

Una vez que se coloco el tejido en la camara se le proporciona una tension moderada a
través del tensor milimétrico y se deja estabilizar por un periodo de 30 min. esto es con el
propésito de que alcance un equilibrio con la SMRK-carbdgeno y la temperatura del
recirculador de agua, con el fin de obtener una posterior linea basal, tanto en el registro del
poligrafo, como en el software de la computadora. Una vez transcurrido el tiempo mencionado
y de que se obtiene una linea basal estable, se grabaran con el programa PolyView en la
memoria de la computadora 5 min. de la respuesta generada, ya transcurrido este tiempo se
adicion6 MEL, GABA o FLU segun fue el caso y se grabaran otros 5 min. de respuesta de

tejido.
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Para el caso de las interacciones MEL-GABA, MEL-FLU, GABA-FLU también se
toman 5 min. de registro basal y posteriormente 5 min. de registro con la interaccion para
analizar el efecto. Cabe mencionar que entre un registro y otro, el tejido debe ser lavado con
SMRK-carbogeno a 37° C, hasta obtener nuevamente la linea y el comportamiento basal de la
respuesta que se observo al inicio del registro, esto nos permitird asegurar que no hay una
acumulacién de alguna de las sustancias cada vez que realizamos un nuevo registro.
METODOLOGIA PARA EL ANALISIS DE DATOS CON EL SOFTWARE POLYVIEW.

Este tipo de software nos permite realizar un analisis detallado de los datos obtenidos
durante los registros de actividad de los diferentes segmentos de tejido, sometidos a estudio
con los reactivos antes mencionados. Cabe mencionar que los parametros que se eligieron para
realizar el andlisis, fueron los siguientes: Area bajo la curva (ABC), Frecuencia de espigas
(FREC) y Amplitud del evento o espiga (AMP) (5) (Figura No. 22).

Marca: GRASS Instrument Division. Version 2.1

Modelo: PolyView. Data acquisition and Analysis System.

.
| GRASS
o IMSTRUMENT DIVISION

Figura No.22 Ventana principal de ingreso al software de monitoreo, registro y analisis
PolyView (5).
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REVISION Y ANALISIS DE LOS DATOS

Seleccionando el icono de analisis se podran revisar solamente archivos con la
extension BIN.
Primero se selecciona el archivo que se desea ver y se oprime el boton OPEN. Si quiere
revisar un archivo diferente del que se ha mostrado oprima el botén QUIT y a continuacion se
mostrard la ventana de dialogo NEW FILE, en ésta se presenta la lista de los archivos

disponibles que pueden ser desplegados otra vez (Figura No. 23) (5).
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Figura No.23 Icono de inicio de analisis y pantalla principal de analisis de datos, que muestra
todos los botones de control y los valores correspondientes a la posicion de los cursores (5).

Botones de control en el panel de analisis de datos.
e CONTROL PANEL EI movimiento dentro del archivo, se realiza a través de los

botones indicados con las flechas; del mismo modo como pasar paginas en una carta

real.
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1. Las Flechas de Control (<, >) nos permiten mover adelante o atrds los registros
contenidos en las paginas.

2. Controles del eje Y. La escala del eje Y se establece para funcionar automatica y
continuamente siempre, o automaticamente solo una vez. Una vez que se establece la
escala Y con el control AUTO seleccionando en el modo ALWAYS, la escala del eje
Y para cada canal es establecida por el software PolyView para ajustar los datos en
cada pagina automaticamente (5).

e CONTROL MORE. Este botdn provee informacion adicional la cual comprende
ABC, FREC y AMP, con base en los segmentos de las ondas, los cuales estan
definidos por la posicion de los cursores en la fuente del canal seleccionado, por
ejemplo el canal 1, 2, etc. Los segmentos de las ondas que seran analizados
automaticamente, empiezan con el primer dato puntual en la posicién del cursor ml
(linea vertical de color azul) y terminan con el dato puntual inmediato antes del cursor

m2 (linea vertical de color rojo) (5) (Figura No. 24)

Figura No.24 Ejemplo de la posicion de los cursores a lo largo de un registro; la posicion del
cursor ml siempre debe anteceder al cursor m2 (5).

69



CAPITULO 5 MATERIALES Y METODOLOGIA

Procedimiento para medicion de ABC.

1. Channel. Muestra el canal fuente seleccionado, el cual puede ser 1, 2, 3, 4, segin se
haya establecido. El andlisis no puede ser realizado utilizando los cuatro canales a la
vez; por lo que se deberd realizar uno por uno, con los datos almacenados.

2. Min. Muestra el punto minimo dentro del rango delimitado por la posicién de los
cursores. Por lo cual debemos colocar el cursor m1 en el valor minimo a la izquierda
de los registros de datos que nos sea posible.

3. Méax. Muestra el punto méximo dentro del rango delimitado por la posicion de los
cursores. Debemos colocar el cursor m2 en el punto o valor mas bajo a la derecha del
registro de datos.

4. Area. Una vez que los cursores m1 y m2 han sido colocados de acuerdo a lo indicado
en los parrafos anteriores, activamos la funcién de analisis con el boton “more”. En
este punto se despliega una ventana adicional la cual nos muestra varias columnas;
una de estas columnas esta nombrada como “Area” la cual muestra el valor para el
ABC del segmento seleccionado.

Procedimiento para medir frecuencia (FREC).

1. Dentro del rango delimitado por la posicion del los cursores. Debemos colocar el
cursor ml en la parte o valor superior de la primera espiga, a la izquierda de los
registros de datos.

2. Dentro del rango delimitado por la posicion de los cursores. Debemos colocar el cursor
m2 en la parte o valor mas alto de la espiga inmediata a la derecha del registro de

datos.

70



CAPITULO 5 MATERIALES Y METODOLOGIA

3. Frecuencia. Una vez que los cursores m1y m2 han sido colocados de acuerdo a lo
indicado en los parrafos anteriores, activamos la funcion de analisis con el boton
“more”. En este punto se activa una ventana adicional; la columna nombrada como
“BPM” muestra el valor de frecuencia en nimero de eventos por min. Si dividimos
este valor entre 60 obtendremos el nUmero de eventos por seg.

Procedimiento para medir Amplitud de espigas (AMP).

1. Dentro del rango delimitado por la posicion del los cursores. Debemos colocar el
cursor m1 en la parte o valor superior de la primera espiga, a la izquierda de los
registros de datos.

2. Dentro del rango delimitado por la posicion de los cursores. Debemos colocar el
cursor m2 en la parte o valor mas alto de la espiga inmediata a la derecha del registro
de datos.

3. Amplitud. Una vez que los cursores m1y m2 han sido colocados de acuerdo a lo
indicado en los parrafos anteriores, activamos la funcion de analisis con el boton
“more”. En este punto se activa una ventana adicional; las columnas nombradas

como “M1 amp” y “M2 amp” muestra el valor de amplitud de las espigas.

METODO ESTADISTICO PARA EL ANALISIS DE DATOS.

La prueba de hipdtesis se basa en los valores estimados de parametros como la
desviacién estandar y/o promedio poblacional. En esta se manejan dos hipétesis conocidas
como nula y alterna. Las pruebas de hipotesis se dividen en: pruebas paramétricas las cuales se

aplican a variables continuas con una distribucion normal, podemos mencionar al analisis de
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varianza 0 ANOVA (por sus siglas en inglés) y las no paramétricas ya que no utilizan los
valores de promedio o desviacién estandar, como lo es la prueba de Chi cuadrada (X?) (78).
Anadlisis de varianza (ANOVA).

En ocasiones es necesario comparar y evaluar los resultados cuando intervienen mas de
dos grupos en el estudio. La prueba de ANOVA es la opcién para realizar este tipo de
comparaciones, ya que es una técnica de andlisis estadistico que permite resolver la
ambigledad que representa la estimacion de diferencias significativas cuando se hace mas de
una comparacion; se utiliza cuando se involucran tres 0 mas grupos como sucede con los
experimentos de este trabajo. En términos generales consiste en la obtencion de dos
estimaciones independientes de la varianza, una basada en la variabilidad entre grupos
(varianza entre grupos) y otra en la variabilidad dentro de los grupos (varianza dentro del
grupo). La prueba de ANOVA fue empleada en los parametros correspondientes a los
resultados de ABC y AMP, con un nivel de significancia de 5% o P= 0.05 ya que en los
estudios de grupos multiples es deseable conocer si hay o no una indicacion de significancia.
Para realizar las operaciones de esta prueba se utilizo el software Statgraphics Ver. Plus 5.
Posteriormente al calculo de ANOVA, se empleo una prueba complementaria al analisis que
en este caso es la prueba de Shaffé, la cual permite realizar una comparacién de las medias
entre los diferentes grupos (15) (39) (42).

CHI cuadrada (X?).

El estadistico X? proporciona una medida de la discrepancia existente entre la
frecuencia observada y la frecuencia esperada (77).

El nivel de significancia es el valor porcentual de la probabilidad de que la diferencia

en los resultados sea debida a la variabilidad bioldgica, donde el valor numérico maximo que
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indica el limite de esta probabilidad es del 5% o P= 0.05. Por lo que los valores de P menores
o iguales a 0.05 (P<0.5) son considerados como probabilidades suficientemente pequefias para
rechazar la hipotesis de que la diferencia es debida a la variabilidad bioldgica. Si el valor de P
sobrepasa este limite la duda es suficientemente grande como para aceptar la posibilidad de
que la diferencia sea debida a la variabilidad bioldgica aleatoria (78). Si bajo esta hipotesis el
valor calculado de X?, es mayor que algtn valor critico (como 0.95 0 0.99 que son los valores
criticos de de los niveles 0.05 y 0.01 de significancia), se concluird que las frecuencias
observadas difieren significativamente de las frecuencias esperadas y se rechaza Ho al nivel de
significancia correspondiente; si no es asi se acepta. En nuestros experimentos aplicamos la

prueba X? para el analisis de los resultados correspondientes al parametro de FREC (77) (62).
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6. RESULTADOS

6.1 EXPERIMENTO 1

EFECTO DE LA MEL, SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA DE TEJIDO EN
DUODENO, YEYUNO E ILEO.

Posterior al periodo de estabilidad de 30 min. del tejido en SMRK, el movimiento
peristaltico del musculo liso, alcanzd una fase de estabilidad o basal, que se prolongd durante
los siguientes 60 min. de duracién del experimento.

Los registros digitales de actividad de los diferentes segmentos de tejido se obtuvieron
y analizaron utilizando el software PolyView se detalla en el capitulo de materiales y
metodologia (10.4). La escala de calibracion fue de 1g de tension y 5 min. de registro (Figura

No.25).

19

5 minutos
Figura 25. Muestra el registro digital obtenido por el software PolyView, con la escala
correspondiente a la calibracion del poligrafo, y el tiempo de registro (5).
Los parametros utilizados para el analisis son: Area Bajo la Curva (ABC), Frecuencia
(FREC) y Amplitud de las espigas (AMP) registradas a lo largo del experimento. Se adiciond
MEL a las concentraciones de 10, 20, 40, 80, 160, 320 uM/ mL, directamente a la cAmara de

estudio “In Vitro” en donde se encontraba sumergido el tejido con SMRK. Los resultados para
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duodeno, yeyuno e ileo, fueron ordenados y promediados en una hoja de calculo, de acuerdo al
parametro analizado.

El ABC (Tabla No.2 y Grafico No.1), en la porcién correspondiente al duodeno y el
yeyuno, al adicionar la MEL a las concentraciones indicadas, se observo inicialmente un
incremento de la actividad espontanea del tejido seguida por una disminucion de forma
gradual. En el ileo se observd que solo se presenta una relajacion de forma gradual, lo que
indica que este efecto, es consecuencia directa y dependiente de la concentracion de MEL
aplicada. El registro digital para el duodeno con MEL puede ser apreciado en la Figura No.26,
el de yeyuno en la Figura No. 27 y el de ileo en la Figura No.28.

Comportamiento de registro Basal (primeros 5 minutos) y vehiculo en duodeno

0 5 10 min.
1 pM/mL.

i

|1

0 5 10 min.
2 uM/mL
i |
0 5 10 min.
4 pM/mL
0 5 10 min.
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8 pM/mL

.ii,

0 5 10 min.
16 pM/mL

I 1

0 5 10 min.
32 uM/mL

i

0 5 10 min.

Figura 26. Registros digitales de actividad de duodeno con MEL. La escala de 0-5 min. indica

el registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. El primer registro se

obtuvo con la administracién de la solucién vehiculo.

La FREC de eventos contractiles espontaneos del tejido, ocurridos durante el registro,

en la porcidn correspondiente al duodeno y al yeyuno, al adicionar MEL a las concentraciones

ya indicadas, se observé inicialmente un incremento de la actividad seguida por una

disminucion de forma gradual. En el ileo se observd que solo se presenta una disminucion de

la FREC de forma gradual. Por lo que este efecto, es consecuencia directa y de forma

dependiente de la concentracion de MEL aplicada (Tabla No.3 y Grafico No.2)

Comportamiento de registro basal (primeros 5 minutos) y vehiculo de yeyuno

10 min.
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1 pM/mL

0 5 10 min.
2 pM/mL

0 5 10 min.
4 pM/mL

0 5 10 min.
8 uM/mL

0 5 10 min.
16 pM/mL

0 5 10 min.
32 pM/mL

0 5 10 min.

Figura 27. Registros digitales de actividad de yeyuno con MEL. La escala de 0-5 min. indica
el registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. EI primer registro se

obtuvo con la administracién de la solucién vehiculo.
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La AMP de las espigas registradas, cuando se adiciona la MEL, a las concentraciones
indicadas, se observo inicialmente un incremento de ésta, seguida por una disminucion
gradual, en la porcién correspondiente al duodeno y el yeyuno. En el ileo se observo que solo
se presenta una relajacion de forma gradual, lo que indica que este efecto, es como
consecuencia directa y de forma dependiente de la concentracion de MEL aplicada (Tabla
No.4 y Gréfico No.3).

Comportamiento de registro basal (primeros 5 min.) y vehiculo de ileo

0 5 10 min.
1 pM /mL

0 5 10 min.
2 pM/mL

il

0 5 10 min.
4 uM/mL

L. |

0 5 10 min.
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8 uM/mL

0 5 10 min.
16 pM/mL

0 5 10 min.
32 pM/mL

i

0 5 10 min.

Figura 28. Registros digitales de actividad de ileo con MEL. La escala de 0-5 min. indica el
registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. EI primer registro se

obtuvo con la administracién de la solucién vehiculo.

Porcentaje promedio de ABC
MEL % Basal Duodeno Yeyuno ileo
MM/mL Promedio Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 433.780 100.00 709.610 100.00 611.960 100.00
vehiculo 99.82 408.690 94.00 708.960 99.91 609.930 99.67
1 100.10 556.080 128.00 882.940 124.43 556.060 90.87
2 100.03 483.920 111.00 797.870 112.44 474.690 77.57
4 100.07 479.100 110.00 734.430 103.49 457.230 74.72
8 99.80 429.400 99.00 761.990 107.38 395.650 64.65
16 100.00 253.510 58.00 626.070 88.23 396.920 64.86
32 99.78 182.480 42.00 428.180 60.34 250.690 40.97

Tabla 2. Porcentajes promedio de ABC con diferentes concentraciones de MEL para duodeno,
yeyuno e ileo.
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Porcentaje de ABC promedio para Duodeno-Yeyuno-
lleo con MEL

140
120 (SN

100 . \’~<P<-\ N y

* —e— Duodeno
é 80 Y~ \\-\ —8— Yeyuno
s 60 \' —a— lleo
40 —»— Basal
20
0 T T T T T T
0 1 2 4 8 16 32

micromoles/mL

Gréafico 1. Promedio de porcentajes de ABC vs. diferentes concentraciones de MEL con
duodeno, yeyuno e ileo.

Porcentaje promedio de FREC/seg.
MEL % Basal Duodeno Yeyuno ileo
MM/mL Promedio | Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 0.117 100.00 0.112 100.00 0.264 100.00
vehiculo 100.00 0.117 100.00 0.112 100.00 0.264 100.00
1 101.30 0.123 105.71 0.126 112.54 0.218 82.59
2 100.96 0.158 135.71 0.158 141.19 0.209 79.07
4 100.00 0.114 97.85 0.196 175.52 0.210 79.45
8 100.07 0.091 77.85 0.128 114.33 0.192 72.51
16 100.24 0.077 65.71 0.136 121.79 0.201 76.04
32 100.00 0.025 21.42 0.146 130.44 0.081 30.64

Tabla 3. Porcentajes promedio de FREC vs. diferentes concentraciones de MEL con duodeno,
yeyuno e ileo.
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Porcentaje de FREC promedio de Duodeno-Yeyuno-
lleo con MEL

200

180 /I\

160

140 /< A\ —— Duodeno
\ ./.

120 = —8— Yeyuno

100 Lz — x x x y

80 - . : : —A— lleo

60 —»— Basal

40 \\

20 \\‘

0 1 2 4 8 16 32
micromoles/mL

% FREC

Grafico 2. Promedio de porcentajes de FREC vs. diferentes concentraciones de MEL con
duodeno, yeyuno e ileo.

Porcentaje promedio de AMP
MEL % Basal Duodeno Yeyuno ileo
MM/mL Promedio Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 4.730 100.00 5.420 100.00 5.710 100.00
vehiculo 100.04 4.740 100.21 5.410 99.81 5.700 99.82
1 99.99 4.380 92.60 5.790 106.83 5.000 87.57
2 99.95 5.470 115.64 7.410 136.72 5.050 88.44
4 100.00 5.190 109.72 6.160 113.65 4.300 75.31
8 100.12 4.030 85.20 5.300 97.79 4.910 85.99
16 100.07 4.340 91.75 5.470 100.92 3.960 69.35
32 100.05 4.080 86.25 5.160 95.21 3.000 52.54

Tabla 4. Porcentajes promedio de AMP con diferentes concentraciones de MEL con duodeno,
yeyuno e ileo.
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Porcentaje de AMP promedio en Duodeno-
Yeyuno-lleo con MEL

160
140 /I\
120

100 //—\\‘\w —e— Duodeno

o ¢ S
= x:——-‘\ >_‘_(*\’
< 80 ~— —8— Yeyuno
S 60 \‘\\A —a— lleo
40 —x— Basal
20
0 I I 1 1 1 1
0 1 2 4 8 16 32

micromoles/mL

Grafico 3. Promedio de porcentajes de AMP vs. diferentes concentraciones de MEL con
duodeno, yeyuno e ileo.

La adicion de MEL en diferentes concentraciones provocd un incremento inicial y
posteriormente una disminucion gradual de la actividad muscular en el tejido duodenal y en el
yeyuno, sin embargo en la porcion correspondiente al ileo observamos solamente una
disminucion gradual de la respuesta. El efecto producido por la MEL sobre la respuesta del
tejido en duodeno, yeyuno e ileo consistié en la disminucion de la ABC hasta casi el 60 % con
respecto a la basal (Tabla No.2). A partir de los datos de ABC, se obtuvo la curva dosis-
respuesta gradual, graficando el logaritmo de la concentracion vs. porcentaje de relajacion.
Con este grafico se calculé la concentracién de MEL a la que se inhibe el 50% (CI50) de la
actividad muscular espontanea del tejido. Para el duodeno se obtuvo como resultado un valor
de CI50=301.99 uM/mL (Grafico No.4). Para el yeyuno su valor es de Cl1=1230.27 uM/mL

(Grafico No.5). Y para el ileo el valor encontrado es C1=263.03 uM/mL (Grafico No.6). La
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tendencia de estas curvas sugiere la existencia de una relacion lineal entre la concentracion de

MEL vy la disminucion de la actividad muscular espontanea, indicando un efecto inhibidor de

la MEL.

Duodeno con MEL

Log concentracion vs % Relajacion promedio de

% Relajacion

Cl1 50= 1.48

0 0.3 0.6 0.9 1.2

Log concentracion

Grafico 4. Curva dosis-respuesta gradual de duodeno con diferentes concentraciones de MEL.

Se muestra el valor de la CI50 en Log de concentracién. R?= 0.9065
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Log concentracion vs % Relajacion promedio
para Yeyuno con MEL

Cl1 50= 2.09

% Relajacién
AN
o
1

3 1/
60 II T T T T T T T
0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8

Log concentracién

Grafico 5. Curva dosis-respuesta gradual de yeyuno con MEL. Se muestra el valor de la CI50

en Log de concentracion. R*= 0.8561

Log concentracion vs % Relajacion promedio
paralleo con MEL
0
_10 -
Cl 50=1.42
c -20 A
0
8 -30 -
)
& -40 -
S 50 A
-60 -
'70 IIII I I I I I I
0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5
Log concentracion

Grafico 6. Curva dosis-respuesta gradual de ileo con MEL. Se muestra el valor de la C150 en

Log de concentracion. R*= 0.9003
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% Relajacién

Log Concentracion vs % Relajacién promedio de Duo-

Yeyuno-lleo con MEL

—e— Duodeno
—8—Yeyuno
—a— lleo

—— Duo CI50=1.48

— Yeyuno CI50=2.09

lleo CI50=1.42

A
NS—

T T T T T T

0 03 06 09 12 15 138

~-
~-

Log concentracién

2.1

Grafico 7. Curva dosis-respuesta gradual de duodeno, yeyuno e ileo con MEL. Se muestra el
valor de la CI150 en Log de concentracion.
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6.2. EXPERIMENTO 2
EFECTO DEL GABA, SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA DE TEJIDO EN
DUODENO, YEYUNO E ILEO.

Posterior al periodo de estabilidad de 30 min. del tejido en SMRK, el movimiento
peristaltico del musculo liso, alcanzd una fase de estabilidad o basal, que se prolongd durante
los siguientes 60 min. de duracién del experimento.

Los registros digitales de actividad de los diferentes segmentos de tejidos se obtuvieron
y analizaron utilizando el software PolyView como se detalla en el capitulo (10.4). La escala

de calibracién es de 1g de tension y 5 min. de registro (Figura No.29).

5 minutos
Figura 29. Muestra el registro digital registrado por el software PolyView, con la escala

correspondiente a la calibracion del poligrafo, y el tiempo de registro (5).
Los parametros utilizados para el analisis de los resultados obtenidos son: Area Bajo la
Curva (ABC), la Frecuencia (FREC) y la Amplitud de espigas (AMP) registradas a lo largo
del experimento. Se adicion6 GABA a las concentraciones de 100, 200, 300, 400, 500 uM/
mL, directamente a la camara de estudio “In Vitro” en donde se encontraba sumergido el
tejido con SMRK. Los resultados para duodeno, yeyuno e ileo, fueron ordenados y

promediados en una hoja de calculo, de acuerdo al parametro analizado.
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El ABC (Tabla No.5 y Gréafico No.7), en la porcion correspondiente al duodeno vy el
yeyuno, al adicionar el GABA a las concentraciones indicadas se observd inicialmente un
incremento, de la actividad espontanea del tejido de forma gradual con respecto a la basal. En
el ileo se observo que se presenta al inicio una disminucion de la respuesta, seguida de un
aumento de forma gradual, lo que indica que estos efectos, son consecuencia directa y
dependiente de la concentracion de GABA aplicada. El registro digital para el duodeno con
GABA puede ser apreciado en la (Figura No.29), el de yeyuno en la (Figura No. 30) y el de
ileo en la (Figura No.31).

Comportamiento del registro basal (primeros 5 min.) y vehiculo en duodeno

C 5 10 min.
10 uM/mL

0 5 10 min.
20 uM/mL

o

0 5 10 min.
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30 pM/mL
0 5 10 min.
40 uM/mL
0 5 10 min.
50 uM/mL
b 5 10'min.

Figura 30. Registros digitales de actividad de duodeno con GABA. La escala de 0-5 min.
indica el registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. EI primer
registro se obtuvo con la administracion de la solucién vehiculo.

La FREC de eventos contractiles espontaneos del tejido, ocurridos durante el registro
en la porcion correspondiente al tejido de duodeno, yeyuno e ileo, cuando se adiciond6 GABA
al tejido a las concentraciones ya indicadas, el resultado observado es que desde el inicio, se
presenta un incremento de la actividad con respecto a la basal, medida a través de. Por lo que

se atribuye este efecto, como consecuencia directa y dependiente de la concentraciéon de

GABA aplicada (Tabla No. 6 y Grafico No. 8).
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Comportamiento del registro basal (primeros 5 min.) y vehiculo en yeyuno

0 5 10 min.

10 pM/mL

0 . . . . . G . . . . . 0 min.

20 uM/mL

0 . . . . . .5 . . . . . 0 min.

30 uM/mL

0 . . . . . .5 . . . ! . T min.

40 uM/mL

0o | | | | 5 | | | ~ 10 min,
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50 uM/mL

o . . . . e . . . . . 10 min.
Figura 31. Registros digitales de actividad de yeyuno con GABA. La escala de 0-5 min. indica
el registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. EI primer registro se
obtuvo con la administracion de la solucion vehiculo.

La AMP de las espigas, cuando se adiciona GABA a las concentraciones indicadas, se
observé un incremento, comparado contra la basal registrada, en las porciones de tejido
correspondientes al duodeno v el ileo. Unicamente en el yeyuno observamos que se presentd
una disminucion de la AMP con respecto a la basal, de la contraccion espontanea del tejido,
por lo que del mismo modo este es un efecto directo y dependiente de la concentracion de

GABA aplicada (Tabla No.7 y Grafico No.8).

Comportamiento del registro basal (primeros 5 min.) y vehiculo en ileo

0 5 10 min.

10 uM/mL

0 5 10 min.
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20 uM/mL

i

0 5 10 min.
30 uM/mL

0 5 10 min.
40 uM/mL

0 5 10 min.
50 uM/mL

i

0 5 10 min.

Figura 32. Registros digitales de actividad de ileo con GABA. La escala de 0-5 min. indica el
registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. EI primer registro se
obtuvo con la administracion de la solucion vehiculo.
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Porcentaje promedio de ABC
GABA % Basal Duodeno Yeyuno ileo
uM/mL Promedio Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 363.845 100.00 | 419.303 100.00 421.510 100.00
vehiculo 99.88 361.401 99.83 417.368 99.84 419.010 99.91
10 100.09 363.140 99.81 416.522 99.34 390.480 92.64
20 100.04 412.960 113.50 443.947 105.88 416.910 98.91
30 100.04 427.790 117.57 455.000 108.51 536.550 127.29
40 99.94 459.680 126.34 513.484 122.46 582.610 138.22
50 99.97 510.990 140.44 524.177 125.01 646.950 153.48

Tabla 5. Porcentajes promedio de ABC para duodeno, yeyuno e ileo con GABA.

Porcentaje de ABC promedio para Duodeno-Yeyuno-

lleo con GABA
160

140

s e oo
< 100 L . Yeyuno
BN — —a—lleo

80

—»— Basal
60
40 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50

micromoles/mL

Grafico 8. Porcentajes promedio de ABC a diferentes concentraciones de GABA en duodeno,
yeyuno e ileo.
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Porcentaje promedio de FREC/seg.
GABA % Basal Duodeno Yeyuno ileo
MM/mL Promedio Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 0.111 100.00 0.261 100.00 0.1563 100.00
vehiculo 100.02 0.110 99.11 0.263 100.64 0.1551 99.23
10 100.00 0.169 151.68 0.280 107.35 0.1621 103.73
20 99.35 0.173 155.42 0.331 127.00 0.1854 118.66
30 100.06 0.172 154.28 0.344 131.80 0.1804 115.47
40 100.01 0.186 167.11 0.351 134.50 0.1801 115.25
50 100.02 0.172 154.67 0.370 141.85 0.1738 111.20

Tabla 6. Porcentajes promedio de FREC/seg. de duodeno, yeyuno e ileo con GABA.

% FREC

Porcentaje de FREC promedio para Duodeno-Yeyuno-

lleo con GABA
180
/\
160 e -
140 —
/./——'——/'/ —e— Duodeno
120
‘% A, —8— Yeyuno

100 " i i | —a—lleo

80 —»— Basal

60

40 1 1 1 1 1

0 10 20 30 40 50

micromoles/mL

Gréfico 9. Porcentajes de frecuencia de actividad a diferentes concentraciones de GABA en
duodeno, yeyuno e ileo.
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Porcentaje promedio de AMP

GABA % Basal Duodeno Yeyuno ileo
MM/mL Promedio Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 4.723 100.00 5.124 100.00 5.340 100.00
vehiculo 100.10 4.702 99.56 5.065 98.85 5.340 100.00
10 100.00 4.612 97.65 4.600 89.77 5.500 103.00
20 100.05 5.145 108.94 4.690 91.53 5.040 94.38
30 100.00 4.964 105.10 4.600 89.77 5.450 102.06
40 100.00 4.868 103.07 5.250 102.46 5.910 110.67
50 99.95 4.919 104.15 5.000 97.58 5.960 111.61

Tabla 7. Porcentaje promedio de la AMP de duodeno, yeyuno e ileo con GABA.

Porcentaje de AMP promedio para Duo-Yeyuno-lleo
con GABA

120

%

-
i 100 5,‘>ﬂ\/ % 3 —e— Duodeno
E 90 = —a— Yeyuno
i —— lleo
- 80
© —»— Basal
<70

60 I I I I I

0 10 20 30 40 50

micromoles/mL

Gréafico 10. Promedio de porcentajes de la AMP a diferentes concentraciones de GABA en
duodeno, yeyuno e ileo.
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La adicion de GABA en diferentes concentraciones provocd un ligero decremento
inicial en la actividad del ileo y posteriormente un aumento gradual de la actividad muscular
en el tejido duodenal, en el yeyuno, observamos solamente un incremento gradual de la
respuesta. El efecto producido por el GABA sobre la respuesta del tejido en duodeno, yeyuno
e ileo consistid en el incremento del ABC hasta casi el 50 % (Tabla No.2). A partir de los
datos de ABC se obtuvo una curva dosis-respuesta gradual, graficando el logaritmo de la
concentracion vs. porcentaje de relajacion. Con este grafico se calculo la concentracion de
GABA a la que se alcanza el 50% (CE50) de la actividad muscular espontanea del tejido. Para
el duodeno se obtiene un valor de CE50=1000.00 uM/mL (Grafico No.10). Para el yeyuno su
valor es de CE=2691.53 uM/mL (Grafico No.11). Y para el ileo el valor encontrado es
CI=537.03 uM/mL (Grafico No.12). La tendencia de estas curvas sugiere la existencia de una
relacion lineal entre la concentracion del GABA y el incremento de la contraccion muscular,
indicando un efecto inhibidor y excitador del GABA de forma gradual y dependiente de la

concentracion.
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Log Concentracion vs % Relajacion de Duodeno
con GABA CE 50= 1.83
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Gréafico 11. Curva dosis-respuesta gradual de duodeno con diferentes concentraciones de
GABA. Se muestra el valor de la C150 en Log de concentracién. R*= 0.9187

Log Concentraciéon vs % Relajacion de Yeyuno
con GABA
CE 50=1.93
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Gréafico 12. Curva dosis-respuesta gradual de yeyuno con diferentes concentraciones de
GABA. Se muestra el valor de la C150 en Log de concentracién. R*= 0.8712
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Log Concentracién vs % Relajacion de lleo con

GABA Cl 50= 1.67

% Contraccién
N
o
1

20 +—H— . . . .
1 1.3 15 1.6 1.7

Log Concentracién

Gréafico 13. Curva dosis-respuesta gradual de ileo con diferentes concentraciones de GABA.
Se muestra el valor de la CI50 en Log de concentracién. R?= 0.9015

Log Concentraciéon vs % Contraccion de Duo-Yeyuno-
lleo con GABA
70
60 // —e— Duodeno
c 50 - v
© 40 é/ / —&— Yeyuno
(&
£ 2 é“/?‘l// —a— lleo
c 2
8 18 | —— Duo CE50=1.82
S
0 Yeyuno CE50=1.93
10 -
[l —lleo CE50=1.67
'20 II T T T T T T T T
1 13 15 16 17 18 18 1.9
Log Concentracion

Gréafico 14. Curva dosis-respuesta gradual de duodeno, yeyuno e ileo con diferentes
concentraciones de GABA. Se muestra el valor de la C150 en Log de concentracion.
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6.3. EXPERIMENTO 3
EFECTO DE FLU, SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA DE TEJIDO EN
DUODENO, YEYUNO E ILEO.

Posterior al periodo de estabilidad de 30 min. el tejido en SMRK, el movimiento
peristaltico del musculo liso, alcanzd una fase de estabilidad o basal, que se prolongd durante
los siguientes 60 min. de duracién del experimento.

Los registros digitales de actividad de los diferentes segmentos de tejidos se obtuvieron
y analizaron utilizando el software PolyView como se detalla en el capitulo (10.4). La escala

de calibracién es de 1g de tension y 5 min. de registro (Figura No.33).

5 minutos

Figura No0.33 Se muestra el registro digital proporcionado por el software PolyView, con la
escala correspondiente a la calibracion del poligrafo, y el tiempo de registro (5).

Los parametros utilizados para el analisis de los resultados obtenidos son: Area Bajo la
Curva (ABC), la Frecuencia (FREC) y la Amplitud de espigas (AMP) registradas a lo largo
del experimento. Se adicion6 FLU a las concentraciones de 20, 40, 80, 160, 320 uM/ mL,
directamente a la cdmara de estudio “In Vitro” en donde se encontraba sumergido el tejido con
SMRK. Los resultados para duodeno, yeyuno e ileo, fueron ordenados y promediados en una

hoja de célculo, de acuerdo al pardmetro analizado.
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El ABC (Tabla No.8 y Grafico No.13), al adicionar el FLU, a las concentraciones
indicadas, se observo una disminucion de la actividad espontanea del tejido al inicio de la
respuesta, seguida por un posterior incremento de forma gradual de la actividad con respecto a
la basal, medida a través de las porciones correspondientes al duodeno, el yeyuno y el ileo. Lo
cual indica que estos efectos, son consecuencia directa y de forma dependiente de la
concentracion de FLU aplicada. El registro digital para el duodeno con FLU puede ser
apreciado en la (Figura No.32), el de yeyuno en la (Figura No. 33) y el de ileo en la (Figura
No.34).

Comportamiento del registro basal (primeros 5 min.) y vehiculo en duodeno

0 5 10 min.
2 uM/mL

10 min.

4 uM/mL

0 5 10 min.
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8 uM/mL

0 5 10 min.
16 pM/mL

0 5 10 min.
32 uM/mL

0 5 10 min.

Figura 34. Registros digitales de actividad de duodeno con FLU. La escala de 0-5 min. indica
el registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. EI primer registro se
obtuvo con la administracion de la solucion vehiculo.

La FREC de eventos contractiles espontaneos del tejido ocurrido durante el registro,
cuando adicionamos FLU a las concentraciones indicadas, se observo al inicio un incremento
de la actividad con respecto a la basal, seguida por una posterior disminucion de forma
gradual, en las porciones correspondientes al duodeno, yeyuno e ileo. Unicamente en el
yeyuno este decremento es inferior al registro basal. Por lo que se atribuye este efecto como

consecuencia directa y de forma dependiente de la concentracion de FLU que fue aplicada

(Tabla No.9 y Grafico No.14).
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Comportamiento del registro basal (primeros 5 min.) y vehiculo en yeyuno

|

0 5 10 min.
2 uM/mL

0 5 10 min.
4 uM/mL

1}

0 5 10 min.
8 uM/mL

0 5 10 min.
16 uM/mL

0 5 10 min.
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32 uM/mL

0 5 10 min.
Figura 35. Registros digitales de actividad de yeyuno con FLU. La escala de 0-5 min. indica
el registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. EI primer registro se
obtuvo con la administracion de la solucion vehiculo.

A través del parametro de la AMP, cuando se adiciona FLU a las concentraciones
indicadas, se observo al inicio una disminucion de la amplitud de las espigas, seguida de un
posterior incremento de forma gradual medido comparado contra la basal registrada, en las
porciones de tejido correspondientes al duodeno, yeyuno e ileo. Lo que indica que este efecto,

es consecuencia directa y dependiente de la concentracion de FLU aplicada (Tabla No.10 y

Grafico No.15).

Comportamiento del registro basal (primeros 5 min.) y vehiculo en ileo

o . . | . . : . . . ! ! 0 min.
2 uM/mL
0 5 10 min.
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4 uM/mL

|

0 ' ' ' ' ' 5 ' ' ' ' 10 min.
8 uM/mL

0 5 10 min.
16 pM/mL

0 ' ' ' ' 5 ' ' ' ' 10 min.
32 uM/mL

o . . . . e . . . . 10 min.

Figura 36. Registros digitales de actividad de ileo con FLU. La escala de 0-5 min. indica el
registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. El primer registro se
obtuvo con la administracion de la solucion vehiculo.
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Porcentaje promedio de ABC
FLU % Basal Duodeno Yeyuno ileo
MM/mL Promedio Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 769.858 100.00 591.690 100.00 591.438 |100.00
vehiculo 100.00 762.883 99.09 590.238 99.75 587.285 | 99.30
2 99.87 663.753 86.22 501.538 84.76 392.613 | 66.38
4 99.94 895.728 116.35 549.063 92.80 497.275 | 84.08
8 100.03 923.245 119.92 549.958 92.95 507.392 | 85.79
16 100.04 1043.148 135.50 640.758 108.29 | 586.723 | 99.20
32 100.02 1116.18 144.99 739.105 124.91 759.243 |128.37

Tabla 8. Porcentaje promedio de ABC de duodeno, yeyuno e ileo con diferentes

concentraciones de FLU.

con FLU

160

140
120

100

% ABC

80

60

40 I I I I I I
0 1 2 4 8 16 32

micromoles/mL

Porcentaje de ABC promedio para Duo-Yeyuno-lleo

—e— Duodeno
—=—Yeyuno

—a—lleo

—x»— Basal

Gréfico 15. Promedio de porcentajes de ABC de duodeno, yeyuno e ileo con diferentes

concentraciones de FLU.
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Porcentaje promedio de FREC/seg.
FLU % Basal Duodeno Yeyuno ileo

MM/mL Promedio Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 0.216 100.00 0.209 100.00 0.197 |100.00
vehiculo 99.93 0.213 98.76 0.208 99.20 0.195 99.15
2 100.01 0.216 99.92 0.233 111.55 0.251 127.54
4 100.00 0.239 110.73 0.224 107.17 0.234 119.07
8 100.10 0.238 109.95 0.208 99.60 0.221 112.29
16 100.12 0.232 107.25 0.195 93.23 0.221 112.29
32 100.09 0.249 115.43 0.202 96.41 0.218 110.59

Tabla 9. Porcentaje promedio de FREC de duodeno, yeyuno e ileo con diferentes
concentraciones de FLU.

140
130
120
110
100

90

80

% FREC

con FLU
0 2 4 8 16 32

micromoles/mL

Porcentaje de FREC promedio para Duo-Yeyuno-lleo

—e— Duodeno
—8—Yeyuno

——lleo

—x— Basal

Gréafico 16. Promedio de porcentajes de FREC de duodeno, yeyuno e ileo con diferentes
concentraciones de FLU.
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Porcentaje promedio de Amplitud de espigas.
FLU % Basal Duodeno Yeyuno lleo
uM/mL Promedio | Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 7.205 100.00 6.540 100.00 5.540 100.00
vehiculo 100.00 7.065 98.06 6.473 98.98 5.383 97.17
2 100.01 6.415 89.04 6.738 103.03 5.558 100.32
4 100.00 7.055 97.92 6.038 92.32 5.538 99.96
8 99.58 6.893 95.67 6.840 104.59 5.858 105.74
16 99.94 7.358 102.12 6.735 102.98 5.723 103.30
32 100.00 7.630 105.90 7.265 111.09 6.525 117.78

Tabla 10. Porcentaje promedio de amplitud de espigas de duodeno, yeyuno e ileo con

diferentes concentraciones de FLU.

120

110

100

% AMP

90

80

FLU

Porcentaje de AMP promedio de Duo-Yeyuno-lleo con

—e— Duodeno

—=—Yeyuno

—A—lleo

—x— Basal

micromoles/mL

Gréafico 17. Promedio de porcentajes de amplitud de espigas de duodeno, yeyuno e ileo con

diferentes concentraciones de FLU.
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La adicion de FLU en diferentes concentraciones provocd un decremento inicial y
posteriormente un incremento de forma gradual de la actividad del musculo liso en la porcion
correspondiente al duodeno, yeyuno e ileo. El efecto producido por el FLU sobre la respuesta
del tejido, consistio en el incremento del ABC, alrededor del 30% (Tabla No.8). A partir de los
datos de ABC, se obtuvo la curva dosis-respuesta gradual, graficando el logaritmo de la
concentracion vs. porcentaje de contraccion. Con este gréafico se calculo la concentracién de
FLU a la que se tiene el 50% (CE 50) de la actividad muscular espontanea del tejido. Para el
duodeno se obtiene CE= 354.81 uM/mL (Grafico No.16). Para el yeyuno la CE 50=2818.38
puM/mL (Gréfico No. 17) y para el ileo la CE 50= 1380 puM/mL (Grafico No. 18). La tendencia
de estas curvas sugiere la existencia de una relacion lineal entre la concentracion de FLU y el
aumento de la contraccion muscular, indicando un efecto inhibidor y excitador del FLU de

forma gradual y dependiente de la concentracion.
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Log Concentracion vs % Contraccion de
Duodeno con FLU

CE 50 =1.55
60
50 A
S 497
S 30 -
o
= 20 + . 4
S 10
S0+ *
-10 A .
'20 IIII T T T T T T
0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5
Log Concentracién
Gréfico 18. Curva dosis-respuesta gradual de duodeno con diferentes concentraciones de FLU.
Se muestra el valor de la CI50 en Log de concentracién. R?= 0.8626
Log Concentracion vs % Contraccion de
Yeyuno con FLU CE 50 = 3.55
30
25 A
20 A
c
© 15 A
g 10 -
-
S 07
S
_10 -
_15 -
'20 IIII T T T T T T T
0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8
Log Concentracién
Grafico 19. Curva dosis-respuesta gradual de duodeno con diferentes concentraciones de FLU.

Se muestra el valor de la C150 en Log de concentracién. R*= 0.5403
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Log Concentracion vs % Contraccion de lleo con
FLU
R® = 0.8347
40
30
c 20 4
S 0-
S -10 -
O 20 -
> 30 A
-40
'50 ’III T T T T T T
0 0.3 0.6 0.9 1.2 15 1.8
Log Concentracién
Gréafico 20. Curva dosis-respuesta gradual de duodeno con diferentes concentraciones de FLU.
Se muestra el valor de la CI50 en Log de concentracién. R?= 0.8978
Log Concentracion vs % Contraccion de Duo-Yeyuno-
lleo con FLU
60 —e— Duodeno
\g 40 / // —I—Yeyuno
2 4
g8 20 —a—lleo
é 0 Duo CE50=1.55
S -20 ,\/ YeyunoCES50=3.55
40 +—ff— . : . : : lleo CE50=3.04
0.3 0.9 1.5 21 27 3.3
Log Concentracion

Gréfico 21. Curva dosis-respuesta gradual de duodeno, yeyuno e ileo con diferentes
concentraciones de FLU. Se muestra el valor de la CE50 en Log de concentracion.
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6.4. EXPERIMENTO 4
EFECTO DE LA INTERACCION DE MEL Y GABA, SOBRE LA ACTIVIDAD
ESPONTANEA DE TEJIDO EN DUODENO, YEYUNO E ILEO.

Posterior al periodo de estabilidad de 30 min. el tejido en SMRK, el movimiento
peristaltico del musculo liso, alcanz6 una fase de estabilidad o basal, que se prolongd durante
los siguientes 60 min. de duracién del experimento.

Los registros digitales de actividad de los diferentes segmentos de tejido se obtuvieron
y analizaron utilizando el software PolyView como se detalla en el capitulo (10.4). La escala

de calibraciéon es de 1g de tension y 5 min. de registro (Figura No.37).

5 minutos

Figura 37. Muestra el registro digital registrado por el software PolyView, con la escala
correspondiente a la calibracion del poligrafo, y el tiempo de registro (5).

Los parametros utilizados para el andlisis de los resultados obtenidos son: Area Bajo la
Curva (ABC), la Frecuencia (FREC) y la Amplitud de espigas (AMP) registradas a lo largo
del experimento. Se adiciond MEL a una concentracion de 320 pM/mL, simultaneamente con
concentraciones de 100, 200, 300, 400, 500, uM/ mL de GABA, directamente a la cAmara de
estudio “In Vitro” en donde se encontraba sumergido el tejido con SMRK. Los resultados para
duodeno, yeyuno e ileo, fueron ordenados y promediados en una hoja de calculo, de acuerdo al

pardmetro analizado.
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Al adicionar la MEL simultaneamente con el GABA, a las concentraciones indicadas
se observa que a concentraciones bajas para el GABA, el efecto relajante de la MEL
predomina, por lo que hay un decremento de la actividad, seguida por un leve incremento de
forma gradual, medida a través del parametro de ABC. Aln a la maxima concentracion de
GABA utilizada, observamos que el efecto inhibidor de la MEL no es totalmente
contrarrestado y permanece el decremento de actividad muscular con respecto a la actividad
basal registrada. Este comportamiento se observa en la porcion correspondiente al duodeno, en
el yeyuno de forma mas intensa, y en el ileo (Tabla No.11 y Gréafico No.19). El registro digital
para el duodeno con MEL/GABA puede ser apreciado en la (Figura No.35), el de yeyuno en la
(Figura No. 36) y el de ileo en la (Figura No0.37).

Comportamiento de registro Basal (primeros 5 minutos) y vehiculo en duodeno

!

0 5 10 min.
(MEL 32 uM/mL: GABA10 pM/mL)

0 5 10 min.
(MEL 32 uM/mL: GABA 20 uM/mL)

0 5 10 min.
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(MEL 32 uM/mL: GABA 30 uM/mL)

0 5 10 min.
(MEL 32 uM/mL: GABA 40 uM/mL)

0 5 10 min.
(MEL 32 uM/mL: GABA 50 puM/mL)

i=|

0 5 10 min.
Figura 38. Registros de actividad de yeyuno con MEL y GABA. La escala de 0-5 min. indica
el registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. EI primer registro se
obtuvo con la administracion de la solucion vehiculo.

Al adicionar simultdneamente la MEL y el GABA a las concentraciones indicadas se
observa un decremento desde el inicio de la frecuencia de los eventos contractiles espontaneos
del tejido (FREC/seg.) con respecto al comportamiento basal del tejido. Este comportamiento
lo observamos en la porcion correspondiente al duodeno en donde a la méxima concentracion
de GABA utilizada parece revertir el efecto de la MEL. Sin embargo en la porcion
correspondiente al yeyuno y el ileo se presenta de forma mas intensa la disminucion de la

frecuencia de los eventos contractiles no siendo contrarrestado el efecto inhibidor de la MEL a

las concentraciones indicadas (Tabla No. 12 y Grafico No. 20).

112



CAPITULO 6 RESULTADOS

Comportamiento de registro Basal (primeros 5 minutos) y vehiculo en yeyuno

]
A

0 5 10 min.
(MEL 320 uM/mL: GABA10 uM/mL)

0 5 10 min.
MEL 320 uM/mL: GABA 20 uM/mL)

0 5 10 min.
(MEL 32 pM/mL: GABA 30 pM/mL)

J

0 5 10 min.
(MEL 32 uM/mL: GABA 40 uM/mL)

0 5 10 min.

113



CAPITULO 6 RESULTADOS

(MEL 32 uM/mL: GABA 50 uM/mL)

Igigura 39. Registros de actividad de yeyun(? con MEL y GABA. La escala de 0-5 r#ionrnilr?dica
el registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. EI primer registro se
obtuvo con la administracion de la solucion vehiculo.

Cuando se aplica la MEL y el GABA a las concentraciones indicadas, se presenta una
disminucion de la amplitud de las espigas registradas, medida a través del pardmetro de
(AMP) se observa que a concentraciones bajas para el GABA, el efecto relajante de la MEL
predomina, por lo que hay un decremento de la actividad muscular. Aln a la maxima
concentracion de GABA utilizada, observamos que el efecto inhibidor de la MEL no es
totalmente contrarrestado y permanece el decremento de la amplitud de las espigas respecto a
la actividad basal registrada. Este comportamiento se presenta en la porcion de tejido

correspondiente al duodeno, yeyuno e ileo de forma muy similar (Tabla No.13 y Gréafico

No.21).

Comportamiento de registro Basal (primeros 5 minutos) y vehiculo en ileo

0 5 10 min.
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(MEL 32 uM/mL: GABA 10 uM/mL)

_

0 10 min.
(MEL 32 uM/mL: GABA 20 uM/mL)

0 10 min.
(MEL 32 uM/mL: GABA 30 uM/mL)

|

0 10 min.
(MEL 32 uM/mL: GABA 40 uM/mL)

0 10 min.
(MEL 32 uM/mL: GABA 50 uM/mL)

0 10 min.

Figura 40. Registro de actividad de ileo con MEL y GABA. La escala de 0-5 min. indica el
registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. El primer registro se

obtuvo con la administracién de la solucién vehiculo.

115



CAPITULO 6 RESULTADOS
Porcentaje promedio de ABC
MEL/GABA % Basal Duodeno Yeyuno ileo

uM/mL Promedio | Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 528.542 |100.00| 423.323 100.00 595.220 100.00

vehiculo 100.03 526.253 | 99.57 | 423.538 | 100.05 | 597.981 | 100.46
32/10 100.13 201.916 | 38.20 | 133.887 31.63 198.876 33.41
32/20 100.08 315.432 59.68 187.947 44.40 316.296 53.14
32/30 100.02 345.012 65.28 183.112 43.26 322.737 54.22
32/40 99.90 355.165 | 67.20 | 228.104 53.88 332.737 55.90
32/50 99.97 440.665 83.37 244.204 57.69 389.674 65.47

Tabla 11. Porcentajes promedio de ABC para duodeno, yeyuno e ileo con MEL 32uM/mL y
diferentes concentraciones de GABA.

—e— Duodeno
—8— Yeyuno
—A—lleo

—x— Basal

Porcentaje de ABC promedio de Duo-Yeyuno-lleo con
MEL/GABA

120
100 - * * % %
¥

8 80
< 60 : —2
S 40 M

2

20
0 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50

micromoles/mL

Gréfico 22. Porcentajes promedio de ABC con 32 uM/mL de MEL vy diferentes
concentraciones de GABA en duodeno, yeyuno e ileo.
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Porcentaje promedio de FREC/seg.
MEL/GABA % Basal Duodeno Yeyuno ileo

MM/mL Promedio Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 0.1146 100.00 0.093 100.00 0.143 100.00

vehiculo 100.04 0.1146 100.00 0.093 100.00 0.143 99.84
32/10 99.98 0.0563 49.09 0.025 27.23 0.039 27.33
32/20 99.99 0.0804 70.18 0.051 54.46 0.014 9.50
32/30 100.00 0.0925 80.73 0.058 62.50 0.018 12.30
32/40 100.04 0.1104 96.36 0.059 62.95 0.015 10.09
32/50 100.04 0.1175 102.55 0.070 75.00 0.016 11.23

Tabla 12. Porcentajes promedio de FREC para duodeno, yeyuno e ileo con MEL 32uM/mL y
diferentes concentraciones de GABA.

Porcentaje de FREC promedio de Duo-Yeyuno-lleo con
MEL+GABA

~— —— Duodeno

80

I =i

10 —— leo
|< —x%— Basal

20

S A,

0 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50

micromoles/mL

120
100

X
X

% FREC

Gréfico 23. Porcentajes promedio de FREC a 32uM/mL de MEL y diferentes concentraciones
de GABA en duodeno, yeyuno e ileo.
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Porcentaje promedio de AMP.
MEL/GABA % Basal Duodeno Yeyuno ileo

MM/mL Promedio | Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 5.643 100.00 4.973 100.00 6.327 100.00

vehiculo 100.18 5.690 100.83 4.960 99.74 6.348 100.33
32/10 100.10 4.188 74.22 3.672 73.84 4.087 64.60
32/20 100.12 4.541 80.47 3.836 77.14 5.288 83.58
32/30 99.95 4.538 80.42 4.182 84.09 4.337 68.55
32/40 100.04 4.255 75.40 4.407 88.62 4.830 76.34
32/50 100.00 4.757 84.30 4.752 95.56 4.962 78.43

Tabla 13. Porcentajes promedio de AMP para duodeno, yeyuno e ileo con MEL 32uM/mL y
diferentes concentraciones de GABA.

Porcentaje de Amplitud promedio de Duo-Yeyuno-lleo
con MEL+GABA
120
100 5 s x *
1 80 f_/—gié—/.y‘_fé: —e— Duodeno
<§E 60 —8—Yeyuno
Q —a—lleo
S 40
—x— Basal
20
O 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50
micromoles/mL

Gréfico 24. Porcentajes promedio de AMP a 32uM/mL de MEL y diferentes concentraciones
de GABA en duodeno, yeyuno e ileo.
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La adicién de MEL y de GABA en diferentes concentraciones de forma simultdnea
provocO una disminucion de la respuesta, inducida por parte de la MEL como se habia
observado en su comportamiento durante el experimento 6.1. Al adicionar simultdneamente el
GABA mostré una relacion directa con cada una de las diferentes concentraciones, aunque no
revertid totalmente el efecto de la MEL a las concentraciones utilizadas. En el caso de la ABC,
el resultado fue la inhibicién de la respuesta de los tres tejidos provocada por la MEL, del
mismo modo la FREC/seg. y la amplitud mostraron una disminucién de sus valores con
respecto a al registro basal y cuya inhibicién, fue revertida por el GABA a las concentraciones
utilizadas pero no totalmente. Al calcular la concentracion efectiva 50% de GABA a la cual
revierte el efecto de MEL, para el duodeno el valor obtenido fue CE50=154.88 uM/mL
(Gréfico No.22), para el yeyuno de CE50=331.13 uM/mL (Grafico No.23) y para el ileo de

CE50=229.09 uM/mL (Gréfico No.24).
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Log Concentracidon vs % Relajacion de Duodeno
con MEL+GABA 1502119
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Gréfico 25. Curva dosis-respuesta gradual de duodeno con MEL 32uM/mL y diferentes
concentraciones de GABA. Se muestra el valor de la concentracion inhibitoria al 50% en Log

de la concentracion. R?= 0.9324

Log Concentracion vs % Relajacion de Yeyuno
con MEL+GABA CI50=1.52
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Gréafico 26. Curva dosis-respuesta gradual de yeyuno con MEL 32uM/mL y diferentes
concentraciones de GABA. Se muestra el valor de la concentracién inhibitoria al 50% en Log

de la concentracion. R?= 0.9166
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Log Concentracion vs % Relajacion de ileo con
MEL+GABA CI50=1.36
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Gréafico 27. Curva dosis-respuesta gradual de ileo con MEL 32uM/mL y diferentes
concentraciones de GABA. Se muestra el valor de la concentracién inhibitoria al 50% en Log
de la concentracion. R*= 0.8172
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-70 —— |leo CI50=1.36
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Gréfico 28. Curva dosis-respuesta gradual de duodeno, yeyuno e ileo con MEL 32uM y
diferentes concentraciones de GABA. Se muestra el valor de la concentracién inhibitoria al

50% en Log de la concentracion.
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6.5. EXPERIMENTO 5
EFECTO DE LA INTERACCION DE FLU Y GABA, SOBRE LA ACTIVIDAD
ESPONTANEA DE TEJIDO EN DUODENO, YEYUNO E ILEO.

Posterior al periodo de estabilidad de 30 min. del tejido en SMRK, el movimiento
peristaltico del musculo liso, alcanz6 una fase de estabilidad o basal, que se prolongd durante
los siguientes 60 min. de duracién del experimento.

Los registros digitales de actividad de los diferentes segmentos de tejido se obtuvieron
y analizaron utilizando el software PolyView como se detalla en el capitulo (10.4). La escala

de calibracién fue de 1g de tension y 5 min. de registro (Figura No.41).

19

5 minutos

Figura 41. Muestra el registro digital obtenido por el software PolyView, con la escala
correspondiente a la calibracion del poligrafo, y el tiempo de registro (5).

Los parametros utilizados para el andlisis de los resultados obtenidos son: Area Bajo la
Curva (ABC), la Frecuencia (FREC) y la Amplitud de espigas (AMP) registradas a lo largo
del experimento. Se adiciono FLU a una concentracion de 320 uM/mL, simultaneamente con
concentraciones de 100, 200, 300, 400, 500, uM/ mL de GABA, directamente a la camara de
estudio “In Vitro” en donde se encontraba sumergido el tejido con SMRK. Los resultados para
duodeno, yeyuno e ileo, fueron ordenados y promediados en una hoja de calculo, de acuerdo al

pardmetro analizado.
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Al adicionar el FLU simultaneamente con el GABA, a las concentraciones indicadas se
observa que a concentraciones bajas para el GABA, el efecto predominante es la disminucién
de la actividad muscular inducida probablemente por el FLU, por lo que hay un decremento de
la actividad, seguida por un posterior incremento de forma gradual, con respecto a la actividad
basal registrada, la medicion se realiz6 a través del parametro de ABC, este comportamiento
se observa en la porcién de tejido correspondiente al yeyuno y en el ileo. Sin embargo el
duodeno se observa un comportamiento opuesto, con un aumento en la actividad del tejido a
bajas concentraciones de GABA y una disminucion posterior (Tabla No.14 y Grafico No.25).
El registro digital para la actividad en duodeno con FLU/GABA puede ser apreciado en la
(Figura No0.38), el de yeyuno en la (Figura No. 39) y el de ileo en la (Figura No.40).

Comportamiento de registro Basal (primeros 5 minutos) y vehiculo en duodeno

0 5 10 min.
(FLU 32uM/mL: GABA 10 uM/mL)

0 5 10 min.
(FLU 32 uM/mL: GABA 20 uM/mL)

0 5 10 min.
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(FLU 32 pM/mL: GABA 30 pM/mL)

0 5 10 min.
(FLU 32 uM/mL: GABA 40 puM/mL)

il

0 5 10 min.
(FLU 32 uM/mL: GABA 50 uM/mL)

7
0 5 10 min.
Figura 42. Registros de actividad de duodeno con FLU y GABA. La escala de 0-5 min. indica
el registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. EIl primer registro se
obtuvo con la administracion de la solucion vehiculo.

Al adicionar simultdneamente el FLU y el GABA a las concentraciones indicadas se
observa un decremento desde el inicio del registro de la frecuencia de los eventos contractiles
espontaneos del tejido (FREC) con respecto al comportamiento basal del tejido. Este
comportamiento lo observamos en las porciones correspondientes al duodeno, el yeyuno y el
ileo, en donde aun a la maxima concentracion de GABA utilizada parece no modificar el
comportamiento presentado desde el inicio del registro. Sin embargo en la porcion

correspondiente al duodeno presenta con una mayor intensidad la disminucion de la frecuencia

de los eventos contractiles (Tabla No. 15 y Gréfico No. 26).
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Comportamiento de registro Basal (primeros 5 minutos) y vehiculo en yeyuno.

0 5 10 min.
(FLU 32 uM/mL: GABA 10 uM/mL)

0 | | | | 5 | | | | 10 min,
(FLU 32 uM/mL: GABA 20 uM/mL)

0 5 10 min.
FLU 32 uM/mL: GABA 30 uM/mL)

- ! ! ! ! L ! ! ! ! i
FLU 32 uM/mL: GABA 40 pM/mL)

0 . . . . . 3 . . . . 5 min.
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(FLU 32 pM/mL: GABA 50 pM/mL)

I(zigura 43. Registros de actividad de yeyung con FLU y GABA. La escala de 0-5 milno. :rrllldnlca
el registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. EI primer registro se
obtuvo con la administracion de la solucion vehiculo.

Cuando se aplica la MEL y el GABA a las concentraciones indicadas, se presenta un
incremento de la amplitud de las espigas registradas, medidas a través del parametro de la
AMP con respecto al registro basal, se observa que a concentraciones bajas para el GABA, el
efecto predominante es el incremento gradual de este pardmetro, por lo que hay un incremento
de la actividad muscular. Aln a la maxima concentracién de GABA utilizada, observamos que
el efecto. Este comportamiento se presenta en la porcién de tejido correspondiente al yeyuno e
ileo de forma muy similar, sin embargo en el duodeno observamos un comportamiento

opuesto, ya que la AMP se disminuye al aumentar la concentracion de GABA de la misma

forma que sucede con el ABC (Tabla No.16 y Grafico No.27).

Comportamiento de registro Basal (primeros 5 minutos) y vehiculo en ileo.

0 5 10 min.
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(FLU 32 uM/mL: GABA 10 uM/mL)

0 10 min.
(FLU 32 uM/mL: GABA 20 uM/mL)

[

0 10 min.
(FLU 32 uM/mL: GABA 30 uM/mL)

0 10 min.
(FLU 32 uM/mL: GABA 40 uM/mL)

0 10 min.
(FLU 32 uM/mL: GABA 50 uM/mL)

1

0 10 min.

Figura 44. Registro de actividad de ileo con FLU y GABA. La escala de 0-5 min. indica el
registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. EIl primer registro se

obtuvo con la administracién de la solucion vehiculo.

127



CAPITULO 6 RESULTADOS

Porcentaje promedio de ABC
FLU/GABA % Basal Duodeno Yeyuno ileo

pM/mL Promedio | Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 872.410 | 100.00 | 648.283 | 100.00 | 577.968 | 100.00

vehiculo 100.11 874.480 | 100.24 | 649.138 | 100.13 | 576.818 | 99.80
32/10 100.10 1288.178 | 147.66 | 556.568 85.85 481.723 83.35
32/20 100.10 1058.928 | 121.38 | 629.980 97.18 611.18 105.75
32/30 100.07 926.625 | 106.21 | 782.998 | 120.78 | 758.283 | 131.20
32/40 100.12 892.163 | 102.26 | 910.393 | 140.43 | 706.188 | 122.18
32/50 100.08 948.658 | 108.74 | 873.268 | 134.70 | 821.310 | 142.10

Tabla 14. Porcentajes promedio de ABC para duodeno, yeyuno e ileo con FLU 32uM/mL y
diferentes concentraciones de GABA.

Porcentaje de ABC promedio de Duodeno-Yeyuno-lleo con

170 FLU+GABA
150
5 130 \ - M —e— Duodeno
< 110 W —=— Yeyuno
° % M N —&— lleo
o\ Pay N raY
X ' //£ —»— Basal
70
50 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50

micromoles/mL

Gréfico 29. Porcentajes promedio de ABC a 32 uM/mL de FLU y diferentes concentraciones
de GABA en duodeno, yeyuno e ileo.

128



CAPITULO 6 RESULTADOS

Porcentaje promedio de FREC/seg.
FLU/GABA % Basal Duodeno Yeyuno ileo

MM/mL Promedio Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 0.329 100.00 0.411 100.00 0.326 100.00

vehiculo 99.93 0.329 99.97 0.415 101.01 0.325 99.74
32/10 99.99 0.240 72.91 0.384 93.51 0.274 84.14
32/20 100.02 0.245 74.43 0.383 93.31 0.292 89.51
32/30 100.11 0.248 75.44 0.399 97.16 0.273 83.89
32/40 100.09 0.258 78.48 0.397 96.55 0.277 84.91
32/50 100.13 0.273 82.78 0.369 89.86 0.269 82.61

Tabla 15. Porcentajes promedio de FREC/seg. para duodeno, yeyuno e ileo con FLU
32uM/mL y diferentes concentraciones de GABA.

Porcentaje de FREC promedio de Duodeno-Yeyuno-lleo con
110 FLU+GABA

X
X
K
K
K

100

90 '\"/.’\.\. —e— Duodeno

O
% % /‘\‘_/‘—>. —B— Yeyuno
© */_.__——0/'/ —A—lleo
70 —»— Basal
60
50 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50

micromoles/mL

Grafico 30. Porcentajes promedio de FREC a 32uM/mL de FLU y diferentes concentraciones
de GABA en duodeno, yeyuno e ileo.
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Porcentaje promedio de AMP
FLU/GABA % Basal Duodeno Yeyuno ileo

pM/mL Promedio | Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 8.205 100.00 6.378 100.00 6.103 100.00

vehiculo 100.12 8.233 100.34 6.343 99.45 6.069 99.44
32/10 100.14 8.318 101.38 6.408 100.47 5.570 91.27
32/20 100.04 7.158 87.24 7.043 110.43 6.233 102.13
32/30 100.12 6.935 84.52 7.018 110.03 6.733 110.32
32/40 100.00 6.885 83.91 7.838 122.89 6.830 111.91
32/50 100.12 6.658 81.15 6.703 105.10 7.085 116.09

Tabla 16. Porcentajes promedio de AMP para duodeno, yeyuno e ileo con FLU 32uM/mL y
diferentes concentraciones de GABA.

Porcentaje de AMP promedio de Duodeno-Yeyuno-
lleo cin FLU+GABA

130
i;g //:/j . —e— Duodeno

o o
S %0 ‘>< —8— Yeyuno
< ~—__
S g0 —— — ——lleo
—»— Basal
70
60
50 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50

micromoles/mL

Gréfico 31. Porcentajes promedio de AMP a 32uM/mL de FLU y diferentes concentraciones
de GABA en duodeno, yeyuno e ileo.
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La adicion de FLU y de GABA en diferentes concentraciones de forma simultanea
provoco un incremento de la respuesta, que probablemente se justifica por el comportamiento
observado con el GABA y el FLU en los experimentos realizados con estos por separado. Sin
embargo el duodeno, presento un comportamiento opuesto. Al adicionar simultdneamente el
GABA mostré una relacion directa con cada una de las diferentes concentraciones. En el caso
de la ABC, el resultado fue el aumento de la respuesta en el yeyuno y el ileo y una
disminucion en el duodeno, la FREC mostrd un decremento de sus valores con respecto al
registro basal y el pardmetro de la AMP tuvo un comportamiento similar al presentado por el
ABC. Al calcular la concentracion efectiva 50 de GABA a la cual revierte el efecto de FLU,
para el duodeno el valor obtenido fue C150=3090.29 uM/mL (Grafico No.28), para el yeyuno
de CE50=691.83 uM/mL (Grafico No.29) y para el ileo de CE50=676.08 uM/mL (Grafico

No.30).
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Log Relajacion vs % Contraccion promedio de

Duodeno con GABA+FLU Cl 50= 2.49

% Relajacion

Log Concentracion

Grafico 32. Curva dosis-respuesta gradual de duodeno con FLU 32uM vy diferentes
concentraciones de GABA. Se muestra el valor de la concentracion inhibitoria al 50% en Log
de la concentracién. R?= 0.8704

Log Concentracién vs % Concentracion
promedio de Yeyuno con GABA+FLU  ;50= 184
70
c 50 N
)
S
§ 301
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O
S .10 -
-30 +—FH— . . . .
1 1.3 1.5 1.6 1.7
Log Concentracién

Gréfico 33. Curva dosis-respuesta gradual de yeyuno con FLU 32uM vy diferentes
concentraciones de GABA. Se muestra el valor de la concentracién inhibitoria al 50% en Log
de la concentracion. R*= 0.8900

132



CAPITULO 6 RESULTADOS

Log Concentraciéon vs % Contraccion promedio
de lleo con GABA+FLU Cl 50= 1.83
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Gréfico 34. Curva dosis-respuesta gradual de ileo con FLU 32uM vy diferentes concentraciones
de GABA. Se muestra el valor de la concentracion inhibitoria al 50% en Log de la
concentracién.  R?= 0.8475
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Gréafico 35. Curva dosis-respuesta gradual de duodeno, yeyuno e ileo con FLU 32uM y
diferentes concentraciones de GABA. Se muestra el valor de la concentracion inhibitoria al
50% en Log de la concentracion.
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6.6 EXPERIMENTO 6
EFECTO DE LA INTERACCION DE FLU Y MEL, SOBRE LA ACTIVIDAD
ESPONTANEA DE TEJIDO EN DUODENO, YEYUNO E ILEO.

Posterior al periodo de estabilidad de 30 min. del tejido en SMRK, el movimiento
peristaltico del musculo liso, alcanzo una fase de estabilidad o basal, que se prolongd durante
los siguientes 60 min. de duracién del experimento.

Los registros digitales de actividad de los diferentes segmentos de tejido se obtuvieron
y analizaron utilizando el software PolyView como se detalla en el capitulo (10.4). La escala

de calibracién fue de 1g de tension y 5 min. de registro (Figura No.45).

19

5 minutos

Figura 45. Muestra el registro digital obtenido por el software PolyView, con la escala
correspondiente a la calibracion del poligrafo, y el tiempo de registro (5).

Los parametros utilizados para el andlisis de los resultados obtenidos son: Area Bajo la
Curva (ABC), la Frecuencia (FREC) y la Amplitud de espigas (AMP) registradas a lo largo
del experimento. Se adicion6 FLU a una concentracion de 320 uM/mL, simultaneamente con
concentraciones de 10, 20, 40, 80, 160 y 320 uM/ mL de MEL, directamente a la camara de
estudio “In Vitro” en donde se encontraba sumergido el tejido con SMRK. Los resultados para
duodeno, yeyuno e ileo, fueron ordenados y promediados en una hoja de calculo, de acuerdo al

pardmetro analizado.
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Al adicionar FLU y MEL simultaneamente a las concentraciones indicadas observamos
que el efecto predominante es la disminucion de forma gradual de la actividad muscular, con
respecto a la actividad basal registrada, esta disminucion de la actividad probablemente sea
debida a la aplicacion de mayores concentraciones de MEL, la medicion fue realizada a través
del parametro de ABC, este comportamiento se observa de modo similar en las porciones de
tejido correspondientes al duodeno, el yeyuno y el ileo. (Tabla No.17 y Grafico No.31). El
registro digital para la actividad en duodeno con FLU/MEL puede ser apreciado en la (Figura

No.41), el de yeyuno en la (Figura No. 42) y el de ileo en la (Figura No.43).

Comportamiento de registro Basal (primeros 5 minutos) y vehiculo en duodeno

0 5 10 min.
(FLU 32uM/mL: MEL 1uM/mL)

0 5 10 min.
(FLU 32 pM/mL: MEL 2 pM/mL)

0 5 10 min.

135



CAPITULO 6 RESULTADOS

(FLU 32 pM/mL: MEL 4 pM/mL)

0 5 10 min.
(FLU 32 uM/mL: MEL 8 uM/mL)

0 5 10 min.
FLU 32 uM/mL: MEL 16 uM/mL)

0 5 10 min.
(FLU 32 pM/mL: MEL 32 pM/mL)

0 5 10 min.
Figura 46. Registros de actividad de duodeno con FLU y MEL. La escala de 0-5 min. indica el
registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. El primer registro se
obtuvo con la adicion de la solucién vehiculo.

Al adicionar el FLU simultaneamente con la MEL, a las concentraciones indicadas se
observa que a concentraciones bajas para la MEL, el efecto predominante es el incremento de

la actividad muscular inducida probablemente por el FLU. Por lo que hay un aumento de

forma gradual de la frecuencia, con respecto a la actividad basal registrada, esta medicion se
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realizo a través del parametro de FREC. Este tipo de comportamiento se observa en las
porciones de tejido correspondientes al yeyuno e ileo. Sin embargo en el duodeno se presenta
un comportamiento opuesto, con un decremento en la actividad del tejido a bajas
concentraciones de MEL y una disminucion gradual posterior con respecto a la actividad basal
(Tabla No.18 y Gréafico No0.32).

Comportamiento de registro Basal (primeros 5 minutos) y vehiculo en yeyuno

0 5 10 min.
(FLU 32 uM/mL: MEL 1 uM/mL)

0 | | | | | c . | | | | 10 min.
(FLU 32 uM/mL: MEL 2 uM/mL)

0 . . . . . & . . . . . 10 min
FLU 32 uM/mL: MEL 4 uM/mL)

0 . . . . g . . . . 10 min.
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(FLU 32 pM/mL: MEL 8 pM/mL)

- . . . . L . . . . i
FLU 32 uM/mL: MEL 16 uM/mL)

. . . _ . . _ . . . e
(FLU 32 pM/mL: MEL 32 uM/mL)

Igigura 47. Registros de actividad de yeyunc? con FLU y MEL. La escala de 0-5 min.li(r)lc;?églel
registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. EI primer registro se
obtuvo con la administracion de la solucion vehiculo.

Cuando se adiciona simultaneamente el FLU y la MEL a las concentraciones indicadas
se observa un decremento desde el inicio del registro de la amplitud de los eventos contractiles
espontaneos del tejido (AMP) con respecto al comportamiento basal del tejido. Este
comportamiento lo observamos en las porciones correspondientes al duodeno, el yeyuno y el
ileo, en donde a la méxima concentracion de MEL utilizada parece no modificar el
comportamiento presentado desde el inicio del registro. En la porcion correspondiente al

duodeno se presenta con una mayor intensidad la disminucién de la AMP de los eventos

contractiles a la maxima concentracion de MEL utilizada (Tabla No. 19 y Gréafico No. 33).
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Comportamiento de registro Basal (primeros 5 minutos) y vehiculo en ileo

0 5 10 min.
(FLU 32 pM/mL: MEL 1 uM/mL)

0 5 10 min.
FLU 32 pM/mL: MEL 2 uM/mL)

0 5 10 min.
(FLU 32 uM/mL: MEL 4 uM/mL)

0 5 1(5 min.
(FLU 32 uM/mL: MEL 8 uM/mL)

0 5 10 min.
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(FLU 320 uM/mL: MEL 16 pM/mL)

0 5 10 min.
(FLU 32 pM/mL: MEL 32 uM/mL)

0 5 10 min.
Figura 48. Registros de actividad de yeyuno con FLU y MEL. La escala de 0-5 min. indica el
registro basal y la escala de 5-10 indica el registro postadministracion. EI primer registro se
obtuvo con la administracion de la solucion vehiculo.

Porcentaje promedio de ABC
FLU/MEL % Basal Duodeno Yeyuno ileo
MM/mL Promedio Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100 949.950 100 717.305 100 1184.615 100
vehiculo 100.12 949.080 99.91 714.520 99.61 1199.433 | 101.25
32/1 100.04 677.418 71.31 538.833 75.12 1039.923 87.79
32/2 100.08 850.823 89.57 888.145 123.82 808.065 68.21
32/4 100.00 739.868 | 77.88 | 709.250 98.88 873.463 73.73
32/8 99.98 659.023 69.37 562.673 78.44 622.713 52.57
32/16 99.99 564.163 | 59.39 | 498.755 69.53 350.318 29.57
32/32 100.02 345.688 36.39 388.345 54.14 98.5825 8.32

Tabla 17. Porcentajes promedio de ABC para duodeno, yeyuno e ileo con FLU 32uM/mL y
diferentes concentraciones de MEL.
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Gréfico 36. Porcentajes promedio de ABC con 32 uM/mL de FLU y diferentes
concentraciones de GABA en duodeno, yeyuno e ileo.

Porcentaje promedio de FREC

FLU/MEL % Basal Duodeno Yeyuno ileo
MM/mL Promedio | Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 0.256 100.00 0.201 100.00 0.325 100.00
vehiculo 100.13 0.254 99.35 0.203 100.83 0.327 100.62
32/1 100.09 0.253 98.70 0.211 104.98 0.300 91.74
32/2 100.10 0.399 128.66 0.341 169.71 0.276 91.94
32/4 100.11 0.368 143.97 0.358 178.01 0.276 100.00
32/8 100.08 0.417 162.87 0.368 183.40 0.202 73.11
32/16 100.01 0.351 137.13 0.356 177.18 0.182 90.08
32/32 100.07 0.270 105.54 0.357 177.59 0.043 23.39

Tabla 18. Porcentajes promedio de FREC para duodeno, yeyuno e ileo con FLU 32uM/mL y
diferentes concentraciones de MEL.
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Gréfico 37. Porcentajes promedio de FREC/seg. con 32uM/mL de FLU y diferentes
concentraciones de MEL en duodeno, yeyuno e ileo.

Porcentaje promedio de Amplitud de espigas

FLU/MEL | % Basal Duodeno Yeyuno lleo
MM/mL Promedio | Promedio % Promedio % Promedio %
Basal 100.00 7.650 100.00 8.443 100.00 8.958 100.00
vehiculo 100.32 7.590 99.22 8.538 101.13 8.520 95.11
32/1 99.98 7.090 92.68 6.560 77.70 8.598 95.98
32/2 100.00 7.360 96.21 8.245 97.65 8.568 95.65
32/4 99.87 6.773 88.54 7.280 86.23 8.865 98.96
32/8 99.98 7.118 93.05 6.733 79.75 8.705 97.18
32/16 100.10 5.963 77.95 6.370 75.45 7.505 83.78
32/32 100.12 5.538 72.39 6.443 76.31 5.280 58.94

Tabla 19. Porcentajes promedio de AMP para duodeno, yeyuno e ileo con FLU 32uM/mL y
diferentes concentraciones de GABA.
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Porcentaje de AMP promedio de Duodeno-Yeyuno-lleo con
MEL+FLU
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Gréfico 38. Porcentajes promedio de AMP con 32uM/mL de FLU vy diferentes

concentraciones de MEL en duodeno, yeyuno e ileo.

La adicion de FLU y de MEL en diferentes concentraciones de forma simultanea
provoco un decremento de la respuesta, que probablemente se justifica por el comportamiento
observado con la MEL en los experimentos realizados con esta por separado. Al adicionar
simultaneamente la MEL mostré una relacion directa con cada una de las diferentes
concentraciones. En el caso de la ABC, el resultado fue la disminucion de la actividad en el
duodeno, yeyuno e ileo y un aumento en la FREC excepto en el duodeno, que mostrd un
decremento de sus valores con respecto al registro basal. En cuanto al parametro de la AMP se
presento un comportamiento similar al registrado en la medicién del ABC. Al calcular la
concentracion efectiva 50 de MEL a la cual revierte el efecto de FLU, para el duodeno el valor
obtenido fue C150=263.03 uM/mL (Grafico No.34), para el yeyuno de CE50=1202.26 uM/mL

(Gréfico No0.35) y para el ileo de CE50=66.07 uM/mL (Gréfico No.36).
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Log concentracion vs % relajaciéon promedio de
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Gréfico 39. Curva dosis-respuesta gradual de duodeno con FLU 32uM/mL y diferentes
concentraciones de MEL. Se muestra el valor de la concentracién inhibitoria al 50% en Log de

la concentracion. R?= 0.6498

Log Concentracion vs % Relajacion promedio
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Grafico 40. Curva dosis-respuesta gradual de yeyuno con FLU 32uM/mL vy diferentes
concentraciones de MEL. Se muestra el valor de la concentracion inhibitoria al 50% en Log de

la concentracion. R?= 0.4236
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Log Concentracion vs % Relajacién promedio
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Grafico 41. Curva dosis-respuesta gradual de ileo con FLU 32uM/mL y diferentes
concentraciones de MEL. Se muestra el valor de la concentracion inhibitoria al 50% en Log de
la concentracion. R?= 0.9239

Log concentracion vs % Relajacion promedio de
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Gréafico 42. Curva dosis-respuesta gradual de duodeno, yeyuno ¢ ileo con FLU 32uM/mL y
diferentes concentraciones de GABA. Se muestra el valor de la concentracion inhibitoria al
50% en Log de la concentracion.
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7. DISCUSION

Se conoce por estudios previos que el TGI de los vertebrados es una fuente de MEL
cuya concentracion puede llegar a sobrepasar los niveles sanguineos de MEL, de 10 a 100
veces segun estudios realizados por Bubenik (16). En otras investigaciones la liberacion de
MEL por el TGI, parece estar mas relacionada con la periodicidad en la ingesta de alimento
gue con una secrecién foto periodica (18). En estudios anteriores se muestra que en TGl la
MEL fue detectada mediante pruebas inmuno-histoldgicas, por radio-inmunoensayo y por
HPLC, en las células enterocromafines (CE) de la mucosa digestiva, ademas, de las enzimas
que sintetizan a la MEL, la NAT y la HIOMT (16) (76).

Investigaciones previas muestran que en el TGI del roedor la MEL y la NAT exhiben
una distribucién por regiones, con un nivel alto en el recto y el colon y un nivel bajo en el
yeyuno Yy el ileo. Esta distribucion es similar a la observada con la 5-HT y a la densidad de CE
probable fuente de la sintesis de MEL. A lo largo del intestino, la densidad de los receptores
de MEL muestran un valor maximo en el yeyuno y el ileo y un minimo en el colon (63).
También, se ha especulado que al menos una porcion de la MEL detectada en el TGI es de
origen pineal (especialmente durante la noche) lo que ha sido confirmado por investigaciones
de Messner y cols., (64). Otros estudios indican también que la mayor parte de la
concentracion de MEL en el dia es probablemente de origen Gl generada en las CE del TGl en
respuesta al transito de alimento (18), y a su vez la MEL migra hacia capas méas profundas del
TGI por medio de los vasos sanguineos en la lamina propria y la submucosa y de este modo

actuar en la muscularis (9).
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Lo anterior nos permite explicar los resultados obtenidos en este trabajo experimental.
Los tejidos expuestos: duodeno, yeyuno e ileo; después de la aplicacion de MEL a las dosis
bajas de 1 a 2 uM/mL resultdé en un aumento de la actividad contractil, mientras que la
aplicacion de concentraciones mas altas de 4 a 32 uM/mL el efecto observado fue una
disminucion de la actividad contractil y por ende una relajacién del muasculo liso. Por lo que se
puede decir que la MEL ejerce un efecto bifasico sobre el masculo liso, es decir, contrae o
relaja dependiendo de la concentraciéon. Esto concuerda con estudios llevados a cabo en
animales, en donde después de una inyeccion i. p. de pequefias dosis de MEL (1 a 10 pg/Kg)
se observd un incremento sustancial en la motilidad y transito intestinal, es decir, a bajas
concentraciones tiene un efecto contractil. En contraste este efecto fue totalmente revertido
después de la inyeccion i. p. de dosis altas de MEL (100 a 1000 pg/Kg), ya que lo que se
observo fue un retardo en el transito intestinal, es decir, a altas concentraciones tiene un efecto
relajante (27).

En los experimentos realizados en este trabajo, este comportamiento bifasico, se
observo en el parametro correspondiente al ABC con un nivel de significancia de P<0.05, en
los segmentos correspondientes al duodeno y yeyuno, sin embargo, en la region
correspondiente al ileo, se observo solamente un comportamiento de relajacion gradual. Los
resultados encontrados en el pardmetro de FREC, con un nivel de significancia de P<0.05 es
similar a los resultados obtenidos para el ABC, es decir, a concentraciones bajas se observo un
aumento en el numero de eventos contractiles por minuto; a concentraciones mas elevadas se
observo una disminucion de estos eventos. Este resultado es contrario al reportado por Harlow

y cols., (41) en cuya publicacién se menciona que la MEL no tiene influencia sobre la
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frecuencia de las contracciones de duodeno de rata, pero si reduce la fuerza de las
contracciones. El parametro de AMP con una significancia de P<0.05 presenta de igual forma
un comportamiento bifasico similar al observado en el ABC y la FREC y en donde el
segmento correspondiente al ileo también presento una menor FREC y AMP. Esta diferencia
entre el ileo y los demas tejidos podria atribuirse a que hay una menor densidad de receptores
a la MEL en este segmento del TGI como se menciond anteriormente, en las porciones mas
proximales al colon hay una menor densidad de receptores a MEL.

Los efectos observados en este experimento también han sido obtenidos por otros
investigadores como Bubenik, 1986 (citado por 63), Quastel y Rahamimoff (citado por 16),
los cuales han reportado que la MEL en estudios “In Vitro” inhibe las contracciones
espontaneas de duodeno de rata, por lo que tiene un efecto inhibidor sobre la actividad
contractil del musculo liso. Otros estudios también confirman que la MEL inhibe las
contracciones del mdsculo liso en regiones tales como el estomago, el ileo y el colon. Ademas
de el efecto de relajacion presente en muchos estudios “In Vitro” la MEL parece inhibir la
accion de la 5-HT (precursor de la MEL) también “In Vivo” (63) (16).

Los efectos observados probablemente se deban a los receptores a MEL, MT1y MT2,
por lo que estudios recientes indican que la accion de la MEL sobre el musculo liso es
probablemente a través de estos receptores, a través de la técnica de auto-radiografia han sido
detectados sitios de union a MEL en la mucosa del TGI a nivel intracelular, también, se han
detectado en fracciones nucleares, microsomales, mitocondriales y citosélicas. Ademas, de
sitios en hipotalamo de rata, retina e intestino delgado, investigaciones sugieren que al menos

algunos efectos de la MEL, son mediados a través de los receptores membranales MT1 y
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MT2, hay también evidencia experimental que une a los receptores de MEL con proteinas G
(75) (9). Los receptores tipo MT1 y MT2 muestran perfiles farmacoldgicos similares y cuya
estructura consta de siete dominios transmembranales y la capacidad de transducir sefiales
extracelulares via la unién a proteinas G (61). También, existe la hipotesis de que la MEL
parece afectar la densidad de sus propios receptores, ya que se ha observado una diferencia
significativa en la expresion de los tipos de receptores en el intestino delgado durante la noche
y el dia. (75) (69). Otros estudios confirman que la MEL también inhibe las contracciones del
mausculo liso en el estdbmago, el ileo y el colon (16).

Con respecto al GABA siendo el mayor neurotransmisor inhibidor en el SNC de
mamiferos presenta tres clases de receptores. Los receptores ionotropicos GABAa que
producen una rapida inhibicion sinaptica cuando son activados por GABA, pero también, son
modulados por barbitiricos, esteroides y BZP. Este receptor es mas ubicuo y desempefia un
papel en una amplia variedad de funciones en el SNC (22). En contraste los receptores
metabotropicos GABAg activan segundos mensajeros acoplados a proteinas G, y se relacionan
principalmente con la apertura de canales ionicos de Ca" y K* (23). Con respecto a los
receptores GABA por ejemplo no hay evidencia que los relacione en funciones motoras o en
acciones con farmacos ansioliticos o anticonvulsivos (22), sin embargo puede estar presente
en el TGI como lo demuestran estudios utilizando la técnica de RT-PCR (8). Estudios inmuno-
histoquimicos han revelado que las fibras nerviosas y cuerpos celulares contienen GABA a lo
largo del TGI, con una alta densidad en particular en el plexo mientérico y dentro de la
muscularis externa, con base en la localizacion anatomica de estas fibras intrinsecas a los

ganglios mientéricos e inclusive el muasculo circular, se ha sugerido que el GABA puede
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funcionar como transmisor interrneuronal (51). EL GABA y su enzima sintetizante, la acido
glutdmico descarboxilasa (GAD) también han sido localizados en algunas neuronas del
intestino delgado (8).

Los resultados experimentales del presente trabajo con respecto al GABA, muestran un
efecto bifasico producido por la accion del GABA sobre el musculo liso gastrointestinal. El
parametro de ABC con una significancia de P<0.05 muestra que a bajas concentraciones se
produce una ligera relajacion pero al aumentar la concentracidn se presenta una contraccion,
este resultado se observa en los tres segmentos de tejido que fueron analizados. El parametro
correspondiente a la FREC con una significancia de P<0.05 mostré un aumento en el numero
de eventos contractiles por min. de forma mas notable en el duodeno y el yeyuno. En cuanto al
parametro de AMP con una significancia de P<0.05 el yeyuno presentd una disminucion
notable, con respecto a los tejidos restantes.

Estos resultados son similares a los obtenidos en los experimentos realizados por
Kristev y cols., (51), donde el GABA ejerce un efecto bifasico sobre la actividad mecénica de
relajacién-contraccion del musculo liso con pronunciadas caracteristicas concentracion-
dependientes en preparaciones de ileo de cobayo. Durante esta reaccién el efecto de
contraccion fue usualmente mas fuerte que la parte de la relajacion. Del mismo modo
experimentos realizados por Bayer y cols., (8), muestran también que el GABA induce dos
tipos de efectos o efecto bifasico, consistente en una relajacion transitoria seguida de una
contraccion en preparaciones de colon de rata.

El efecto contractil del GABA es una consecuencia de la activacion de receptores

especificos GABAa localizados presinapticamente en neuronas colinérgicas post-
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ganglionares, la activacion de estos receptores permite la liberacion de Ach endogena, y el
efecto de relajacion producido por GABA seria mediado a través de los receptores GABAg ya
que la activacién de estos ultimos genera una inhibicion de la liberacion de Ach. A nivel del
tejido intestinal, la activacion de los receptores GABAA y GABAg permite efectos muy
complejos y variables dependiendo del segmento del intestino y de la especie estudiada (8).

El FLU, una imidazobenzodiazepina, es un antagonista especifico de los receptores
benzodiacepinicos, y es una herramienta para la investigacion del comportamiento y
mecanismo farmacoldgico de estos receptores, y sobre los efectos producidos por farmacos
que actuan sobre el complejo receptor GABA/BZP/CI™ (82) (68).

Por otro lado, se conoce por estudios previos que el FLU revierte muchos de los
efectos ansioliticos, anticonvulsivos y de relajacion muscular que generan las BZP (30).
Estudios realizados por Escorihuela y cols., (30), reflejan una interaccion significante entre
BZP y FLU, este tltimo en dosis de 10 mg/Kg. en ratas, antagoniza (total o parcialmente) los
efectos inducidos por BZP.

Los resultados experimentales obtenidos en este trabajo muestran que el FLU, presenta
un efecto muy similar al observado con GABA, el parametro de ABC, con una significancia
de P<0.05 utilizando bajas concentraciones se observa una disminucion del ABC y por
consiguiente de la actividad contractil (inhibicién) y en concentraciones altas un aumento en
dicha actividad (contraccion). En cuanto a los parametros de FREC y la AMP con una
significancia de P<0.05 se observo un comportamiento similar al obtenido en el ABC, a bajas
concentraciones hay una disminucién y a concentraciones altas un aumento de los valores en

estos parametros. EI comportamiento en los parametros de medicion que presenta el FLU es
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muy similar con los valores en los parametros de medicion de GABA y se debe
probablemente, a que el FLU se une de forma especifica a los sitios benzodiazepinicos (30),
que forman parte de los sitios de union de GABA generando probablemente, una respuesta de
caracteristicas similares.

Con respecto a la interaccion MEL/GABA, en el parametro de ABC con una
significancia de P<0.05 se observa que el musculo se relaja totalmente, por efecto de la accidn
directa de la MEL, pero al aumentar la concentracion de GABA el efecto relajante de la MEL
es revertido, de forma dependiente a la concentracion de GABA aplicada; este
comportamiento se observa en los tres segmentos de tejido utilizados. El resultado
experimental para el parametro de FREC con una significancia de P<0.05, se observa una
disminucion en el namero de eventos contractiles por min. en los segmentos de duodeno y
yeyuno, pero de forma mas evidente en el segmento de ileo. EI pardmetro correspondiente a
AMP a una significancia de P<0.05 presenta un comportamiento similar a los parametros de
ABC y FREC. Estos resultados sugieren un efecto antagénico del GABA sobre la MEL y que
puede ser mediado a través de los receptores GABAA.

Los resultados experimentales de la interaccién farmacolégica entre FLU/GABA, para
el parametro de ABC con una significancia de P<0.05, se observé un aumento del ABC en el
segmento correspondiente al duodeno y un efecto bifasico de disminucién y aumento del ABC
(relajacion—contraccidn) en los segmentos de yeyuno e ileo. El parametro de FREC con una
significancia de P<0.05 muestra una disminucion del nimero de eventos contractiles en los
tres segmentos de tejido. El resultado para el parametro de AMP a significancia de P<0.05

mostrd una disminucion de la amplitud de espigas en el segmento de tejido correspondiente al
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duodeno, sin embargo en el yeyuno e ileo se presenta el efecto bifasico observado con el
GABA. Estos resultados se asemejan al comportamiento observado con el GABA, por lo cual
se sugiere, que estos efectos son via los receptores GABAa, sin embargo la diferencia en el
comportamiento observada en el segmento correspondiente al duodeno podrian sugerir que
estos efectos pueden ser producidos via otro tipo de receptores como los receptores a MEL.

Con respecto a la interaccion FLU/MEL, el parametro de ABC con una significancia
de P<0.05 se observo que a bajas concentraciones de MEL se presenta un aumento del ABC
esto en los tres segmentos de tejido, debido al efecto de contraccion observado a bajas
concentraciones con MEL y al efecto contractil del FLU, sin embargo al aumentar la
concentracion de MEL se observa una disminucion del ABC en los tres tejidos. En el
parametro de FREC con una significancia de P<0.05 se observa un aumento en el nimero de
eventos contractiles en las regiones de duodeno y yeyuno, y una disminucion en la region del
ileo. En cuanto a la AMP con una significancia de P<0.05 se observa un comportamiento
similar de la amplitud de espigas, al observado en el parametro de ABC. Estos resultados nos
indican que el FLU no antagonisa totalmente los efectos producidos por la MEL, como
sucedio en la interaccion de MEL/GABA, por lo que receptores a MEL muy probablemente y
de acuerdo a investigaciones previas, sugeriria que este efecto es via los receptores MT1 o
MT2 a MEL (68, 30).

Los resultados del presente trabajo sugieren que en determinadas regiones del TGl, la
MEL podria actuar, via sus propios receptores MT1y MT2, de acuerdo a la densidad de estos
gue se sabe podrian ser modificados inclusive por la misma concentracién de MEL presente.

El nimero y tipo de los receptores responsables de los efectos observados en el TGI o en las
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capas del masculo liso, probablemente sean los receptores a MEL (MT1 y/o MT2) o los de
GABA via receptores GABAA.

Experimentos posteriores, utilizando técnicas de radio-inmunoesnayo o de PCR
podrian ayudar a distinguir entre los distintos subtipos de receptores presentes en el masculo
liso del TGI, para tratar de distinguir de una forma precisa el tipo de receptor de GABA o de

MEL involucrado en el mecanismo de accién de la MEL en la TGI.
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8. CONCLUSIONES.
Los resultados de los experimentos, asi como su andlisis y discusion, conducen a las siguientes
conclusiones:
1. La MEL posee un efecto inhibidor sobre la actividad contractil de duodeno, yeyuno e
ileo, de forma dependiente de la concentracion.
2. El efecto de la MEL sobre la actividad contractil del masculo liso en duodeno, yeyuno
e ileo provoca un efecto bifasico de contraccion-relajacion, aumento-disminucion de
los pardmetros de medicion utilizados: ABC, FREC y AMP siendo este un efecto
dependiente de la concentracion.
3. El GABA produce un aumento sobre la actividad contractil de duodeno, yeyuno e ileo
de forma dependiente de la concentracion.
4. El efecto de GABA sobre la actividad contractil del musculo liso en duodeno, yeyuno
e ileo provoca un efecto biféasico de relajacion-contraccion, disminucion-aumento de
los pardmetros de medicion utilizados: ABC, FREC y AMP siendo este un efecto
dependiente de la concentracion.
5. El FLU posee un efecto de contraccion semejante al observado con GABA, sobre la
actividad de duodeno, yeyuno e ileo.
6. La interaccion farmacoldgica entre MEL/GABA, el GABA revierte 0 antagoniza los
efectos de la MEL.
7. En la interaccion farmacologica entre FLU/GABA, se ve aumentado el efecto en la

actividad contractil del musculo liso por el GABA.
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8. La interaccion farmacoldgica entre FLU/MEL, el FLU revierte o antagoniza los efectos
de la MEL de forma parcial.

9. Se comprueba la hipotesis planteada al inicio y aunque se sugiere que estos efectos se
desarrollan via los receptores a GABA en especifico los receptores GABAA, no se
descarta la posibilidad de que MEL actué también via sus propios receptores MT1 o
MT?2, sugiriendo una variacion en el nimero y localizacion de estos receptores por
regiones Yy tejidos en el TGI, a su vez modulados por la misma concentracion de MEL

presente.
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10.1. MATERIAL TECNOLOGICO.
Camaras para estudio “In Vitro” convencionales. Marca: PYREX.

Caracteristicas: Las cdmaras estan fabricadas con vidrio de borosilicato transparente
con una doble pared y en cuyo espacio circula agua a 37° C, en la cual se mantiene una
temperatura uniforme. Dichas camaras estan interconectadas por tubos de latex a un bafio de
agua con recirculacion y montadas a un soporte mediante pinzas de tres dedos.

Condiciones adicionales: Las cadmaras fueron recubiertas con papel aluminio por el lado
brillante para refractar el calor y evitar disipacion de la temperatura en la cdmara.
Recirculador de agua. Marca: NESLAB.

Caracteristicas: Bafio de agua de acero inoxidable con capacidad para diez litros,
equipado con una bomba la cual permite una circulacion de agua de forma uniforme. Control
digital y termostato de temperatura la cual ofrece una precision de hasta 1 décima de grado
centigrado de forma constante por largos periodos de tiempo.

Condiciones adicionales: Temperatura programada en 37° C +/- 2° C.
Transductores de fuerza isométrica. Marca: GRASS Inc.
Modelo: FTO3C

Componentes: Transductor y cable GRASS TAC-7

Caracteristicas: Los transductores estan fabricados en aluminio. Ofrecen bajo nivel de
resistencia eléctrica y gran precision debido a la tecnologia de fotocelda interna que realiza la
funcion de sensor de movimiento (4).

Condiciones adicionales: se encuentran montados de forma individual y firmemente en

una base de bronce la cual cuenta con un tensor milimétrico. El cable se conecta a la entrada
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del PREamplificador. La conexidn cuenta con 6 pines y una tuerca de seguridad, para evitar
que se desconecte accidentalmente.

Funcién: Convierten la tensién producida por el tejido muscular en un voltaje de forma
proporcional a la tension que se detecta.
10.2. MANEJO DEL POLIGRAFO.
Marca: GRASS Inc.
Modelo: 7

El poligrafo, es un instrumento de registro que ha sido disefiado para registrar una gran
variedad de fendmenos fisioldgicos, con el se pueden efectuar estudios, con mayor precision
en una fraccion de tiempo determinada. Con este equipo se pueden obtener simultaneamente
registros directos en tinta de tres 0 mas variables fisiologicas. No existe restriccién en cuanto
al tipo de registro a realizar, es posible realizar cualquier tipo de variables simultaneamente
con la sefial eléctrica que las acompafa. El principio en el cual se basa el poligrafo es el
mismo que se usa para cualquier registro de informacidn variable con respecto al tiempo (4).
Componentes del poligrafo:
En el sistema de registro se distinguen los siguientes componentes basicos que lo constituyen,
cada uno posee una funcion especial y caracteristica distintiva.
1) PRE-amplificador.
2) Amplificador.
3) Carta de registro.
4) Transductores.

5) Interfase.
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Caracteristicas: El poligrafo esta compuesto de tres partes principales. Consta de un
panel sobre el cual estdn montados un preamplificador (modelo 7P1F) y un amplificador, este
conjunto constituye una unidad o canal de adquisicion de datos, para realizar nuestros
experimento utilizamos cuatro canales, registrando la informacion proveniente de las cuatro
camaras para el estudio “In Vitro” convencionales, que contienen las muestras de tejido
individuales. Ademas cuenta con una hoja de registro en la cual las plumillas trazan la
informacion proveniente de los amplificadores. La velocidad de avance del papel también
puede ser controlada (4).

Pre-amplificador.
Marca: GRASS Instrument Company.
Modelo: 7P1

Funciones: Permite preseleccionar la sefial que serd registrada con todas sus
caracteristicas

Caracteristicas: Exactitud, alta ganancia, bajo ruido eléctrico, baja frecuencia, conexion
DC (corriente continua) (3).

Funciones (3):

e Provee controles de balance y de calibracion para los transductores indicadores de
tension para registrar: volumen, desplazamiento, tensién muscular, presion sanguinea,
pulso, respiracion, movimiento, etc.

o EIl amplificador DC permite el registro de potenciales DC, temperatura por medio de
termopares, tension de oxigeno con un electrodo de platino y muchos otros fendomenos

DC.
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e El amplificador permite registrar Electro Encefalogramas (EEG), electrocardiograma
(ECG) y respiracion, etc.
Especificaciones Técnicas (3):
Calibracién: 2 mV DC manualmente generada al presionar un botdn con +/- 2% de exactitud.
Seleccion de la impedancia de entrada: 1IMQ, 20KQ, 2KQ
Sensibilidad: Ajustable de 0.01 a 20 mV/cm. en las plumillas.
Balance de voltaje: +/- 120 mV DC, +/- 2% precision.
Control grueso = 10mV/ cada paso
Control fino = 1 mV / cada vuelta, 10 Turnos.
Amplificador.
Marca: GRASS
Modelo: DC Driver Amplifier 7DA
Este amplificador basico se le conoce técnicamente como amplificador de
acoplamiento directo. Su operacién consiste en el manejo de la amplitud (sensibilidad) y
posicion y centrado de las plumillas inscriptotas de la carta de registro del poligrafo. Ademas
ambos pueden ser regulados independientemente (2).
Funciones (2):
e Sensibilidad: Estandar 50 mV/ cm.
e Ajustable: desde 30 mV/ cm. a 250 mV/ cm. de deflexién de las plumillas inscriptotas.
e Calibracion: Generada manualmente a 100 mV activando el botdén “Driver Cal”
ubicado en la fuente de poder.

e Linea basal: ajustable sobre 5 cm. en direccion ascendente y descendente.
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e Salidas: Conexiones coaxiales J7 y J6A.
Cadigo de colores de los controles:
Dorado = Sensibilidad.
Negro = calibracion de linea basal.
Plateado = Filtro de frecuencia y poder.
Manejo de Amplificador.
Interruptor general.
Interruptor de encendido y apagado para el oscilografo (poligrafo) individual del amplificador.
Este interruptor debe estar colocado en la posicion de Standby para colocar al oscildgrafo en
una condicion de apagado temporal. En la posicién de Standby el pre-amplificador y el
amplificador funcionan normalmente por lo que la informacién de las salidas coaxiales puede
ser registrada por la computadora, aunque el oscilografo este apagado. Cuando el interruptor
se coloca en la posicién “ON” el oscilégrafo comienza a registrar instantaneamente (2).
Interruptor de polaridad y boton de calibracién.

Para amplificar sefiales del preamplificador el interruptor de polaridad debe estar en la
posicién USE. La posicion CAL o de calibracion se usa durante el proceso de calibracion del
amplificador para ajustar el control de la linea basal. Tanto en la posicion UP CAL y DOWN
CAL la salida del preamplificador es desconectada desde la entrada del amplificador.

El interruptor DRIVER CAL cuando se oprime introduce 100 mV a la entrada del
amplificador cuando el interruptor de polaridad esta en la posicion CAL.

Control de Sensibilidad. El control de sensibilidad alterna la sensibilidad del

amplificador. La sensibilidad recomendada es de 50 mV/ cm. (100 mV =2 cm.).
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Control de la posicion de la linea basal. El control de posicion de linea basal, coloca a
la plumilla con respecto al eje del cero mecénico. Cuando este control se gira hacia las
manecillas del reloj las plumillas se mueven hacia arriba; cuando este se gira contra de las
manecillas del reloj las plumillas se mueven hacia abajo. La linea basal deseada debe ser

establecida con el interruptor de polaridad del amplificador en la posicion de CAL (2).

Carta de registro del Poligrafo.

Compuesta por una extensa hoja milimétrica, un panel con 8 plumillas, selector de
velocidad de avance de la hoja, dep6sitos individuales de tinta, e interruptor de encendido y
avance de hoja (4).

Componentes (4).

e Panel de plumillas. Las 8 plumillas estan montadas sobre un soporte, conectado
directamente a los galvandmetros que estan por debajo del panel. Las plumillas
inscriptotas se conectan por medio de pequefias mangueras a los depositos de tinta.

e Selector de velocidad. Se encuentra localizado en la parte frontal del panel. Este
permite seleccionar la velocidad de avance de la hoja en mm/min. o mm/seg.

e Depositos de tinta. Se localizan sobre el panel alineados de lado derecho. Se
recomienda no sobre llenar los depdsitos y no dejar las plumillas sin tinta.

e Interruptor de encendido. Mediante una palanca puede seleccionar tres posiciones a)
Apagado, b) Avance de la hoja de registro ¢) Avance de la hoja y movimiento de

plumillas.
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Interfase de enlace poligrafo-computadora.
Marca: GRASS
Modelo: PVA 1
Descripcion: Conexidn de tipo coaxial para 8 canales de entrada y 2 salidas.
La interfase enlaza la salida del amplificador con el CPU de la computadora que

monitora en tiempo real los datos, utilizando el programa PolyView (5).

10.3. PROCEDIMIENTO PARA LA CALIBRACION DEL POLIGRAFO GRASS Inc.
Modelo 7 (2, 3, 4).

1) Colocar el selector Input en la posicion de Bridge 2K.

2) El selector de Balance voltaje debe estar en 40 MV. En este paso la linea basal debe
conservarse en la posicion seleccionada previamente. En caso contrario utilizar el
selector de Balance voltaje fino hasta que la linea basal corresponda a nuestra linea
original.

3) Colocar el selector de Sensitivity en 0.5 MV/ cm.

4) Colocar la pesa de un gramo en el ganchillo del transductor. En este momento la
plumilla debe ascender 2 cm. exactamente. Por lo tanto un gramo de fuerza
corresponden a 2 cm. de desplazamiento (1 g =2 cm.)

5) En caso de que el margen de 2 cm. no sea completado o bien sea rebasado ajustar con
el selector de ADJ CAL, hasta completar el margen de 2 cm.

Repetir esta operacion para cada canal. Una vez realizada, la calibracion esta completa y no es

necesario calibrar nuevamente cada vez que se utilice el equipo (4).
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10.4. MANEJO DEL SOFWARE POLYVIEW (5).
Marca: GRASS Inc.

Modelo: Version 2.0

Caracteristicas:

Este tipo de software debido a sus caracteristicas multifuncionales ofrece una gran
herramienta para el experimento. Puede ser grabado el registro de datos en tiempo real en una
pantalla desplegada en la computadora semejante a la hoja tradicional de registro del
poligrafo, en esta pantalla puede ser seleccionada la velocidad de registro de datos, colores
distintivos para cada canal. Una vez terminado el registro los datos pueden ser analizados
individualmente para obtener los siguientes parametros: Area bajo la curva (ABC), Frecuencia
(FREC) y Amplitud (AMP).

Almacenamiento de datos.

Los datos pueden ser almacenados en el disco duro de la computadora o en otro
dispositivo de datos periférico, teniendo asi capacidad de almacenamiento ilimitada, también
se pueden guardar segmentos de registros de nuevos archivos.

Caracteristicas minimas que debe reunir el hardware:
e Procesador Pentium o superior
e 16 MBRAM
e Monitor Color SVGA
e CD-ROM
e Windows Graphics acelerador

e \Windows 95
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Almacenamiento de datos (modo de grabacion).

1) En la pantalla principal de inicio, seleccionar “Todos los Programas” a
continuacion “GRASS Instruments” y posteriormente en la ventana principal
del programa, seleccionar el icono del grabador de 4 canales.

2) Aparecerd el cuadro de didlogo de Select Name, en File Name:

Se despliega DATA.BIN (este debera ser reemplazado con el nombre del archivo

que deseemos asignarle, conservando la extension del archivo preestablecida por el

software).

3) La ventana de SET UP Acquisition aparecera enseguida, se debera asignar el
tiempo de duracion del registro e ingresar valores de muestreo.

4) La ventana de Channel Set Up y Calibration aparece posteriormente. Se debe
indicar los parametros para la adquisicién de datos y definir la fuente de datos,
asi como la presentacién de cada canal.

Nota: Puede ser creada una carpeta por cada registro, dentro de la carpeta general de datos en
el software PolyView.

Una vez que se ha completado el SET UP, el equipo de cdmputo, esta listo para
almacenar sus datos presionando OK, en la ventana de Recorder. De este modo se ingresa al
monitoreo en tiempo real.

Monitoreo de Datos.
En modo monitor:
e Se muestran las sefiales procedentes del poligrafo ya digitalizadas.

e Ejecuta la conversion de unidades y calibracion de la escala Y.
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e Aplica cualquier funcion extra de procesamiento de sefial DSP (digital signals
processing).
e Muestra las sefiales en la pantalla de la computadora.
LOS DATOS NO SERAN GRABADOS NI REGISTRADOS EN LA MEMORIA DE LA
COMPUTADORA, HASTA QUE SE ACTIVE EL BOTON DE STORE. EL BOTON

CAMBIARA INTERMITENTEMENTE A AMARILLO Y SE LEERA “ALMACENANDO”

() 4).

10.5. MATERIAL REACTIVO.

MEL. (N-acetil-5-metoxitriptamina). Laboratorio: SIGMA

Condiciones: Se debe mantener en refrigeracién de 2-7C° 'y protegida de la luz antes y
durante su uso.

GABA (&cido gama-amino butirico). Laboratorio: SIGMA

Condiciones: Se debe mantener en su empaque original en un lugar fresco y seco alejado de la
luz directa.

FLU (Flumazenil). Laboratorio: SIGMA

Condiciones: Se debe mantener en refrigeracion de 2-7°C y protegida de la luz antes y durante
SuU uso.

Carbogeno. Marca: INFRA

Composicion: 98% Oxigeno, 2% dioxido de carbono.
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