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Capitulo 1. Resumen

Capitulo 1. Resumen

La farmacologia se ha ocupado tradicionalmente del estudio de moléculas de bajo
peso molecular y de naturaleza no peptidica. Sin embargo, desde los afos
setenta, se ha implantado la idea de que, como moléculas de sefalizacion, el
estudio de los péptidos es al menos tan importante como aquellas. Mientras que el
descubrimiento de nuevos mediadores de bajo peso molecular practicamente se
ha agotado, el de mediadores peptidicos (en concreto, los neuropéptidos) continua
creciendo a gran velocidad. Asi se han constituido como ‘blancos’ terapéuticos
atractivos para el desarrollo de nuevos medicamentos, provocando un enorme
interés en la industria farmacéutica en las ultimas décadas. El elevado numero de
Neuropéptidos existentes hace suponer que las funciones en las que intervienen
son muy diversas (nocicepcion, analgesia, ingesta de alimentos, regulacion
agua/sodio, regulacion del sistema inmune, regulacion de la reproduccion y del
comportamiento sexual, control cardiovascular, respiratorio, auditivo y visual;
regulacion de la glucosa, etc.). En O. maya (llamado también pulpo rojo), a partir
de su saliva se han extraido moléculas bioactivas de la parte neurotoxica con
efecto paralizante y del cual se ha podido fraccionar y obtener un neuropéptido (en
proceso de secuenciacion). En el presente trabajo se probd el efecto de dicho
neuropéptido y de sus fracciones M6 y M7 sobre mamifero; obteniéndose que el
neuropéptido total provocd un efecto bifasico dosis dependiente en estudio in vivo
en ratones CD1 con una DEso de 0.736 mg/Kg (efecto de sedacion) y DEso de
0.747 mg/Kg (efecto de contraccién) mientras que en estudio in vitro en ileon de
rata Wistar se obtuvo una CEso de 2.33 pg/mL y Cmax 16.07 ug/mL. Para la fraccién
M6 se presentd un efecto contractil sobre el ileon de rata con una CEso de 1.71
Mg/mL y Cmax 63.81 pg/mL. En el caso de la fraccion M7 esta presentd un efecto
bifasico sobre el ileon de rata con una CEso de 2.03 pg/mL y Cmax 30.20 pg/mL.
Concluyendo que tanto el neuropéptido total como las fracciones M6 y M7 tienen

efectos sobre musculo liso que son dependientes de la dosis.
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Capitulo 2. Generalidades

2.1 Neuropéptido (NP)

A principios de 1970 se utilizé el término "neuropéptido” por primera vez por David
de Wied para péptidos relacionados con las hormonas peptidicas, pero con

actividad biolégica no endocrina en el cerebro (Burbach, 2010 y Merighi, 2011).

Los neuropéptidos (NPs) se producen en todo el reino animal. En mamiferos estos
son codificados por mas de 70 genes en sus genomas y estan ampliamente
distribuidos en su sistema nervioso central (Hokfelt, 2000; Burbach, 2010; Duque, 2009 y

Meringhi, 2011).

Los NPs participan en varias funciones como son: nocicepcién y analgesia, ingesta
de alimentos, regulacion agua/sodio, regulacion del sistema inmune, regulacion de
la reproduccion y del comportamiento sexual, regulacion del desarrollo,
termorregulacion, control cardiovascular, respiratorio, auditivo y visual, respuesta
al estrés, aprendizaje, memoria, conducta, control del suefio, regulacién de la
glucosa, ansiedad, inflamacién, regulacion gastrointestinal, regulaciéon del
pancreas y de los rifiones, control neuroendocrino, controlan la liberacién de
neurotransmisores clasicos, ejercen una accion antimicrobiana, ejercen acciones
neurotréficas, actuan como neuroprotectores y ejercen una accion mitogénica

sobre las células tumorales (Lépez-Garcia, 2002 y Duque, 2009).

2.1.1 Concepto de neuropéptido

Un NP es una pequena sustancia proteinica producido por las neuronas, liberada
en una manera regulada y que actua sobre sustratos neurales, por ejemplo,
neuronas, ceélulas gliales, o células diana no neuronales, por ejemplo, una

glandula o musculo (Burbach, 2010).
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2.1.2 Caracteristicas estructurales y su accién

Los NPs son moléculas formadas por cadenas cortas de aminoacidos
(generalmente menos de 100). Ademas son sustancias neuroactivas que pueden
actuar como neurotransmisores, neuromoduladores y neurohormonas. Asi, la
liberacion de un determinado NP al espacio extracelular a partir de una neurona

peptidérgica, implica que el NP puede ejercer:

1) Una accién neurotransmisora (se une a receptores localizados en el

componente postsinaptico préximo); es la denominada sinapsis quimica.

2) Una accion paracrina (neuromoduladora). EI NP se une a sus receptores
localizados en el componente postsinaptico situado algo alejado del lugar en

donde se libero.

3) Una accion autocrina (neuromoduladora). EI NP se une a los autorreceptores

localizados en el componente presinaptico.

4) Una accion fisioloégica muy alejada del lugar en donde se liberé (neurohormona)

(Lépez-Garcia, 2002 y Duque, 2009).
2.1.3 Biosintesis

La sintesis de los NPs (Figura 1), tiene lugar en el reticulo endoplasmico rugoso
(RER) del cuerpo neuronal, donde se forma un gran precursor, el pre-propéptido,
que es el producto inicial del gen especifico del NP. El pre-propéptido incluye una
secuencia sefal hidrofébica (de 15 a 30 aa) en el extremo amino terminal para
facilitar la translocacion a través de la membrana del RER durante su sintesis

(Flores, 2008 y Lopez-Garcia, 2002).

La secuencia de aminoacidos «pre» o «sefal» (15-30 aa) es separada de la
proteina incluso antes que se termine de sintetizar toda la molécula, merced a una
metaloendopeptidasa de las cisternas del RER, formandose asi el propéptido.
Esta es posteriormente vehiculada hacia el aparato de Golgi, donde se va
acumulando en granulos secretores; a lo largo de este proceso de transporte y

almacenamiento granular, el propropéptido sufre modificaciones estructurales

3
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(glucosilacion, formacidn de puentes S-S y fosforilacidn) mediante enzimas
especificas y sucesivos procesos de protedlisis que daran origen a los NPs (Flores,

2008).
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Figura 1. Mecanismos celulares de sintesis y liberacion de los Neuropéptidos (NPs). Los NPs
sintetizados por los ribosomas se enroscan a través de la membrana del Reticulo Endoplasmico
Rugoso (RER), desde donde son enviados al aparto de Golgi mediante vesiculas transportadoras. Alli
se empaquetan en vesiculas secretoras. El procesamiento (escisiéon, glucosilacion, amidacion,
sulfacion etc.) tiene lugar en las vesiculas de transporte y secretoras, y los productos son liberados de

la célula por exocitosis (Rang, 2012).

Practicamente todas las proproteinas poseen pares de aminoacidos basicos que
flanquean las secuencias de NPs que han de ser separadas (Figura 2). Los pares
de residuos basicos mas comunes son las secuencias Lys-Arg, Arg-Lys, Arg-Arg y

Lys-Lys; estas parejas son divididas inicialmente por endopeptidasas y luego
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actuan carboxipeptidasas que retiran los residuos basicos del lado C-terminal del
péptido. A menudo los NPs ya formados sufren transformaciones subsiguientes en
las terminaciones N y C: amidacién del C-terminal (en a-MSH, TRH, sustancia P y
colecistocinina), acetilacion del N-terminal (b-endorfina y a-MSH), ciclizacion del
radical glutamico (TRH, gastrina y bombesina) o puede sulfatarse la tirosina (CCK)

(Flores, 2008).
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Figura 2. Sintesis de un Neuropéptido (NP). Las regiones codificadoras del gen (exones) se
transcriben, cortan y empalman para dar lugar al Acido Ribonucleico mensajero (ARNm), segmentos
del cual (azul) son traducidos para producir prepropéptidos. La escision de la sefal N-terminal da
lugar al propéptido, a partir de la cual las endopeptidasas escinden fragmentos peptidicos. Estos
pueden ser activos como tales o experimentar un procesamiento postraduccional (amidacién, etc.)
(Rang, 2012).

La actividad y la especificidad de las endopeptidasas y carboxipeptidasas son
factores importantes porque de ellas dependen la rapidez, la cantidad y la
naturaleza de la division de NPs. Algunas son especificas de toda una familia de
NPs, mientras que otras muestran relativa inespecificidad. Asi, por ejemplo, la

carboxipeptidasa B procesa numerosos NPs y hormonas, mientras que la
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carboxipeptidasa E parece especifica de la sintesis de encefalina (encefalina-

convertasa), (Flores, 2008).

Existen propéptidos cuyo procesamiento origina varios NPs activos. Esto significa
que, en funcion de la presencia y la actividad de las enzimas procesadoras, una
neurona puede dirigir la formacion de NPs en una direccion o en otra o modificar la

cantidad formada de un determinado NP (Flores, 2008).

Las propéptidos se pueden agrupar en tres tipos diferentes, en funcién de los

péptidos que generan:

— El primer tipo estaria constituido por aquellos propéptidos con duplicaciones de
una secuencia idéntica. Entre ellos cabe destacar el precursor de la hormona

liberadora de tirotropina (TRH), que contiene cinco copias de la hormona.

— El segundo grupo de propéptidos engloba aquellas que contienen secuencias
relacionadas, como es el caso del péptido preprointestinal —que codifica para el
péptido intestinal vasoactivo (VIP) y para el péptido histidina metionina-27 (PHM-
27)—, la POMC —que codifica para la hormona adrenocorticotrofica (ACTH) y varias
hormonas estimulantes de melanocitos y endorfinas—, la preprohipocreatina —
precursora de los NP hipotaldmicos descritos recientemente —la hipocreatina 1y 2

—también denominadas orexina Ay B—.

— Existe un tercer tipo de propéptidos que generan péptidos con funciones
bioldgicas diferentes. Entre ellas se pueden citar la protacinina A, de la que deriva
la sustancia P (SP), y la neurocinina A. Sin embargo, la neurocinina B esta
codificada por un gen diferente, por lo que se demuestra que los NPs de una

familia especifica pueden derivar de precursores diferentes (Lopez-Garcia, 2002).

Los propéptidos, por lo tanto, pueden dar lugar a una amplia variedad de NPs
necesarios para mediar distintas funciones fisiolégicas. Sin embargo, éste no es el
unico mecanismo para crear diversidad en la produccion de NPs bioactivos. Todos
los pasos que median la expresion de un gen codificante para un propéptido

puede estar involucrado en la generacion de diversidad, incluso la expresion de un
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gen para un propéptido puede estar regulada diferencialmente en distintos tejidos.
Las neuronas con el mismo gen codifican un propéptido que puede liberar distintos
NPs dependiendo de los diversos modos de procesar el precursor propéptido

(L6pez-Garcia, 2002).

2.1.4 Familias de neuropéptidos

En un sentido amplio, los NPs han sido agrupados en familias en base a diferentes
criterios, tales como su localizacion anatomica, funcion bioldgica, la homologia de

secuencia y la derivacion de un precursor comun (Meringhi, 2002).

Naturalmente, cada variante significa un péptido diferente con propiedades
fisiolégicas y farmacoldgicas distintas, pero que indica la existencia de una

homologia transmitida desde el origen génico (Flores, 2008).

En ocasiones, los miembros de una familia neuropeptidica son expresion de genes
diferentes con secuencias homodlogas de bases, lo que hace suponer que estos

genes derivan o son producto evolutivo de un gen ancestral comun (Flores, 2008).

Otras veces, un mismo gen origina varios NPs; en ocasiones, estos péptidos

tienen secuencias homodlogas, pero en otras no (Flores, 2008).

Las sinapsis peptidérgicas generalmente responden al mismo esquema que la
sinapsis de los neurotransmisores clasicos (Lopez-Garcia, 2002). A continuacion

hablaremos sobre codmo se da esta.
2.1.5 Sinapsis peptidérgica: Liberacion, receptores y degradacion

En primer lugar se tiene que producir una despolarizacién de la terminal
presinaptica seguida de una apertura de canales de calcio (Ca?*) voltaje-
dependientes que permite la entrada de este ion al interior de la neurona. Estos
iones Ca?* promueven la movilizacion de las vesiculas que contienen al NP para
finalmente fusionarse con la membrana plasmatica. A continuacion se debe

producir la liberacion del NP (Lépez-Garcia, 2002).
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Los NPs y los neurotransmisores clasicos pueden coexistir y liberarse
conjuntamente. En las neuronas adultas la combinacién habitual es de un
neurotransmisor clasico y uno o mas péptidos derivados de una clase de
propéptido (Figura 3). Un ejemplo es la coliberacion y cotransmision de glutamato
y dinorfina en el hipocampo, donde el glutamato actua como neurotransmisor
excitatorio y la dinorfina actia como péptido opioide inhibitorio sobre las células
postsinapticas cercanas que poseen receptores para ambos mensajeros quimicos.
En ocasiones, la liberacion conjunta de un neurotransmisor clasico y un NP
supone una accién neuromoduladora de éste sobre el neurotransmisor (Lépez-Garcia,

2002).

Figura 3. Dibujo esquematico de una
sinapsis. Terminal nerviosa presinaptica

(izquierda) que alberga diferentes tipos de

Dondrite

vesiculas: vesiculas sinapticas pequeiias
(SSV) que almacenan neurotransmisores
clasicos. Las vesiculas grandes de nucleo
denso (LDCV) que almacenan

principalmente NPs, pero en algunos

Liberacion sinaptica casos, también pueden almacenar algtn
neurotransmisor clasico (Hokfel, 2013).
®) v
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Los NPs son insolubles en la membrana plasmatica; por lo tanto, no pueden
atravesarla, y deben ejercer sus efectos interactuando con receptores de la
superficie celular. Esta interaccion entre el NP y el receptor normalmente da lugar
a un cambio en la estructura tridimensional del receptor, fenémeno que origina una
cascada de eventos en la célula que se traducira en una respuesta celular (Lépez-

Garcia, 2002).
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De hecho, mas del 80% de los receptores de los NPs son receptores acoplados a
una proteina G. En general, estos receptores contienen un lugar de
reconocimiento para el ligando y un lugar de reconocimiento para una proteina G
particular. Estan constituidos de una cadena unica de 400 a 600 residuos de
aminoacidos. El grupo amino terminal que contiene lugares para la glucosilacion
es extracelular, mientras que el grupo carboxilo terminal presenta lugares para la

fosforilacidén por proteinas cinasas y es intracelular (Lopez-Garcia, 2002).

Ademas, estructuralmente estos receptores se caracterizan por la existencia de
siete tramos de 22-28 residuos hidréfobos separados por segmentos hidrofilos.
Estos segmentos transmembrales forman haces de hélices estrechamente

empaquetados que atraviesan la membrana (Lépez-Garcia, 2002).

La union del NP a su receptor provoca la activacion de una enzima, generalmente
una adenilato ciclasa (AC), que cicla nucleétidos localizados en la superficie
interna de la membrana, concretamente esta enzima convierte adenosin trifosfato
(ATP) en adenosin monofosfato cicliclo (AMPc). Este AMPc se combina con una
proteina cinasa A (PKA). La PKA consta de una subunidad reguladora y otra
catalitica. La interaccion del AMPc con la subunidad reguladora provoca la
liberacion de la unidad catalitica, que puede funcionar como una enzima
fosforilante. Ademas de afectar a la membrana y al citoplasma adyacente, la
respuesta también puede implicar al genoma de la célula a través de acciones
sobre el ADN y asi producir efectos a largo plazo sobre el metabolismo celular, el
crecimiento y la diferenciacion. Otros NPs actuan a través de la hidrdlisis del
fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP2), que da lugar a la formacién de otro grupo de
segundos mensajeros como el diacilglicerol (DAG) y el inositol 1,4,5 trifosfato (IP3).
También existen receptores G de NP acoplados a canales. Otros receptores sobre
los cuales actuan los NPs son los ligados a receptores de tirosina cinasa (TK) o
Guanilato ciclasa. Un numero muy pequefio actua sobre canales controlados por

ligandos (Duque, 2009; Lépez-Garcia, 2002 y Rang, 2012).

Los mecanismos de eliminacién de los NPs de la hendidura sinaptica son criticos

para la transmision sinaptica. La persistencia del NP en el espacio sinaptico tras

9



Capitulo 2. Generalidades

su liberacién puede impedir nuevas comunicaciones e incluso puede provocar que
la sinapsis acabe siendo refractaria, principalmente debido a la desensibilizacién

del receptor por la exposicion continuada al NP (Lépez-Garcia, 2002).

Se han descrito tres mecanismos por los cuales el tejido nervioso es capaz de
eliminar a los NPs: la difusion, la degradacion enzimatica y la recaptura o captura,
tanto por la terminal presinaptica como por las células gliales (Figura 4). Los NPs,
en general, se eliminan mas lentamente que los neurotransmisores clasicos. Esta
inactivacion lenta de los NPs contribuye a prolongar la duracién de sus efectos y

provoca que su metabolismo sea mas parecido al de las hormonas que al de los

neurotransmisores clasicos (Lopez-Garcia, 2002).
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Figura 4. Mecanismos de inactivacion extracelular de los NPs: Difusion, degradacion enzimatica y

Recaptura o captura (Méndez, 1991).
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2.1.5.1 Degradacién de neuropéptidos: peptidasas

En general, las enzimas proteoliticas son aquellas que catalizan la hidrdlisis de los
enlaces peptidicos y se dividen en exopeptidasas y endopeptidasas. Las primeras
hidrolizan los enlaces proximos a los extremos N o C-terminales de la cadena
polipeptidica, mientras que las endopeptidasas actuarian sobre enlaces distintos

de los extremos de la cadena (Lopez-Garcia, 2002).

Una vez separados los NPs del receptor al que estaban unidos, son degradados
por la acciéon de las peptidasas. Estas estan localizadas en las membranas
plasmaticas de las neuronas o de la glia (su zona activa esta orientada hacia el

espacio extracelular), asi como en el plasma sanguineo (Dugue, 2009).
2.1.6 Neuropéptidos: oportunidades para el descubrimiento de farmacos

Ademas de la comprension de la fisiologia y del papel funcional de los NP, las
investigaciones recientes se estan dirigiendo hacia la produccion de farmacos que
podrian tratar una amplia variedad de enfermedades (por ejemplo: ansiedad,
depresion y urticaria de contacto). Asi, los NPs han provocado un enorme interés

en la industria farmacéutica en las ultimas décadas (Lopez-Garcia, 2002).

El gran numero de NPs, receptores y enzimas encargadas del metabolismo de los
NPs ofrecen muchas oportunidades para el descubrimiento de nuevas dianas

farmacolodgicas para el tratamiento de trastornos del sistema nervioso (Hokfelt, 2003).

70 afos después del descubrimiento de la SP y después de 30 afios de la
investigacion dirigida y exhaustiva en los NPs, el primer medicamento es un
antagonista de la SP, denominado MK 869 (Figura 5), que ha sido probado

clinicamente para el tratamiento de la depresidn (Hokfelt, 2003).

El antagonista es tan eficaz como los inhibidores selectivos de la recaptacion de
serotonina (5-HT) y presenta menos efectos secundarios. Por otra parte, este
farmaco ha sido aprobado por la FDA de EE.UU. para el tratamiento de la emesis

después de la quimioterapia (Hokfelt, 2003).

11
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La lentitud de los avances en la investigacion de péptidos es en parte debido a las
dificultades en la sintesis de agonistas o antagonistas selectivos y potentes que
puedan atravesar la barrera hematoencefalica asi como tener resistencia a la

degradacion catalizada por peptidasas (Hokfelt, 2003).

Arg-Pro-Lys-Pro-Glu-Glu-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,

HO._.0

Figura 5. La Sustancia P y su antagonista MK-869 (Hokfelt, 2003).

La necesidad de entender, que hacen los NPs y como lo hacen se ha convertido
en una cuestion importante en la investigacion de péptidos. Animales
invertebrados, incluyendo el reino de los moluscos han servido como una rica
fuente para el aislamiento de NPs y para el ensayo de sus efectos fisioldgicos (Kiss,

2011).
2.2 Moluscos como modelo en el estudio de los neuropéptidos

Los moluscos se han utilizado con éxito como modelo para el estudio molecular y

el estudio de mecanismos celulares (Kiss, 2011).

Estos modelos tiene beneficios bien conocidos, como el que el sistema nervioso
contiene relativamente pocas neuronas y estas son grandes en tamano. Estos
factores ofrecen ventajas técnicas cuando se investiga la localizaciéon del NP en

una neurona particular y la determinacién del papel funcional (Kiss, 2011).

Son tres las principales clases de moluscos utilizados como sistemas modelo:

Bivalvia, Gastropoda y Cephalopoda (Rozda, 1984).
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2.2.1 Cefalépodos
Los cefaldépodos (del griego kephalo: cabeza y podés: base o pie) son una clase
de moluscos donde se incluyen los pulpos, se distinguen por tener un cuerpo

blando con simetria bilateral y ojos bien desarrollados (SAGARPA, 2014).

La caracteristica mas representativa de los pulpos es que poseen ocho brazos.
Cada brazo presenta dos filas de ventosas, su numero y posicién son caracteres

taxondmicos importantes (SAGARPA, 2014).

2.2.1.1 Importancia del Pulpo maya o rojo (Octopus maya)

El llamado pulpo rojo, Octopus maya, es una especie que se distribuye
exclusivamente en la peninsula de Yucatan (Figura 6), donde su captura se ha
convertido en una de las actividades primarias mas importantes de las costas de
los estados de Campeche y Yucatan. La pesca de O. maya, junto con la captura
del pulpo paton O. vulgaris, genera cerca de 15 000 empleos directos y una
derrama econdmica anual de 360 millones de pesos en toda la region, la cual se
sustenta en la exportacion de mas de 80% del pulpo capturado, principalmente a

los mercados de Europa y Japon (Juarez, 2011).

Debido a la extensa veda (16 de diciembre al 31 de julio) que limita la captura del
molusco a solo cuatro meses al ano; aunado a la disminucion en los volUumenes de
captura, los cuales han reportado una baja hasta de un 60% en el 2005, es que

actualmente se realiza el desarrollo de la tecnologia de cultivo de este organismo

(Serna, 2008).

Figura 6. La poblacion endémica del pulpo
Octopus maya (O. maya) se distribuye
desde Ciudad del Carmen, Campeche hasta

Isla Mujeres, Quintana Roo (Espinosa, 2013).
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2.2.1.1.1 Aspectos biolégicos

El Pulpo rojo (Figura 7), alcanza un tamafio que va de entre 60 cm y 1 m. Posee
bajo cada ojo una mancha oscura, redonda, como un enorme lunar, llamada ocelo

y que le ha valido el nombre comun de cuatro 0jos (Morales, 2009).

La razén por la cual el pulpo rojo o maya unicamente habita los alrededores de la
peninsula de Yucatan, obedece a su forma de reproducciéon. Este produce entre
1500 y 2000 grandes huevos de mas de 1.5 cm de longitud que la hembra
conserva en su refugio y protege celosamente de los depredadores durante dos
meses de incubacion. También los limpia de particulas que se depositen sobre

ellos y los airea sin cesar arrojandoles chorros de agua fresca (Morales, 2009).

Finalmente, las crias nacen, sin pasar por la fase larvaria, plenamente
desarrolladas, ya con la apariencia de un adulto y capaces de moverse agilmente,
atrapar a sus presas, cambiar de coloracion y hasta arrojar tinta. Durante esos dos

meses, la madre no come en absoluto y, cumplida su mision, muere (Morales, 2009).

En tales condiciones, los huevos no se dispersan ampliamente, por ello el pulpo

maya solo existe en esta pequefia regidén del mundo (Morales, 2009).

Figura 7. A) Fotografia de un espécimen de pulpo rojo O. maya (Espinosa, 2013). B) Monumento al pulpo

rojo O. maya en Isla Arenas, Campeche, cerca de los limites con Yucatan (Morales, 2009).
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2.2.1.1.2 Taxonomia
La ubicacion taxonomica del pulpo maya o rojo es:
Reino: Animalia
Phylum: Mollusca
Clase: Cephalopoda
Subclase: Coleoidea
Superorden: Octobrachia
Orden: Octopoda
Suborden: Incirrina
Familia: Octopodidae
Subfamilia: Octopodinae
Género: Octupus
Especie: O. maya (SAGARPA, 2014)

2.2.1.1.3 EIl pulpo rojo como modelo de investigacion y fuente de un nuevo

agente terapéutico.

El pulpo rojo ha sido sugerido como modelo para estudiar diversas respuestas,
como es el caso de la respuesta inmune por su capacidad para infectarse por
organismos patogenos; en estudios de comunicacion conductual en la que se
utilizan el color de su cuerpo y la posicion de los tentaculos para indicar su actitud
hacia su presa u otros pulpos, donde su postura y color son comparables a las
expresiones faciales y el lenguaje corporal de monos y humanos, en estudios de
aprendizaje en el que los resultados obtenidos en pulpos han sido comparables a
estudios similares en ratas y en estudios de neurobiologia, electrofisiologia

neuronal, neuroquimica y neurosecrecion (Wilson, 2014).
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Asi mismo, en su saliva se han encontrado diversas moléculas como los son
enzimas, neurotransmisores y moléculas de naturaleza proteica (Pech, 2014). Entre
estas ultimas cabe destacar la presencia de un NP el cual podria servir para el
desarrollo de un nuevo agente terapéutico y que es objeto de estudio de este

trabajo.

Para conocer el potencial que tiene el NP como nuevo agente terapéutico es
necesario la realizaciéon de pruebas farmacoldgicas. Una prueba farmacoldgica se
aplica en un sistema biolégico para conocer el efecto que le provoca la interacciéon
con una sustancia (en este caso el NP) y puede ser mediante algun modelo in vivo
o in vitro. En las pruebas in vivo se utilizan animales intactos mientras que en las
pruebas in vitro se utilizan preparaciones aisladas de 6rganos o tejidos. Las
especies comunmente utilizadas en ambos estudios son ratones y ratas (izquierdo,

2004).

2.3 Modelo in vitro para la evaluaciéon del efecto del NP y la concentracion
Efectiva 50 (CEso)

El estudio de la motilidad del tracto gastrointestinal (Gl) mediante técnicas in vitro

puede ser util en la determinacion de:
1) El potencial terapéutico de los nuevos farmacos en trastornos de la motilidad.

2) Las alteraciones en la motilidad secundarias a los estimulos fisiologicos o

farmacologicos.
3) El efecto de la condicion patoldgica sobre la motilidad Gl (Peddireddy, 2011).

Generalmente en los experimentos farmacoldgicos se utiliza el intestino delgado
ya que es largo y delgado, y puede ser cortado en piezas mas pequefias. Este en
mamiferos esta constituido de tres partes: duodeno, yeyuno e ileon, cuyas

porciones muestran pequefias variaciones de especie a especie (Peddireddy, 2011).
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2.3.1 Estudio in vitro en ileon aislado

El modelo de ileon aislado, es una prueba farmacolégica in vitro que fue descrita
inicialmente en 1904 por Magnus, es utilizada para evaluar la actividad
antiespasmodica de los extractos de plantas y farmacos (Gaginella, 1996 y Gallardo,

2005).

Los segmentos aislados de intestino de cualquier especie animal menor,
mantienen la funcion de contraccion y relajacion incluso durante horas a
temperatura ambiente, a condicion de mantenerlos inmersos en una solucién

adecuada (Gallardo, 2005).

Para evaluar la actividad antiespasmddica, el ileon aislado es adecuado en un
bafo de o6rganos en solucion fisiolégica y condiciones adecuadas de pH,
temperatura y oxigenacién, al poner en contacto el tejido suspendido con los
compuestos activos, se produce contraccién o relajacion, dependiendo de su
naturaleza quimica. EI segmento de intestino al contraerse o relajarse modifica la
tension mecanica que ejerce, la que es convertida en seial eléctrica mediante un
transductor de tension. La sefial eléctrica puede ser amplificada y registrada para

cuantificar los cambios en la tensién (Gallardo, 2005).
Las principales ventajas de este modelo son:

- Las contracciones son relativamente simples y rapidas de registrar.
- Se requieren pequefas cantidades de sustancia para inducir un efecto en el
ileon.
- Relativa facilidad para llevar a cabo la prueba (Cano, 2013 e Izquierdo, 2004).
La prueba in vitro en este trabajo se realizé utilizando intestino delgado de rata

(especificamente el ileon).
2.3.2 Intestino delgado de rata

El intestino delgado en rata es un tubo largo que mide aproximadamente 90 cm.
Se extiende desde la valvula pilérica del estbmago a la valvula ileocecal del

intestino grueso y se divide en tres segmentos:
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- Doudeno: el segmento craneal del intestino delgado. Se extiende desde la

valvula pilérica a su unién con el yeyuno.

- Yeyuno: el segmento medio del intestino delgado. Es el mayor en longitud, pero

no facilmente distinguible de los otros dos segmentos.

- {leon: el segmento de caudal. Se extiende desde su unién con el yeyuno a la

valvula ileocecal, en el que el intestino grueso se origina (Wingerd, 1988).

La pared del intestino de rata esta compuesto por cuatro capas (Figura 8), la parte
mas externa del intestino se conoce como serosa. Bajo la serosa se encuentran la
muscular compuesta por dos capas de musculo liso: en la primera las células
musculares estan orientadas longitudinalmente, mientras que en la segunda estan
orientadas de forma circular. Posteriormente se encuentra la submucosa y la

mucosa (Krinke, 2000).

TG it
Pliegues
T
~

Conducto excretor de
la glandula exterior
del tubo digestivo

Células del plexo
de Auerbach

Glandulas de la B _ 5
e (SAiptna s B erina propial
Lieberkuhn § b
Covn e
circular :
Capa muscular Células del plexo de
longitudinal Meissner

Nodulo linfoide

Figura 8. Las cuatro capas del intestino delgado de Rata. De la profundidad a la superficie, son la

mucosa, la submucosa, la muscular y la serosa (Krinke, 2000).

Debido a que la muscular se encarga de la motilidad intestinal (MI) gracias a la
composicion de las dos capas que la conforman, que es musculo liso y a como se
orientan estas ultimas, procederemos a explicar como es que se genera la
motilidad de manera normal asi como esta se puede altera por ciertos factores
(fundamento de nuestro modelo in vitro); para esto hay que hablar sobre musculo

liso asi como de los principios generales de la MI.
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2.3.2.1 Musculo Liso

En general el musculo liso puede dividirse en musculo liso unitario (o visceral) y
musculo liso multiunitario (Ganong, 2010). Dentro de estos al que nos enfocaremos es
al musculo liso unitario que es el tipo de musculo que conforma el intestino

delgado.

Los musculos lisos de las visceras (Figura 9) se hallan en estructuras tubulares
que forman parte de las paredes de pequefas arterias y venas, y de organos
huecos, como estomago, intestino, utero y vejiga. Las fibras se conectan entre si
mediante uniones en la hendidura, que forman una red a través de la cual pueden
propagarse los potenciales de accion. Cuando un neurotransmisor, una hormona o
una sefal quimica estimulan una fibra, el potencial de accion muscular se
transmite a las fibras vecinas, que entonces se contraen simultdaneamente, como
una sola unidad. Estos se caracterizan por su movilidad espontanea y por su

sensibilidad al estiramiento (Tortora, 2013 y Jiménez 2003).
Existen tres caracteristicas fisioldgicas generales de los musculos lisos:

- Son capaces de contraerse lenta y sostenidamente con un gasto energético
minimo.
- Suinervacion motora es exclusivamente autonémica

- Todos presentan cierto grado de tono, es decir, de tensidén de reposo basal

(Jiménez, 2003).

Neuronas
autlondmicas

Naocleo
Figura 9. Fibras musculares lisas unitarias
(viscerales). Se conectan entre si a través de uniones
en hendidura y se contraen como una unidad (Tortora,
2013).

Fibras

musculares

Tejido muscular liso
unitario o visceral
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2.3.2.2 Principios generales de la motilidad intestinal

Las fibras del musculo liso del intestino delgado se disponen en haces, formados
por hasta 1000 fibras paralelas. Como ya se habia mencionado antes, en la capa
muscular longitudinal, los haces se extienden en sentido longitudinal por el tubo

digestivo, mientras que en la capa muscular circular lo rodean (Guyton and Hill, 2006).

En cada haz, las fibras musculares estan conectadas eléctricamente unas a otras
mediante un gran numero de uniones intercelulares en hendidura que permiten el
paso de iones de unas células a otras con escasa resistencia. Por tanto, las
sefales eléctricas que inician las contracciones musculares pueden viajar con

rapidez de una fibra a otra dentro de cada haz (Guyton and Hill, 2006).

Cada haz de fibras musculares lisas se encuentra separado por tejido conjuntivo
laxo, pero los haces se fusionan entre ellos en muchos puntos, de modo que, en
realidad cada capa muscular representa una trama ramificada de haces de
musculo liso. Asi pues, cada capa muscular actia como un sincitio y cuando
aparece en algun punto de la masa muscular un potencial de accion, este se
transmite por ella en todas direcciones. La distancia recorrida depende de la
excitabilidad del musculo; a veces, se detiene después de sélo unos milimetros y
otras, atraviesa varios centimetros o incluso toda la longitud y anchura del

intestino delgado (Guyton and Hill, 2006).

Ademas existen unas pocas conexiones entre las capas musculares longitudinal y
circular, por lo que la excitacidon de una de ellas suele estimular también la otra

(Guyton and Hill, 2006).
2.3.2.2.1 Actividad eléctrica del musculo liso intestinal

El musculo liso intestinal (MLI) se excita por la actividad eléctrica intrinseca lenta y
casi continua que recorre las membranas de las fibras musculares. Esta actividad
posee dos tipos basicos de ondas eléctricas: ondas lentas y potenciales en espiga
(Figura 10).
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Ondas lentas. Casi todas las contracciones intestinales son ritmicas y este ritmo
esta determinado fundamentalmente por la frecuencia de estas ondas del
potencial de membrana del musculo liso. Las cuales no son potenciales de accion,
sino que constituyen cambios lentos y ondulantes del potencial de membrana en
reposo. No se conoce con exactitud el origen de las estas ondas, pero parece que
podrian deberse a interacciones complejas entre las células musculares lisas y
unas células especializadas, llamadas células intersticiales de Cajal, que se cree
actuan como marcapasos eléctricos para las fibras musculares lisas. Estas ultimas
células forman una red y se encuentran entremezcladas con las capas del
musculo liso, con cuyas células establecen contactos parecidos a una sinapsis.
Las células intersticiales de Cajal sufren cambios ciclicos de su potencial de
membrana debido a unos canales i6nicos peculiares que se abren de manera
periodica y producen corrientes hacia el interior (marcapasos) que podrian generar

la actividad de ondas lentas (Guyton and Hill, 2006).

En general, estas ondas no inducen por si mismas contracciones musculares
(porque solo propician la entrada de iones sodio a las fibras musculares). Su
funcion principal consiste en controlar la aparicion de potenciales intermitentes en

espiga que, a su vez, producen la contraccion muscular (Guyton and Hill, 2006).

Potenciales en espiga. Verdaderos potenciales de accién. Se generan

automaticamente cuando el potencial en reposo de la membrana del MLI alcanza
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un valor mas positivo que -40 milivoltios (el potencial normal en reposo de la
membrana de la fibras de MLI varia de -50 a -60 milivoltios) cuanto mas asciende
el potencial de onda lenta por encima de ese valor, mayor sera la frecuencia de los
potenciales en espiga, que suele oscilar entre 1 y 10 espigas por segundo (Guyton

and Hill, 2006).

Los potenciales de accion en el MLI se deben a la entrada en la célula de iones
calcio junto con un menor numero de iones sodio por lo que reciben el nombre de
canales calcio-sodio. La apertura y cierre de estos canales suceden de manera
lenta lo que justifica la larga duracién de los potenciales de accion. Ademas el
movimiento de grandes cantidades de iones calcio hacia el interior de las fibras
musculares durante el potencial de accion desempefia un papel especial en la
produccion de las contracciones de las fibras del musculo intestinal (Guyton and Hil,

2006).
2.3.2.2.2 Cambios de voltaje del potencial de membrana en reposo

Ademas de las ondas lentas y de los potenciales en espiga, el voltaje basal del
potencial de membrana en reposo del musculo liso puede cambiar. En condiciones
normales, el potencial de membrana en reposo tiene un valor medio de unos -56
milivoltios, pero son muchos los factores que pueden modificarlo. Cuando el
potencial se hace menos negativo (despolarizacion de la membrana), la fibra
muscular se excita con mas facilidad; cuando el potencial se vuelve mas negativo
(hiperpolarizacién de la membrana), la fibra se hace menos excitable (Guyton and Hil,

2006).

Los factores que despolarizan la membrana, es decir, los que la hacen mas
excitable son: 1) la distensién del musculo; 2) la estimulacion con acetilcolina
(Ach); 3) la estimulacién por los nervios parasimpaticos que secretan Ach en sus
terminaciones, y 4) la estimulacion por distintas hormonas intestinales especificas

(Guyton and Hill, 2006).

Son factores importantes que aumentan la negatividad del potencial de membrana

y que, por lo tanto, la hiperpolarizan reduciendo la excitabilidad de la fibra
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muscular: 1) el efecto de la noradrenalina (NA) o de la adrenalina sobre la
membrana de la fibra y 2) la estimulacion de los nervios simpaticos que secretan

principalmente NA en sus terminaciones (Guyton and Hill, 2006).
2.3.2.2.3 Excitaciéon del musculo liso visceral por distension muscular

Cuando el musculo liso visceral (unitario) es distendido lo suficiente, habitualmente
se generan potenciales de accion espontaneos, que se deben a una combinacién
de: 1) los potenciales de onda lenta normales y 2) la disminucion de la negatividad
global del potencial de membrana que produce la propia distension. Esta
respuesta a la distension permite que la pared del intestino, cuando se distiende

excesivamente, se contraiga automatica y ritmicamente (Guyton and Hill, 2006).
2.3.2.2.4 Bases fisicas de la contraccion del musculo liso

El musculo liso muestra grandes filamentos de actina unidos a denominados
cuerpos densos (Figura 11). Algunos de estos cuerpos estan unidos a la
membrana celular. Otros estan dispersos en el interior de la célula. Algunos de los
cuerpos densos de la membrana de células adyacentes estan unidos entre si por
puentes proteicos intercelulares. La fuerza de contraccion se transmite de unas

células a otras principalmente a través de estos enlaces (Guyton and Hill, 2006).

Interpuestos entre los filamentos de actina de la fibra muscular estan los
filamentos de miosina (Figura 11). Estos filamentos tienen un diametro superior al

doble que los filamentos de actina (Guyton and Hill, 2006).

La mayor parte de los filamentos de miosina tienen lo que se denomina puentes
cruzados “lateropolares”, dispuestos de tal manera que los puentes de un lado
basculan en una direccion y los del otro lado basculan en la direccion opuesta
Esto permite que la miosina tire de un filamento de actina en una direccién en un
lado a la vez que simultaneamente tira de otro filamento de actina en la direccion

opuesta en el otro lado (Guyton and Hill, 2006).

La utilidad de esta organizacién es que permite que las células musculares lisas

se contraigan hasta el 80% de su longitud (Guyton and Hill, 2006).
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1 Figura 11. Estructura fisica del musculo liso. La
fibra de la parte superior izquierda muestra los

s — 2N filamentos de actina que irradian desde los

V cuerpos densos. La fibra de la parte inferior
IJ : izquierda y el diagrama del lado derecho muestran
o miceina la relacion de los filamentos de miosina con los
! 'Iil filamentos de actina (Guyton and Hill, 2006).
W
e sl

2.3.2.2.5 Base quimica de la contraccién del musculo liso

La contraccion del musculo liso (Figura 12), sucede tras la entrada de iones calcio
en las fibras musculares. Los iones calcio, a través del mecanismo de control de la
calmodulina, activan los filamentos de miosina de la fibra y generan fuerzas de
atraccion entre éstos y los filamentos de actina, de este modo inducen la

contracciéon del musculo (Guyton and Hill, 2006).

A continuacion se describe la secuencia de los fendmenos de la contraccion y

relajacion del musculo liso:
Etapas en la contraccion (Figura 12):

1. Los iones calcio se unen a la calmodulina

2. La combinacién de calmodulina-calcio se unen a la miosina cinasa (enzima
fosforiladora) y la activa

3. Una de las cadenas ligeras de cada una de las cabezas de miosina (cabeza
reguladora) se fosforila en respuesta a esta miosina cinasa

4. Cuando la cadena reguladora esta fosforilada la cabeza tiene la capacidad

de unirse repetitivamente al filamento de actina y de avanzar
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5. Se produce de la contraccién muscular (Guyton and Hill, 2006)

Etapas en la relajacion (Figura 12):

1. Disminucion de iones calcio por debajo de un nivel critico
Termina la unidon de calmodulina-calcio
La enzima miosina fosfatasa escinde el fosfato de la cadena ligera
reguladora

4. No se produce el ciclo de unidén-separacion de la cabeza de miosina con el
filamento de actina

5. Finaliza la contraccion dando paso a la relajacion (Guyton and Hill, 2006)

Sarcolema

Filamento

inlermedio Figura 12. Fibra muscular

lisa relajada (fibra del lado
Nucieo
izquierdo) y contraida (fibra
del lado derecho). Miosina
Cuerpo denso (filamento grueso) y actina
(filamento delgado), (Tortora,

2013).

Filamento grueso
Filamento fino

Relajado Contraido

2.3.2.2.6 Contraccion tonica

La contraccion ténica es continua, no asociada al ritmo eléctrico basico de las
ondas lentas y a menudo persiste varios minutos o incluso varias horas. Su
intensidad suele aumenta o disminuir, pero la contraccion se mantiene (Guyton and

Hill, 2006).

Esta contraccion obedece en ocasiones a potenciales en espiga repetidos y
continuos, de forma que cuanto mayor sea la frecuencia, mayor sera el grado de

contraccion. En otros casos, la contraccidon ténica se debe a la accidon de
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hormonas o de otros factores que inducen la despolarizacién parcial y continua de
la membrana del musculo liso sin generar potenciales de accion. Una tercera
causa de contraccion tonica es la entrada continua de iones calcio dentro de la
célula a través de vias nos asociada a cambios de potencial de membrana. Estos

mecanismos aun no se conocen con detalle (Guyton and Hill, 2006).
2.3.2.2.7 Tipos funcionales de movimientos en el tubo digestivo

El tubo digestivo tiene dos tipos de movimientos: 1) movimientos de propulsion,
que producen el desplazamiento de los alimentos a lo largo del mismo a una
velocidad adecuada para su digestion y absorcién y 2) movimientos de mezcla y
segmentacion, que mantienen el contenido intestinal permanentemente mezclado

(Guyton and Hall, 2006 y Ganong, 2010).
2.3.2.2.7.1 Movimientos propulsivos: Peristaltismo

El movimiento basico propulsivo del tubo digestivo es el peristaltismo (Figura 13).
Alrededor del intestino se crea un anillo de contraccion que se desplaza hacia
delante, de forma analoga a cuando se colocan los dedos alrededor de un fino
tubo distendido, se contraen los dedos y se deslizan a lo largo del mismo.
Cualquier material situado delante del anillo de contraccion se desplazara hacia

adelante (Guyton and Hall, 2006).

El peristaltismo es una propiedad inherente a muchas estructuras tubulares con
musculo liso sincitial: la estimulacion de cualquier punto del intestino produce la
aparicion de un anillo de contraccion en el musculo circular intestinal que, a

continuacion, se propaga a lo largo del tubo digestivo (Guyton and Hall, 2006).

El estimulo habitual del peristaltismo es la distension del tubo digestivo. Asi,
cuando una gran cantidad de alimento se concentra en algun punto del tubo
digestivo, la distension de las paredes en este nivel estimula el SNE para que
contraiga la pared Gl situada 2 o 3 cm por encima de esa zona, haciendo que se
forme un anillo de contraccion que inicia el movimiento peristaltico. Otro estimulo

desencadenante del peristaltismo es la irritacidn quimica o fisica del revestimiento
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epitelial del intestino. Asimismo, las sefales nerviosas parasimpaticas intensas
que llegan al tubo digestivo inducen un fuerte peristaltismo en el mismo (Guyton and

Hall, 2006).

En el intestino delgado, la actividad peristaltica puede aumenta o disminuir por los
impulsos nerviosos autonomos que llegan a éste, pero su presentacién es
independientes de la inervacién extrinseca. Ademas de las sefiales nerviosas que
afectan el peristaltismo del intestino delgado, existen otros factores como los
hormonales, neurotransmisores y NPs que también influyen sobre él, como ya se

menciond en apartados anteriores (Guyton and Hall, 2006 y Ganong, 2010).

Contraccion peristaltica
Frente de la onda de distension
Figura 13. Movimiento de

peristaltismo del intestino

delgado (Guyton and Hall,
Tiempo cero 2006).

5 segundos después

2.3.2.2.7.2 Movimientos de mezcla y segmentacion

Cuando el quimo penetra en una porcion del intestino delgado, la distension de la
pared intestinal induce contracciones concéntricas localizadas espaciadas a
intervalos a lo largo del intestino. Las contracciones generan una “segmentacion”
del intestino delgado (Figura 14), de forma que el intestino queda dividido en
segmentos que adoptan el aspecto de una ristra de salchichas. Cuando un grupo
de contracciones de segmentacién se relaja, se inicia un nuevo conjunto, pero en
este caso las contracciones suceden, sobre todo, en zonas nuevas no afectadas
por las contracciones previas. Por tanto, las contracciones de segmentacion
suelen fragmentar el quimo, facilitanto la mezcla progresiva del alimento con las

secreciones del intestino delgado (Guyton and Hall, 20086).
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Al igual que la actividad peristaltica los movimiento de mezcla y segmentacion
pueden ser modificados por los impulsos nerviosos autbnomos que llegan a éste,

pero su presentacion es independientes de la inervacion extrinseca (Ganong, 2010).

Espaciados regularmente

Figura 14. Movimientos de
segmentacion del intestino

Aislados
delgado (Guyton and Hall, 2006).

Espaciados irregularmente

Débiles y espaciados regularmente

Las principales funciones fisiolégicas del tracto intestinal incluyen motilidad,
secrecion, digestion, absorcion y metabolismo. Estas funciones son reguladas por
hormonas intestinales (la secretina y motilina), el SNE, el SNA y mensajeros
quimicos (VIP, SST, por mencionar algunos), (krinke, 2000). A continuacion
hablaremos mas sobre como se dan estas regulaciones para la motilidad

intestinal.
2.3.2.2.8 Control hormonal de la motilidad intestinal

Son dos hormonas que tienen efecto sobre la motilidad del intestino delgado: la

secretina y la motilina (Guyton and Hall, 2006).

La secretina fue la primera hormona intestinal descubierta. Procede de células de
la mucosa del duodeno y se libera como respuesta al jugo gastrico acido que
alcanza el duodeno procedente del estbmago a través del piloro. Posee un leve

efecto sobre la motilidad del tubo digestivo (Guyton and Hall, 2006).

La motilina se secreta en la primera parte del duodeno durante el ayuno y su unica

funcién conocida es el aumento de la motilidad intestinal. La motilina se libera de
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forma ciclica y estimula las ondas de la motilidad intestinal llamadas complejos
mioeléctricos interdigestivos, que recorren el intestino delgado cada 90 minutos
durante los periodos de ayuno. La ingestion de los alimentos inhiben la secrecion

de motilina a través de mecanismos aun no bien conocidos (Guyton and Hall, 2006).
2.3.2.2.9 Control nervioso de la funcién intestinal

El tracto intestinal esta regulado por una red nerviosa intrinseca de nervios
conocida como sistema nervioso entérico (SNE), y por una red extrinseca que

forma parte del sistema nervioso autonomo (SNA), (Tortora, 2013).

Las fibras nerviosas y los glanglios del SNE se encuentran en dos plexos: el plexo
mientérico (de Auerbach) que se encuentra entre las capas de la muscular y el
plexo submucoso (de Meissner) que se encuentra dentro del tejido conectivo de la

submucosa (Krinke, 2000).
2.3.2.2.9.1 Sistema nervioso entérico

Es un conjunto grande y muy organizado de neuronas que se encuentran en las
paredes del intestino, aproximadamente 100 millones de neuronas. Este participa
en actividades motoras y secretorias del intestino (Goodman and Gilman, 2012 y Katzung

2013).

El SNE (Figura 15), consiste de motoneuronas, neuronas sensitivas e
interneuronas que se organizan principalmente en los plexos nerviosos (Goodman and

Gilman, 2012 y Katzung 2013).

Dichas redes neuronales reciben fibras preganglionares del sistema parasimpatico
y de axones simpaticos posganglionares; también reciben estimulos sensitivos
provenientes del interior de la pared del intestino (Goodman and Gilman, 2012 y Katzung

2013).

Las fibras de los cuerpos neuronales de dichos plexos discurren en sentidos
anterogrado, retrégrado y circular hasta el MLI, para de esta forma controlar la
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motilidad y a las células secretorias en la mucosa (Goodman and Gilman, 2012 y Katzung

2013).

¢ A neuronas del
SISTEMA NERVIOSO ENTERICO SNA y SNC
| Plexo mientérico [»
’ \’ /
S — - / . .
P Figura 15. Organizaciéon del
interneurona L.
Sistema Nervioso Entérico
(SNE) y como se relaciona con
Plexo submucoso : ) el Sistema Nervioso Auténomo
(SNA) y SNC (Sistema Nervioso
Central), (Tortora, 2013).
\

Neurona Neurona . e Neurona
motora motora Y Sensitiva
A XA

Capas de masculo liso -
circular y longitudinal de Epitelio de la mucosa
la muscular

2.3.2.2.9.2 Sistema Nervioso Autonomo

El SNE actua en forma semiautdbnoma y utiliza estimulos del SNA para modular la
actividad del intestino y devolver estimulos sensitivos al SNC (Figura 15), (Goodman

and Gilman, 2012 y Katzung, 2013).

El SNA modula la contraccién y relajacion del musculo liso a través de sus

componentes simpatico y parasimpatico (Goodman and Gilman, 2012).

El neurotransmisor de todas las fibras autondmicas preganglionares, de la mayor
parte de las fibras parasimpaticas posganglionares y de unas cuantas fibras
simpaticas posganglionares es la Ach. Este a través de sus receptores M2 y Ms

provoca la contraccion y la secrecidén del MLI (Goodman and Gilman, 2012).

Las fibras adrenérgicas comprenden la mayor parte de las fibras simpaticas

posganglionares; en ellas el principal neurotransmisor es la NA. Este a través de
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sus receptores a1, a2 y B2 provoca la relajacion y la disminucién de la secrecion del

MLI (Goodman and Gilman, 2012).
2.3.2.2.9.3 Vias reflejas digestivas

Muchas neuronas del SNE son componentes de las vias reflejas que regulan la

secrecion y la MI, en respuesta a estimulos presentes en su luz (Tortora, 2013).

Los componentes iniciales de la via refleja digestiva tipica son receptores
sensitivos (como los quimiorreceptores y los mecanorreceptores), asociados con

las neuronas sensitivas del SNE (Tortora, 2013).

Los axones de estas neuronas sensitivas pueden hacer sinapsis con otras
neuronas localizadas en el SNE, SNC o SNA y transmitir informacién a esas
regiones acerca de la naturaleza del contenido y el grado de distension

(estiramiento) del tubo digestivo (Tortora, 2013).

Las neuronas del SNE, SNC o SNA activan o inhiben posteriormente las glandulas

del MLI, la secrecion y motilidad de éste (Tortora, 2013).
2.3.2.2.9.4 Neurotransmisores y neuropéptidos presentes en el SNE

Desde el punto de vista farmacolégico, el SNE es mas complejo que los sistemas
simpatico y parasimpatico, ya que en el mismo intervienen neurotransmisores vy

NPs (Rang, 2012).
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Tabla 1. Neurotransmisores y NPs en el SNE, receptores y efectos en el musculo liso del intestino.

Sustancia

Receptor

Neurotransmisores

Efecto en el musculo liso del

intestino.

Acetilcolina (Ach)

Nicotinico NnAChR
Muscarinicos M2 y M3

Contraccién

Serotonina (5-Hidroxitriptamina, 5- 5-HToa Contraccion
HT) 5-HT4, y 5-HT7 Relajacién
ATP Pay Relajacion
Pax Contraccion
Noradrenalina (NA) ai, a2y B2 Relajacion
Dopamina (DA) D1yD2 Relajacién
Histamina Hiy H2 Contraccion
Glutamato (Glu) NMDA (NR1, NR2a y NR2g) Contraccion
AMPA (GIuR 1.4)
Kainato (GIuR s.7)
Metabotrépicos (mGlu 1-8)
Acido y-Aminobutirico (GABA) GABAay GABAs Contraccion
Relajacién
Oxido Nitrico (NO) Sgc Relajacion
Canabinoides (CBS) CBx Relajacién
Neuropéptidos
Sustancia P (SP) NKi1 Contraccién
Péptido Vasoactivo Intestinal (VIP) VPAC1y VPAC: Relajacién
Somatostatina (SST) SSTR2 Relajacién
Neuropéptido Y (NPY) Y1, Y2, Y Relajacion
Péptidos opioides Mu, kappa y delta Relajacién

A continuacién se presenta informaciéon relevante con relacibn a los
neurotransmisores y NPs mencionados en la tabla anterior.

2.3.2.2.9.4.1 Acetilcolina (Ach)

Hay dos tipos de receptores que median la transmision colinérgica en el SNE. La
Ach se une a los receptores nicotinicos (nNAchR) y muscarinicos (mAchR), (Figura
16). Los nAchR son canales idnicos activados por ligando, mientras que mAchR
son receptores acoplados a proteina G. Por lo tanto la unién de Ach genera
potenciales postsinapticos variables dependiendo del receptor presente en la
membrana celular, los receptores nicotinicos median una rapida transmision
excitatoria generando fEPSPs (potenciales postsinapticos excitatorios rapidos) y
mAchR median una lenta transmision excitatoria generando sEPSPs (potenciales
postsinapticos excitatorios lentos). Ambas clases de receptores estan presentes
en las células efectoras (receptores postsinapticos) o en terminales nerviosas
(receptores presinapticos) donde actuan como autorreceptores regulando la

liberacion de Ach a partir de terminales nerviosas (Harrington, 2010).
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Como ya se habia mencionado antes, los receptores nicotinicos son conductos
idnicos controlados por ligando cuya activacion siempre causa un incremento
rapido (milisegundos) en la permeabilidad celular a Na* y Ca?*, despolarizacion y

excitacion (Goodman and Gilman, 2012).

Se han clonado los ADNc para 17 tipos de subunidades nAchR para varias
especies. Estas consisten de subunidades a (a1 a a1) que componen los
principales sitios para la unién de ligandos, subunidades B (B14), gama, delta y
épsilon. Estos pueden ser heteropentameros u homopentameros cuyas
propiedades de especificidad estan determinadas por el tipo de subunidades que
forman el receptor. Estudios han demostrado que estan localizados en las
neuronas que estan en vias ascendentes y circunferenciales en el plexo

mientérico (Galligan, 2012; Goodman and Gilman, 2012 y Wood, 2012).

Los receptores muscarinicos estan principalmente localizados en la membrana
celular del musculo liso. La activacion de los receptores Mz (70-80%) y Ms (20-
30%) median la contraccion del musculo liso produciendo dos efectos principales
que son la inhibicion de la AC (via Gi/Go) y la activacion de la fosfolipasa C (via

Gq/G11) respectivamente (Figura 16), (Harrington, 2010).
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2.3.2.2.9.4.2 Serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT)

La 5-HT se encuentra en el tracto Gl y el SNC, y puede funcionar tanto como un
neurotransmisor y como hormona local en el intestino. Alrededor del 95% de la 5-
HT del cuerpo se encuentra en el tracto Gl, (aproximadamente 10 mg); 90% se
encuentra en las células enterocromafines (células EC) y el 5% en las neuronas
serotoninérgicas del plexo mientérico. El resto del 5% de la 5-HT se encuentra en

el cerebro. Toda la 5-HT en la sangre se deriva del tracto Gl (Sikander, 2009).

La 5-HT inicia respuestas tan diversas como nauseas, vomitos, secrecion
intestinal, modula el peristaltismo y juega un papel en la fisiologia del intestino

como un neurotransmisor entérico (Sikander, 2009).

La sorprendente gama de efectos de la 5-HT es en gran parte debido a la
presencia de multiples subtipos de receptores presentes en las neuronas
entéricas, las células EC, el MLI, posiblemente enterocitos y tejido inmune. Siete
tipos o familias y multiples subtipos de receptores de 5-HT han sido identificados,
y se han denominado como 5-HT1, 5-HT2, 5-HTs, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTs y 5-HT~

(Sikander, 2009).

Los receptores de 5-HT que se sabe que afectan las funciones motoras viscerales
son los que pertenecen a los subtipos 5-HT1, 2, 3, 4 y 7 (Figura 17). Receptores
neuronales 5-HT pueden inhibir o potenciar la liberacién del transmisor incluyendo
los subtipos 5-HT+1a (inhibitorio), 5-HTs, y 5-HTs4 (ambos excitatorios). Los
receptores de musculo liso 5-HT pueden contraer o relajar células efectoras y
pertenecen a los subtipos 5-HT2a (media la contraccion), 5-HT4, y 5-HT7 (ambos

median la relajacidn), (Sikander, 2009).

En la contraccién la 5-HT estimula a las neuronas colinérgicas con la liberacién de
Ach mientras que en la relajacion estimula a las neuronas inhibidoras nitrérgicas

para liberar NO (Sikander, 2009).

El receptor 5-HT3 es el uUnico canal catiénico de unién a ligando. Este receptor

parece ser el principal receptor de 5-HT responsable de la respuesta de
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despolarizacion rapida en las neuronas mientéricas, dando lugar a un aumento de

la liberacion de Ach de neuronas colinérgicas (Sikander, 2009).

- -
Receptor 5-HTz o, Receptor 5-HT7 o
- - -
- 'D o - ~ '- -
Receptor 5-HT4 Receptor 5-HT4

Receptor 5-HT1a

L ( o=
Contraccidn Relajacion

Figura 17. El principal papel de los receptores de Serotonina (5-HT) en el tracto gastrointestinal (Gl). La
Ach es liberada cuando la 5-HT estimula los receptores 5-HTs4, 5-HTs y 5-HT2a en las neuronas
colinérgicas entéricas y como resultado se presenta la contraccion del musculo liso (Figura lado
izquierdo). La 5-HT también estimula los receptores entéricos 5-HT1a, 5-HT4 y 5-HT7 en las neuronas
nitrérgicas que liberan Oxido Nitrico (NO), este provoca la relajacion del musculo liso (Figura lado
derecho), (Sikander, 2009).

2.3.2.2.9.4.3 Trifosfato de adenosina (ATP)

La evidencia actual indica que el sistema purinérgico juega un papel importante en
la regulacion de las funciones motoras intestinales a través de diferentes subtipos
de receptores purinérgicos. En particular, los receptores P2y parecen mediar
acciones principalmente relajantes (median la liberacion de NO/ATP), mientras
que los receptores P2x son propensos a conducir respuestas principalmente

excitatorios (median la liberacion de Ach), (Antonioli, 2013).

Subtipos de receptores P2x y P2y se han identificado en el plexo mientérico, el
plexo submucoso, neuronas motoras, sensoriales y las interneuronas implicados
en la neurotransmisién sinaptica, la neuromodulacién y actividades reflejas
incluyendo las vias excitatorios ascendente y las inhibitorias descendentes (Gourine,

2009).

35



Capitulo 2. Generalidades

Los receptores P2x estan asociados a canales ionicos triméricos (homo u
heteromérico), forman poros no selectivos a Ca?, K* y Na* provocando
respuestas inmediatas y rapidas (10 ms). Los receptores P2y son metabotropos y
estan asociados a la proteina Gq, por lo que su activacion estimula la fosfolipasa

C, la produccion de IP3 y la movilizacion de Ca?* (Flores, 2008).
2.3.2.2.9.4.4 Catecolaminas: Noradrenalina (NA) y Dopamina (DA)

Se han identificado tres tipos de receptores para NA los cuales son: a1y az que se
subdividen en tres subfamilias: a1 (que consisten en tres subtipos: 14, 18, y 1D), 2
(que consiste en tres subtipos 24, 28 y 2¢) y B (que consisten de los subtipos: B1, B2
y PBs). Todos los receptores adrenérgicos son receptores acoplados a proteina G.
Cada tipo de receptor muestra preferencia para clases particulares de proteinas G,

a1 para Gq, a2 para Giy B para Gs (Goodman and Gilman, 2012).

La NA regula la actividad del tracto Gl a través de la activacion de los receptores

a1, a2 y B2 provocando la relajacion del MLI (Goodman and Gilman, 2012).

La estimulacion de los receptores a1 y a2 provocan un incremento en la
concentracion de Ca?* intracelular provocando una hiperpolarizacion y relajacion
por medio de la activacion de los conductos de K* dependiente de Ca?*. Mientras
que la estimulacién de los receptores [ ocasiona la acumulacion de AMPc,
activaciéon de PKA y alteracidon de la funcidn de numerosas proteinas celulares

como consecuencia de su fosforilacidon (Goodman and Gilman, 2012).

Los receptores a2 actuan sobre la transmision colinérgica (inhibiendo la liberacion
de la Ach), mientras que los receptores a1 activan una subpoblacion de neuronas

del plexo mientérico (Hilisley, 1992).

El intestino también contiene a la DA, que ha sido confirmado recientemente

como un neurotransmisor intrinseco del SNE (zizzo, 2010).

Hay cinco subtipos de receptores de DA, que se pueden agrupar en dos familias:
la familia D1 que incluye los receptores D1y Ds, y la familia D2 que incluyendo los

receptores D2, D3, y D4 (Zizzo, 2010).
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La funcion de las neuronas dopaminérgicas entéricas en la regulacion de la
motilidad GI no es clara y el mecanismo de accion de la DA y la ubicacién de los

receptores de esta, son controversiales (Zizzo, 2010).

Sin embargo, en estudios en musculo de ileon de ratén se demostré que la DA
modula la actividad mecanica espontdanea y las respuestas neuronales
colinérgicas de este, principalmente a través de la activacion del receptor D1. La
DA al unirse a los receptores D1 activa la AC, aumenta la concentracién de AMPc,
y activa los canales de potasio sensibles a apamina, causando la inhibicion de la
actividad espontanea. Ademas, se describe una interaccion agonistica de los
subtipos de receptores dopaminérgicos en la regulacion contractil intestinal,
destacando el papel de aportacion de los receptores D2 en presencia de

receptores bloqueados D1 (zizzo, 2010).
2.3.2.2.9.4.5 Histamina

El control histaminérgico de la motilidad Gl es muy complejo y consta de
mediacién neuronal asi como los efectos directos sobre la contractilidad del
musculo liso. Tanto los subtipos de receptores de histamina clasicos, H1 y Ha, y el

caracterizado mas recientemente Hs, estan involucrados (Poli, 2001).

Los receptores de histamina H1 se encuentran principalmente en células de
musculo liso y causan la contraccidon con un mecanismo semejante a la de los
receptores muscarinicos Ms que consiste en un aumento de la disponibilidad de
calcio. Mientras que los receptores de histamina Hz2, a su vez, median
contracciones neurogénicas debido a una facilitacion de la transmision excitatoria

colinérgica y no colinérgica en las neuronas intramurales (Poli, 2001).

El receptor Hs controla de una manera negativa la liberacion de diferentes
neurotransmisores (Ach y SP) desde las terminales nerviosas del plexo mientérico
y fibras pre y posganglionares (colinérgicas, no adrenérgicas y no colinérgicas)

(Poli, 2001).

37



Capitulo 2. Generalidades

De los tres receptores mencionados anteriormente el que se expresa
principalmente en el tracto Gl es el receptor H1 (Figura 18). La activacién de este
receptor va a mediar la respuesta contractil en ileon a través de la elevacion de los

niveles de IP3, induciendo movilizacion del calcio intracelular (Cano, 2013).

Los receptores H1, H2 y H3 son receptores acoplados a proteina G (Montes, 2005).
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2.3.2.2.9.4.6 Glutamato (Glu)

Los receptores sobre los cuales actua el Glu son: ionotrépicos que incluyen los
receptores NMDA, AMPA y kainato, nombre dado de acuerdo a los agonistas
sintéticos selectivos originalmente utilizados para identificar los receptores de
NMDA (N-metil-D-aspartato; AMPA, acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propionico). Ademas, el Glu puede modular la excitabilidad neuronal y la
transmision sinaptica mediante la activacion de los miembros de una familia de

receptores acoplados a proteina G denominados receptores metabotropicos de

Glu (receptores mGlu), (kirchgessner, 2001).

Varias lineas de investigacion indican un papel para el Glu en la regulacion

excitatoria de la motilidad intestinal (Kirchgessner, 2001).

Ganglios entéricos contienen neuronas glutamatérgicas, un transportador neuronal
de Glu y receptores ionotropicos y metabotropicos de Glu. El Glu se ha encontrado
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en un subconjunto de neuronas localizadas en los ganglios de los plexos

mientérico y submucoso (Kirchgessner, 2001).

Hay dos familias de la subunidad del receptor de NMDA; la familia NMDAR1 (NR1)
y la familia NMDAR2 (NR2a y NR28). Los tipos y subtipos del receptor NMDA (NR1,
NR2a y NR2g) se han encontrado en neuronas del plexo mientérico y submucoso

del ileon de cobayo y de colon de rata (Kirchgessner, 2001).

Los receptores AMPA son mas selectivos en su distribucion y consisten en cuatro
tipos, GluR1-4. Las cuatro tipos de receptores AMPA se encuentran en el SNE de

cobayo (Kirchgessner, 2001).

Los receptores kainato consisten en los receptores GluRs-7, Ka1 y Ka2. Existe
alguna evidencia de que los receptores de kainato estan presentes en el intestino
de rata. La expresion de ARNm para el tipo de receptor kainato GIuRs ha sido
localizada en el intestino de ratas postnatales tempranas y GluRse7 se ha
visualizado en un subconjunto de cuerpos celulares y fibras nerviosas en el ileon

de rata adulta (Kirchgessner, 2001).

Estudios sugieren que las neuronas entéricas expresan receptores mGlu, ademas
de los receptores de Glu ionotropicos. Se han clonado hasta la fecha, ocho tipos
de receptores mGlu. Estos se clasifican en tres grupos principales de acuerdo con
la homologia de secuencia, acoplamiento a sistemas de segundo mensajero y
selectividad para diversos agonistas. Receptores del grupo | (mGlui y mGlus)
activan la fosfolipasa C, mientras que los receptores del grupo Il (mGlu2z y mGlus) y

el grupo Il (mGlus, mGlus-s), inhiben la actividad de la AC (Kirchgessner, 2001).
2.3.2.2.9.4.7 Acido y-Aminobutirico (GABA)

GABA se sintetiza principalmente a partir del Glu por la glutamato descarboxilasa
(GAD). Las funciones de GABA se desencadenan por su union a sus receptores
ionotrépicos GABAA (Figura 19) y GABAc, que son canales de cloruro activados
por ligando y su receptor metabotropico, GABAs (regula canales de K* y Ca?*)

(Watanabe, 2002).
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Desde hace varios afos, la evidencia de que GABA es un neurotransmisor en el
SNE se ha ido acumulando. Estos datos sugieren un papel modulador de GABA
en la motilidad GI. De hecho, la enzima responsable de la sintesis de GABA se ha
identificado dentro de los nervios entéricos, asi como un sistema de captacion de
alta afinidad. En el tracto Gl de roedores y humano se han identificado fibras

GABAérgicas en el plexo mientérico (Bayer, 2003).

En contraste con el SNC donde GABA es inhibidor, GABA entérico es un
transmisor excitador e inhibidor que actua a través de los receptores GABAA y

GABAB, respectivamente (Poulter, 1999).

La unién a sus receptores GABAAa puede llevar a la activacion de las neuronas
colinérgicas y neuronas no adrenérgicas no colinérgicas inhibitorios. Mientras que
los efectos de la activacion de los receptores GABAg se relaciona en general, a un
nivel presinaptico, a una inhibicion de la liberacion de Ach a través del bloqueo de

los canales de Ca?* sensibles al voltaje (Bayer, 2003).

N-terminal —— ;
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Figura 19. Representacion esquematica del receptor GABAA y sus subunidades (Watanabe, 2002).
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2.3.2.2.9.4.8 Oxido Nitrico (NO)

El NO se sintetiza a partir de L-arginina por la enzima Oxido Nitrico Sintetasa
(NOS). Existen tres isoformas principales de la NOS, la neuronal, la endotelial y la
de macrofagos, que estan codificadas por genes diferentes y tienen diferentes
pesos moleculares. Tanto la NOS endotelial y neuronal son dependientes de Ca?*,
calmodulina y NADPH. La NOS neuronal es una proteina citoplasmica de 160 kDa

que se encuentra como un homodimero (Young, 2000).

El principal receptor para el NO es la guanilato ciclasa soluble (sGC), que a
diferencia de los receptores para otros neurotransmisores, esta presente en el
citoplasma, no en la membrana celular de la célula efectora. La activacion de la
sGC resulta en un aumento en la produccion de GMPc que a su vez activa
quinasas dependiente de GMPc; el aumento de GMPc también podria tener otros

efectos, tales como acciones directas sobre los canales idnicos (Young, 2000).

Las células nerviosas que expresan NOS se encuentran en el plexo mientérico de
los intestinos delgado y grueso, y las fibras nerviosas se encuentran inervando el
musculo circular y longitudinal. La NOS se encuentra tanto en neuronas motoras

inhibidoras como en interneuronas (Young, 2000).

La produccion del NO provoca la relajacion del musculo liso en el intestino la cual

es mediada por la sGC (Young, 2000 y Vicent, 2010).
2.3.2.2.9.4.9 Canabinoides (CBS)

Los CBS actuan sobre receptores CB+1 y CB2. Estos parecen estar localizados en

todas las clases funcionales de neuronas entéricas (1zzo, 2010).

En general los agonistas de los receptores CB actuan sobre los receptores CB1
para reducir la contractilidad del musculo liso en diferentes regiones del tracto Gl
en animales y seres humanos. Tanto los musculos longitudinales y los circulares
son generalmente sensibles a la accion inhibidora de los agonistas del receptor

CB (1zzo, 2010).

41



Capitulo 2. Generalidades

El receptor CB1 interactua con la proteina Gio que provoca la inhibicion de la AC,
bloqueo de canales de Ca?* y la activacion del canal rectificador de entrada a K*;
también estimula las cinasas activadas por mitdgeno (MAPK) y ejerce una accion
ambivalente sobre el sistema del NO, ya que puede inhibir la sintesis de NO, o

facilitar su liberacion (Flores, 2008).
2.3.2.2.9.4.10 Sustancia P (SP)

La SP pertenece a la familia de péptidos conocido como taquicininas y fue el
primer péptido de la familia identificado. Esta formado por 11 aminoacidos y su
receptor es el NKi. Este receptor se encuentra ampliamente distribuido en los

plexos nerviosos que forman parte del SNE (Flores, 2008; Olsson, 2001 y Shuttleworth, 1995).

El receptor NK1 esta asociado a proteina Ggq11 produciendo activacion del ciclo de
fosfoinositidos y de la fosfolipasa C. La activacion excitadora puede deberse a la
inhibicion de la conductancia al K* mediada de forma primaria por una proteina G

(Flores, 2008; Olsson, 2001 y Shuttleworth, 1995).

La estimulaciéon directa del musculo liso a través de NK1 por la SP media una

accion contractil del intestino (Flores, 2008; Olsson, 2001 y Shuttleworth, 1995).
2.3.2.2.9.4.11 Polipéptido Vasoactivo Intestinal (VIP)

El VIP es un péptido de 28 aminoacidos que se encuentra ampliamente distribuido
en las neuronas motoras inhibidoras entéricas. Estas neuronas inervan
directamente las células musculo liso circular. ElI VIP actua sobre los receptores
VPAC1y VPAC:2 de estas células para activar la AC a través de proteinas Gs. La
generacion resultante de cAMP activa la proteina quinasa dependiente de cAMP
(PKA) que modula canales de iones Ca?*, dando como resultado final que se

suprima la contractilidad del musculo liso (shi, 2007).
2.3.2.2.9.4.12 Somatostatina (SST)

La SST se encuentra en los tejidos en dos formas, como SST-14 (formada por 14

aminoacidos) y SST-28 (formada por 28 aminoacidos), y las dos son secretadas.
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En el SNE se encuentra en los plexos nerviosos (mientérico y submucoso), (Chao,

2012).

Cinco tipos de receptores para este NP se han identificado SSTR1 a SSTRs los
cuales son receptores acoplados a proteina G. Predominantemente en el intestino

se expresan SSTR2 y SSTR5 (Chao, 2012).

Tras la unién del ligando, las acciones inhibidoras de los receptores de la SST son
mediados por uno de varios segundos mensajeros y las vias de sefalizacion que
activan. La union a sus receptores activan las proteinas toxina-tosferina sensibles
de union a GTP de la subfamilia Gio, que a su vez inhiben la AC y disminuyen los

niveles de AMPc intracelulares (Chao, 2012).

Receptores de SST también pueden activar canales de K*, que causan
hiperpolarizacion reversible de la membrana, inhibiendo la afluencia de Ca?* a
través del cierre de canales de voltaje de Ca?* y la reduccion de Ca?*. Por ultimo,
los receptores de SST activan la proteina tirosina fosfatasas causando inhibicion

de MAPKSs (Chao, 2012).

SST inhibe el peristaltismo en el intestino delgado a través de su receptor SSTR2

(Chao, 2012).
2.3.2.2.9.4.13 Neuropéptido Y (NPY)

El NPY es un péptido de 36 aminoacidos es el péptido mas abundante del sistema
nervioso de mamifero, se halla tanto a nivel central como periférico. En el intestino
de los mamiferos, el NPY esta presente en las neuronas mientéricas vy
submucosos que proporcionan una extensa inervacion intrinseca a las capas del

musculo liso (Flores, 2008 y Holzen, 2012).

El NPY inhibe la motilidad Gl a través de los receptores Y1, Y2 y Ya4. Todo estos
asociados a proteinas G (Gio) vinculados con la movilizacion de Ca?* y la

inhibicion de la AC (Flores, 2008 y Holzen, 2012).
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2.3.2.2.9.4.14 Péptidos opioides

Los opiaceos son derivados del opio, que son productos aislados de plantas de
amapola que tratan eficazmente la disenteria, alivian el dolor y producen euforia.
Los opioides son sustancias que tienen acciones como las de los opiaceos. Los
opiaceos producen sus efectos en el cuerpo mediante la union a receptores para
neurotransmisores liberados de forma endoégena llamados péptidos opioides, tanto
en los sistemas nerviosos central y periférico. Las encefalinas, endorfinas vy

dinorfinas son tres familias distintas de los péptidos opioides (Wood, 2005).

Tres tipos principales de receptores opioides mu, delta y kappa median las
acciones de los opiaceos y péptidos opioides. Los receptores opioides pertenecen
a la familia de receptores de membrana metabotropicos acoplados a proteina G

(Gi/Go), (Holzer, 2009).

Una accién universal de los opiaceos y péptidos opioides en el SNE es la
supresion de la excitabilidad neuronal (inhibicion de la MI). La morfina, B-
endorfinas, encefalinas o nociceptina actian sobre receptores opioides en las
neuronas para abrir canales de conductancia de potasio, o que a su vez
hiperpolariza la membrana. Esto evita la generacién de los impulsos necesarios
para la liberacion de neurotransmisores (Ach y SP) en las sinapsis nerviosas y en
las uniones neuromusculares, neuroepiteliales y neurovasculares. La supresion de
la excitabilidad neuronal representa la mayor parte de las acciones de los
opiaceos, opioides sintéticos y péptidos opioides endégenamente liberados sobre

la motilidad Gl (Wood, 2005).

Finalmente con los resultados obtenidos del estudio in vitro se construyeron
curvas dosis respuesta para poder analizar el efecto provocado por el NP. A

continuacién vamos a hablar de estos graficos.
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2.4 Farmacometria: Curva Dosis Respuesta

La Farmacometria se encarga de la estimacion de la concentracién o de la
potencia de una sustancia mediante la cuantificacién de la respuesta biolégica que

produce (Balderas, 2009).
Sus objetivos son:

- Medicién de la actividad farmacoldgica de sustancias nuevas o no definidas
quimicamente.

- Investigacion de la funcion de los mediadores endogenos.

- Medicién de la toxicidad de farmacos y efectos no deseados.

- Medicién de la concentracion de sustancias conocidas en el organismo
(Balderas, 2009)
La intensidad y la duracion de los efectos del farmaco son una funcion de la dosis

del farmaco y la concentracion del mismo en el sitio de accién (Balderas, 2009).

Cuando tales efectos son graficados contra la dosis o concentracion de un

farmaco producen las denominadas Curvas Dosis — Repuesta (Balderas, 2012).
2.4.1 Curva Dosis Repuesta Gradual

Este tipo de curvas describen el efecto de varias concentraciones de farmaco en

un individuo integro, tejido u drgano aislado (Golan, 2012 y Balderas, 2009).

Los datos de las curvas dosis respuesta gradual (Figura 20), se representan en
una grafica del efecto farmacoldgico o porcentaje de respuesta (ordenadas) contra

el logaritmo de la dosis (abscisas), (Katzung, 2013).

De la curva dosis repuesta gradual pueden deducirse dos parametros importantes:
potencia y eficacia (Figura 20A). La potencia (CEso) de un farmaco es la
concentracion a la que ese farmaco provoca el 50% de su respuesta maxima. La
eficacia (Emax) es la respuesta maxima que produce el farmaco (Golan, 2012 y Rang,

2012).
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Estos parametros son muy utiles para comparar la potencia de diferentes

farmacos con efectos cualitativos similares (Figura 20B), (Rang, 2012).
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Figura 20. Curvas dosis respuesta gradual. A) Se muestran los parametros que se pueden obtener de
este tipo de curvas: Potencia (CEso) y Eficacia (Emax). B) Curvas graduadas de dosis-respuesta para
cuatro farmacos; se ilustran las diferentes potencias farmacolégicas y distintas eficacias maximas

(Katzung, 2013).

2.4.2 Curva Dosis Respuesta Cuantal

Este tipo de curvas describen si un farmaco produce un efecto o no en grupos de
individuos integros o grupos de tejidos u organos. Por lo que pueden describir
respuestas farmacoldgicas como sedacién y contraccion por ser consideradas de
tipo “todo o nada”, es decir que pueden ocurrir 0 no, a esto se le llama respuesta

cuantal (Balderas, 2012 y Villanueva, 1987).

En un organismo integro un farmaco es capaz de producir mas de una respuesta
farmacoldgica, con lo cual se puede construir curvas de dosis respuesta cuantales
y calcular las dosis efectivas medias correspondientes. Por lo general uno de esos
efectos es deseable o el terapéutico, y los demas suelen considerarse como
indeseables o téxicos. Como resultado sabremos si una sustancia es util como

agente terapéutico (villanueva, 1987).

La dosis efectiva para la accion deseable debe ser inferior a la correspondiente a

cualquiera de los efectos indeseables (villanueva, 1987).
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También puede utilizarse las curvas dosis respuesta cuantal para generar
informacion con respecto al margen de seguridad que debe esperarse de un

farmaco en particular administrado para producir un efecto especifico (Katzung, 2013).

Al graficar la distribucion de frecuencia de respuesta contra el logaritmo de la
dosis, se obtiene una curva sigmoidea simétrica. Al sumar estas respuestas, la
distribucion de las frecuencias acumulativas resultantes constituye una curva
cuantal de dosis efecto (o curva dosis porcentaje) de la porcién o porcentaje de
individuos que presentan el efecto graficado como funciéon del logaritmo de la

dosis (Figura 21), (Katzung, 2013).
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barras sombreadas (y las curvas con forma de
campana que las acompaian) indican la distribucién
por frecuencia de la dosis del farmaco requeridas para
producir un efecto especificado; o sea, el porcentaje
de animales que necesitaron una dosis particular para
presentar el efecto. Las barras claras y las curvas
coloreadas correspondientes indican la distribucién
por frecuencia acumulativa de las respuestas, que
tienen una distribucion logaritmica normal. También
se muestran dos de los parametros que podemos
obtener de estos graficos: Dosis Efectiva 50 (DEso) y
Dosis Letal 50 (DLso), (Katzung, 2013).

Puesto que la curva dosis respuesta cuantal es en realidad una expresién de una
curva de distribucion normal, la escala de las ordenadas que representan el
porcentaje de sujetos que responden, puede construirse con una escala probit

(Ruiz, 2011).

Dentro de los métodos probabilisticos, destaca el método PROBIT (“Probability
Unit”). El cual permite el estudio de los efectos adversos de un accidente siempre

y cuando puedan describirse mediante funciones de probabilidad (Ruiz, 2011).
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La metodologia PROBIT se basa en definir una unidad de probabilidad (Y), cuya

relacion con la probabilidad (P) se expresa mediante la ecuacion:

1 ¥-5 —x’
P= J- exp| — |dx
N2 2
La forma mas habitual de expresar la ecuacién anterior es:

In(x)—u
4]

Y=5+

Donde:

- Y: porcentaje de poblacion afectada

X: intensidad del factor causante de dano

- M: valor medio de la distribucién normal
- o: desviacion tipica de la distribucion normal

Esta ultima ecuacion resulta mas facil de utilizar en la forma:

Y=k +k,V

Es como normalmente se utiliza en analisis de vulnerabilidad, donde:

- ki1, k2: constantes empiricas

- V: medida de la intensidad del factor causante del dafo (Ruiz, 2011)
Esta metodologia es ampliamente usada porque mediante la utilizacién de las
unidades PROBIT permite pasar de una curva de distribucidon normal a una linea
recta (Figura 22) con parametros facilmente calculables como son:
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- Dosis efectiva media (DEso), (Figura 21): Dosis de una sustancia con la cual
el 50% de los individuos presentan un efecto especifico.

- Dosis téxica media (DTso): Dosis de una sustancia requerida para producir
un efecto toxico particular en el 50% de la poblacién.

- Dosis letal media (DLso), (Figura 21): Dosis de una sustancia necesaria para
producir la muerte al 50% de la poblacion.

- indice terapéutico (IT): Sefiala el grado de selectividad que posee un
farmaco para generar los efectos buscados en oposicion a los efectos
adversos, calculandose: DLso/DEso.

- Margen de seguridad (MS): Es la relacién existente entre la dosis mas baja
que produce toxicidad (DL1)y la dosis mas alta que produce una respuesta

terapéutica maxima (DEgg), se calcula: (DL1-DEgg)/DEg9 (Goodman and Gilman,

2012).
{00 PORCENTAIE 7 — PROBITS (U.P.)
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Figura 22. Transformacion de curva sigmoidea dosis respuesta-cuantal (izquierda) en una recta

(derecha) mediante la sustitucion del porcentaje de respuestas por probit correspondiente (Ruiz, 2011).
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Capitulo 3. Justificacion

Durante miles de afios la naturaleza ha sido una fuente inagotable de agentes
terapéuticos. Un gran numero de medicamentos actuales se han derivado de
fuentes naturales; muchos de ellos basados en los usos de la medicina tradicional.
En el que los productos naturales pueden contribuir a la busqueda de nuevos
agente terapéuticos en diferentes ambitos: a) actuando como nuevos
medicamentos que se pueden utilizar sin modificar, b) proporcionando nuevos
grupos de farmacoféricos que sirven para “bloques quimicos de construccion” para
la sintesis de nuevos farmacos e c) indicando nuevos mecanismos farmacoldgicos
de accion que permita completar la sintesis de nuevos analogos. Por lo que en los
ultimos afos la busqueda de nuevos medicamentos y estructuras moleculares
novedosas con fines terapéuticos provenientes de organismos marinos se han
incrementado considerablemente. Hoy en dia la biodiversidad marina ha dado
lugar a la creacion de algunos farmacos a partir de productos naturales de origen
marino como es el caso del Ziconotide o Prialt, analgésico 1000 veces mas
potente que la morfina proveniente del caracol Conus magus. Una de las ventajas
de éste farmaco es que su forma sintética y comercial no causa adiccion. De
algunos cefalépodos, se han aislado moléculas salivales para su empleo como
herramientas farmacolégicas o medicamentos, por ejemplo la Eledoisina
(undecapéptido aislado de Eledona moschata y Eledone aldrovand), ésta se ha
utilizado por sus propiedades vasodilatadoras y estimulantes del musculo liso en
mamiferos. Analogamente podemos citar la SE-cefalotoxina y a las
octotaquiquininas aisladas de Sepia esculenta y de Octopus vulgaris
respectivamente, la primera se trata de una toxina de naturaleza proteica, que
posee caracteristicas neurotoxicas mientras que las Ultimas implican

neuropéptidos secretados como veneno y que actuan en organismos vertebrados.

Por lo que, en relacién con el O. maya, a partir de la saliva de la cual se ha

extraido moléculas bioactivas de la parte neurotéxica con efecto paralizante en
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cefalopodos, se ha podido fraccionar y obtener un neuropéptido (en proceso de
secuenciacion), que es el objeto de estudio de este trabajo, el cual es de interés
para determinar el efecto miocontractil o miorelajante mediante un estudio in vitro
(ileon de rata), ya que en estudios previos se encontré que este tipo de efectos
son dosis-respuesta dependientes. Este neuropéptido podria servir para la sintesis
de un farmaco que combata el dolor y espasmos o “contracciones” en estémago,

intestino, vesicula biliar, etc.
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Capitulo 4. Obijetivos

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto miocontractil o miorelajante de un neuropéptido obtenido del

pulpo rojo mexicano en estudio in vitro (ileon de rata).

4.2 Objetivos particulares

- Determinar el efecto de un neuropéptido en un estudio piloto in vivo y
obtener el parametro farmacolégico DEso mediante una curva dosis -
respuesta cuantal.

- Determinar el efecto del neuropéptido en un estudio in vitro y obtener los
parametros farmacoldgicos CEso y Emax del neuropéptido, mediante una

curva dosis - respuesta gradual.
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Capitulo 5. Hipodtesis

Dado que en la evaluacion de un neuropéptido obtenido del pulpo maya o rojo en
estudios piloto previos presentd un efecto bifasico dependiente de la dosis
(relajante y contractil), se espera por lo tanto que, tenga un efecto similar en
funcién de la dosis al ser evaluado en un modelo de estudio in vitro en ileon de

rata.
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Capitulo 6. Material y Métodos

6.1 Esquema general de trabajo.

)

A

Evaluacion del efecto
de un neuropéptido in Estudio piloto
vivo (ratones macho
cepa CD1)

A

Evaluacién del efecto
del neuropéptido in
vitro (ileon de rata
cepa Wistar)

)

Figura 23. Diagrama general de trabajo.
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Capitulo 6. Material y Métodos

Tabla 2. Lista de instrumentos, equipo y material.

Instrumentos, equipo y material Marca

Aguja quirargica curva N/A
Balanza analitica Explorer Ohaus
Bomba de aire para acuario Elite 799
Caja de Petri Kimax
Camara de 6rganos aislados N/A
Estuche de Diseccion N/A

Fisiografo con acoplador para

Tipo MK-III-P de Narco

miografo Scientific Biosystems
Divisions
Hilo inextensible N/A
Marcador indeleble Signal extra
Midgrafo de alta sensibilidad F-60 Narco Biosystems
ABS
Papel para Fisiégrafo N/A
Pinza de tres dedos N/A
Pipeta graduada de 10 mL Pyrex
Resistencia N/A
Soporte universal N/A
Termdmetro Brannan
Vasos de precipitados de 250 y Pyrex
1000 mL

6.2.2 Reactivos quimicos

Tabla 3. Lista de Reactivos quimicos.

Reactivos Marca

Acetilcolina N/A
CaClz Sigma-Aldrich
Glucosa Quimica Juc
KCI Sigma
MgSO4 Vesec
NaCl Sigma
NaHCO3 Sigma
NaH2PO4 Sigma-Aldrich
SSi N/A
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6.2.3 Material biolégico
6.2.3.1 Neuropéptido

El NP total al 2% y las fracciones M6 y M7, que corresponden al NP total y las
fracciones del NP, proporcionadas por el Doctor Sergio Rodriguez Morales
Académico de la Unidad de Quimica, Facultad de Quimica, UNAM; ubicada en el

puerto de Sisal, Yucatan.
6.2.3.2 Animales de experimentaciéon

Para el estudio piloto se utilizaron 7 grupos de ratones macho de la cepa CD1 con
una n=6 y un peso de 2515 g. ElI NP fue administrado a razén de 0.1 mL/10 g, via
IP.

Para el estudio in vitro se utilizaron 5 grupos de ratas macho cepa Wistar con una
n=3 y un peso de 220150 g. Las cuales tuvieron un ayuno de 12 h vy
posteriormente se realizé la eutanasia por el método fisico de dislocacién cervical
de acuerdo al procedimiento descrito en la NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones

técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio).

Los animales empleados en este experimento fueron proporcionados por el
Bioterio de la Facultad de Quimica, UNAM. Los animales se mantuvieron bajo
condiciones controladas de luz, temperatura y humedad, con acceso de alimento y
agua, de acuerdo a la NOM-062-Z00-1999.

6.3 Métodos
6.3.1 Estudio piloto (in vivo)

Para el estudio piloto se evalud el NP total a las dosis de 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0,
8.0 y 100.0 mg/Kg. Posteriormente se formaron 7 grupos de ratones con una n=6
y se procedio a pesarlos y marcarlos. Se administré el neuropéptido a cada grupo
de ratones por via IP como se muestra en la tabla 4. Finalmente, se observé
cuidadosamente a los animales después de la administracion de las soluciones del

NP total durante 30 min y se valoré si el animal llego a la sedacién (movimientos

56



Capitulo 6. Material y Métodos

desordenados, disminucion de la actividad motora, excitacion moderada, calma y
relajacion) o bien presentd contraccion (estiramiento de los miembros posteriores,

contraccion abdominal y/o presencia de diarrea).

Tabla 4. Distribucion de los ratones en grupos y la correspondiente dosis administrada de soluciéon de

NP total.
Grupo Dosis (mg/Kg) Num. De

Raton

1 0.25 1-6

2 0.5 7-12

3 1.0 13-18

4 2.0 19-24

5 4.0 25-30

6 8.0 31-36

7 100.0 37-42

A partir de los datos recopilados, se realiz6 una curva dosis respuesta cuantal
para el efecto de sedacion y otra para el efecto de contraccion y se determinaron
las DEso correspondientes. Se construyeron los graficos de barras
correspondientes a las latencias de sedacion y contraccion asi como se llevo a
cabo el correspondiente analisis estadistico (ANOVA de una via), con una P<0.05
para saber si existian diferencias significativas. Tras la indicacion de la ANOVA de
diferencias significativas entre los tratamientos se aplico el método de
comparacion de medias de Tukey para encontrar las latencias de los grupos que
fueron estadisticamente diferentes. Este analisis se llevd a cabo empleando el
programa estadistico SIGMAPLOT version 11.0.
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[ Inicio ]
¥

Formar 7 grupos de
ratones con n=6

| Pesarlos y marcarlos |

Preparacion de soluciones de
NP a las dosis: 0.25, 0.5, 1.0,
2.0,4.0,8.0 y 100 mg/Kg

Administracion de la Sedacién: movimientos desordenados,
correspondiente dosis a disminucién de la actividad motriz,
cada grupo de ratones excitacion moderada, calma 'y
relajacion

Observacioén cuidadosa de . ] .
los animales por 30 min Contraccion: estiramientos de los

miembros posteriores, contracciones
abdominales y presencia de diarrea

Procesamiento de los datos

Construccion de los graficos (CDRC y
latencias), determinacion de la DEso
(método Probit) y analisis estadistico

)

Figura 24. Diagrama del procedimiento seguido para realizacion del estudio in vivo (piloto).
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6.3.2 Estudio in vitro

6.3.2.1 Preparacion de soluciones de Ach, NP total, fracciones M6 y M7 del
NP y solucion fisioldégica de Tyrode.

Se prepararon soluciones de Ach, de NP total y fracciones M6 y M7 del NP de
concentraciones 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 pg/mL utilizando agua destilada. La
solucion de Tyrode se prepard de acuerdo al procedimiento descrito en el Anexo
1.

6.3.2.2 Preparaciéon del equipo, camara de érganos aislados y evaluacién
farmacolégica de las diferentes soluciones de Ach, NP total y fracciones M6
y M7 del NP.

Se prepard un dispositivo de registro grafico, con un mioégrafo isométrico sujeto a
un soporte universal. En el mismo soporte se colocd la camara para 6rganos
aislados de manera que quedo debajo del midgrafo. Se colocd en la parte inferior
de la camara un tapon que tenia un sistema de tubos de desague y burbujeo

(Figura 25), (Jiménez, 2003).

Se puso a calentar un vaso de precipitados lleno de solucion Tyrode y un vaso con
agua cuidando que la temperatura se mantuviera a 37°C. La solucion se utilizd
para llenar la parte interna de la camara y asi mantener el ileon viable mientras el
agua se utiliz6 para la parte externa de la camara y asi ayudar a mantener
constante la temperatura de la solucién Tyrode que se encontraba en contacto con

la preparacion bioldgica (Jiménez, 2003).

Se preparo el fisiografo con todas sus conexiones, papel y tinta (Figura 25), Jiménez,

2003).

La distribucion de las ratas en grupos y las correspondientes sustancias

agregadas se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 5. Distribucion de las ratas en grupos y la correspondiente sustancias agregadas.

Grupo Num. de Rata Sustancia agregada
1 1-3 SSI
2 4-6 Ach
3 7-9 NP total
4 10-12 M6
5 13-15 M7

Con todo listo se procedié a sacrificar a las ratas por medio de dislocacién
cervical. Se les abri6 el abdomen mediante una incision en la linea media
abdominal para exponer las visceras. Una vez localizado el intestino delgado, se
tomo desde su primera porcion cortando sus uniones piloro-duodenal e ileo-cecal,
se extrajo y se colocd en una caja de Petri que contenia solucién Tyrode fria y
aeracion dentro de la solucién. Se cortd un tramo de intestino de 3 a 4 cm

correspondiente al ileon de la misma porcion en todas las ratas (iménez, 2003).

En una caja Petri con solucién Tyrode fria se colocé cada segmento de ileon y se
até uno de los extremos con un hilo haciendo pasar la aguja quirurgica curva a
través de la pared, teniendo cuidado de que no quedara cerrada la luz intestinal,
se dejaron los cabos del hilo lo suficientemente largos. Se realizé la misma
atadura del otro extremo, de tal forma que se obtuvo un tubo abierto a través del
cual pudo fluir libremente la solucién Tyrode dentro y fuera del intestino (imenez,

2003).

Se sujetd con el hilo uno de los extremos al ganchillo del tapén inferior de la
camara de d6rganos aislados, se introdujo el segmento intestinal por debajo de la
camara con ayuda de unas pinzas de diseccion y se colocé el tapdn en su lugar.
Se procedié a llenar la camara con solucion de Tyrode a 37°C; se sujetd el otro
extremo del intestino al ganchillo del miégrafo, cuidando que no se estirara
demasiado el intestino, inmediatamente se acoplé el sistema de aeracién (Figura
25). La preparacion se mantuvo en bano maria con lo cual se mantuvo constante

la temperatura del sistema (Jiménez, 2003).
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Figura 25. Equipo de prueba para el modelo de ileon aislado de rata. Fotografia del equipo y sus
principales componentes. En el recuadro rojo se muestra con mas claridad el montaje del ileon de rata

en la camara de 6rganos aislados.

Para realizar el registro, se calibro previamente el sistema de manera que la sefal
de 1 g generd un desplazamiento vertical de 2 cm mientras que la velocidad fue de

0.5 cm/s (Jiménez, 2003).

Con la preparacién sumergida en la solucién de Tyrode a 37°C y con el burbujeo
de aire regulado se comenzo el registro basal de la actividad mecanica generada
por el intestino delgado durante 15 min. Posteriormente se procedié a anadir al
bafio 1 mL de SSI lo cual se repitid 7 veces en total simulando la adicién de las
diferentes concentraciones de las otras sustancias utilizadas (Ach, NP total, M6 y
M7). Estas adiciones fueron no acumulativas, es decir, entre la adicién de cada 1
mL se realizaron dos lavados, se registré la actividad basal durante 5 min y se
agrego el siguiente 1 mL, se observo la respuesta durante 5 min y se realizaron
los siguientes dos lavados. Se repitié el procedimiento anterior para obtener las
respuestas del intestino delgado a la adicion de las soluciones de diferentes
concentraciones de Ach, NP total y de sus fracciones.
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En la Figura 26 se muestra como se procesaron los datos a partir de la respuesta
grafica que proporciono el equipo, para obtener el valor de porcentaje de
contraccion de ileon real producido por el NP total y sus fracciones (%FCRNP)

mediante la siguiente ecuacion:

%FCRNP = (FCRNP X 100) / FCRMVNP
Donde:
FCRNP: Fuerza de contraccion real producida por el NP
FCRMVNP: Fuerza de contraccién real de mayor valor producida por el NP
100: 100%

De la misma forma se obtuvo el porcentaje de contraccion de ileon de rata real

producida por la Ach.

Fuerza Fuerza de contraccion real producida
de por el NP (FCRNP = FCNP - FCB)
contrac- s
cion IY 9 AR 3 4
(cm) : I— i) , SETe skt
Fuerza de contraccidén basal (FCB) T Efecto del NP sobre la fuerza de contraccion (FCNP)
Agregacion del NP

Tiempo (s)

Figura 26. Ejemplo de los registros graficos tipicos proporcionados por el fisiégrafo y los

componentes para obtener el porcentaje de contraccion.

También se obtuvo la frecuencia producida por las diferentes concentraciones de

las soluciones del NP total y de sus fracciones mediante la ecuacion:

F = v /A (http://www.uia.mx)
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Donde:

F= frecuencia (1/s)

v= velocidad de onda (cm/s), (Figura 27)
A= longitud de onda (cm), (Figura 27)

Como se menciono antes la velocidad del registro o velocidad de onda fue de 0.5

cm/s.

Figura 27. Longitud y velocidad de onda (http://www.uia.mx).

A partir de los datos obtenidos del %FCRNP se construyeron curvas dosis
respuesta gradual para el NP total y sus fracciones determinandose la CEsoy la
CEmax correspondientes. Mientras que con la frecuencia se construyeron graficos
de barras y se llevo a cabo el correspondiente analisis estadistico (ANOVA de una
via) con una P<0.05 para saber si existian diferencias significativas. Tras la
indicacion de la ANOVA de diferencias significativas entre los tratamientos se
aplicaron las correspondientes pruebas post-hoc Tukey y Ducan. Este analisis se

llevé a cabo empleando el programa estadistico SIGMAPLOT version 11.0.
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[ Inicio ]

Montaje de equipo como Se utilizaron 5 grupos de Se corté un tramo de ileon
se muestra en la figura 25 ratas con n=3 de 3 a4 cmde la misma
porcion en todas las ratas

I Registro de la actividad del ileon: I

I Basal durante 15 min

Prueba del efecto sobre el ileon de

SSl y soluciones de Ach, NP total,

M6 y M7 a las concentraciones: 1,
2,4,8,16, 32y 64 uyg/mL

I Afadir 1 mL de sustancia

X

Respuesta durante 5 min

I Realizar dos lavados I

Procesamiento de los
datos

y

Construccion de los graficos
(CDRG y frecuencias),
determinacion de la CEsoy la
CEmax y analisis estadistico.

)

Figura 28. Diagrama del procedimiento seguido para la realizacion del estudio in vitro.
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7.1 Estudio piloto (in vivo)
7.1.1 Determinacion del efecto del NP total y la DEso asociada

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos del experimento piloto (in vivo)
en ratones CD1 que fueron administrados con diferentes dosis de soluciones de
NP total, en donde se observa que este ultimo provoca un efecto bifasico dosis
dependiente; con respecto a la latencia de sedacion esta aumenta conforme
aumenta la dosis administrada alcanzando su mayor duracion a la dosis 0.5 mg/Kg
para después disminuir y volver a aumentar a la dosis de 4.0 mg/Kg y después
mantenerse practicamente constante. En contraste la latencia de contraccidn
aumentd gradualmente alcanzando su mayor duracion a la dosis de 1.0 mg/Kg
para después a partir de la dosis siguiente 2 mg/Kg ya no presentarse, ya que
hubo presencia del efecto de sedacion siendo en el 100% de la poblacion de los

animales.

Tabla 6. Resultados obtenidos del experimento piloto (in vivo). L.S= Latencia de Sedacion, L.C=
Latencia de Contraccion, U.P.S= Unidades Probit de Sedacién y U.P.C= Unidades Probit de

Contraccion.

Log Num. De Promedio de % de ratas que P. Promedio % de ratas
Dosis rata L.S (min) presentaron deL.C que
respuesta (min) presentaron
respuesta
0.5 -0.30 7-12 24.66 50 5 5.5 50.0 5
1.0 0 13-18 5.13 66.66 5.413 18 33.33 4.560
2.0 0.30 19-24 0.71 100 6.751 0 0 3.249
4.0 0.60 25-30 3.08 100 6.751 0 0 3.249
8.0 0.90 31-36 2.31 100 6.751 0 0 3.249
100.0 2 37-42 4 100 6.751 0 0 3.249
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En la Figura 29 se muestra la curva dosis respuesta cuantal para el efecto
sedacion provocado por el NP total de O. maya en ratones, donde se puede
observar que el efecto es dependiente de la dosis administrada. A partir de la
dosis de 2 mg/kg se produce sedacion en el total de la poblacién de los animales.
La DEso de dicho efecto fue de 0.736 mg/Kag.

6.0 1

7.5 1

7.0 1

6.5 -

6.0

U.P.

5.5 1

5.0

DEs= 0.736mglkg

4.5 1

‘4.[] T | | | | I I ! 1
10 08 06 04 02 0.0 02 04 06 08

Log Dosis

Figura 29. Curva dosis respuesta cuantal para el efecto de sedacion del NP total de O. maya en

ratones.
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En la Figura 30 se muestra la latencia de sedacion producida por el NP total de O.
maya en los ratones, donde se observa un aumento significativo en el grupo de
ratones administrados con la dosis 0.5 mg/Kg (ANOVA de una sola via H=14.350,
g.1=6, p<0.05. Prueba post-hoc Tukey). Después de la dosis anterior se muestra
una disminucion en el tiempo de sedacion para después volver a aumentar y

permanecer practicamente constante.

b

25 -

20 ~

15

10

Latencia de sedacidn (min)

D T I I ! ! I

!
025 05 1.0 20 40 80 1000
(mg/kg)

Figura 30. Latencia de sedacion del NP total de O. maya en ratones. Cada barra representa el promedio
de la latencia de sedacion expresada en minutos * E.E. a las dosis 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 y 100

mg/Kg respectivamente. *P<0.05 vs dosis 2.0 mg/Kg.
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En la Figura 31 se muestra la curva dosis respuesta cuantal para el efecto de
contraccion producido por el NP total de O. maya en ratones, donde se puede ver
que dicho efecto es dependiente de la dosis administrada. La DEso para dicho
efecto fue de 0.747 mg/Kg.

6.0 -

5.5 -

DEso= 0.747 mg/Kg

5.0

45 A

P

4.0

35 -

3.[] I | | I I I | I |
10 -0 -06 04 02 0.0 0.2 04 0.6 0.8

Log Dosis

Figura 31. Curva dosis respuesta cuantal para el efecto de contraccion del NP total de O. maya en

ratones.
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En la Figura 32 se muestra la latencia de contraccion producida por el NP total de
O. maya en los ratones, donde se observa que conforme aumenta la dosis
aumenta la latencia de contracciéon (ANOVA de una sola via, p<0.05. Prueba post-
hoc Tukey). A partir de la dosis 2 mg/Kg ya no se presentd efecto de contraccion

por lo que ya no se grafico.
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Figura 32. Latencia de contracciéon del NP total de O. maya en ratones. Cada barra representa el
promedio de la latencia de sedacion expresada en minutos * E.E. a las dosis 0.25, 0.5 y 1.0 mg/Kg

respectivamente. *P<0.05 vs dosis 0.5 mg/kg.
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7.2 Estudio in vitro
7.2.1 Determinacién del efecto del NP total y sus fracciones, la CEso y la Cmax

asociadas

En la Figura 33 se muestra la curva porcentaje de concentracion en ileon de rata
utilizando solucién salina isotonica (SSI) 0.9%, como podemos observar no existe

variacion significativa de la respuesta basal al adicionar esta sustancia.
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Figura 33. Grafico del porcentaje de contraccion en ileon de rata tras la administracion de SSI.
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En la Figura 34 se muestra el efecto que tiene la SSI sobre la frecuencia de
contraccion del ileon de rata; practicamente esta se mantiene constante. No se
observaron diferencias significativas de acuerdo a la prueba estadistica aplicada.
(ANOVA de una sola via, H= 8.629, g.1=6; p= 0.196, n.s.).

o
]

Frecuencia (1/s)

e
1

0 T T T T T T T
1 2 4 6 16 32 b4

ng/mL

Figura 34. Efecto de la SSI sobre la frecuencia de contraccion en ileon de rata. Cada barra representa
el promedio de la frecuencia de contraccion expresada en segundos * E.E. a las dosis 1, 2, 4, 8, 16, 32

y 64 pg/mL respectivamente. P=0.196. n.s.
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En la Figura 35 se muestra la curva dosis respuesta gradual control construida con
disoluciones a diferentes concentraciones de Ach. Se aprecia un aumento en la
contraccion dosis dependiente. La CEso fue de 3.61 pg/mL y la Cmax fue de 62.92
pg/mL.

120

Crnax= 62.92ug/mL
]

60 -

60 -

10 CE50=3.61pg/mL

% de contraccian en ileon de Rata

20 -

00 02 04 06 08 10 12 14 16 13§ 20

ug/mL

Figura 35. Curva dosis respuesta gradual control de Ach.
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En la Figura 36 se muestra el efecto que tiene la Ach sobre la frecuencia de
contraccion del ileon de rata. Esta disminuye en funcion de la dosis (ANOVA de

una sola via, H=46.633, g.1=6; p=<0.001. Prueba post-hoc Tukey).

3.0 1 *
2.9 1
2.0 -

Frecuencia (1/s)

101

05 - = .

0.0 . . . . . . .
1 2 4 3 6 R 6

ug/mL

Figura 36. Efecto de la Ach sobre la frecuencia de contraccion en ileon de rata. Cada barra representa
el promedio de la frecuencia de contraccion expresada en segundos * E.E. a las dosis 1, 2, 4, 8, 16, 32
y 64 upg/mL respectivamente. *Diferencias significativas de la concentracion 1 pg/mL vs las

concentraciones restantes a P<0.001.
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En la Figura 37 se muestra el efecto del NP total de O. maya en ileon de rata,
donde se observa que tiene un efecto bifasico dosis dependiente sobre dicho
material biolégico, este logra ejercer su mayor efecto a la dosis de 32 pg/mL
después de esta dosis disminuye su efecto. La CEso fue de 2.33 ug/mL mientras

que la Cmax fue de 16.07 pg/mL.

110 4

Cmax= 16.07pg/mL

100 -
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Figura 37. Curva dosis respuesta gradual para el efecto del NP total de O. maya sobre ileon de rata.
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En la Figura 38 se muestra el efecto que tiene el NP total de O. maya sobre la
frecuencia de contraccion del ileon de rata, donde se observa un aumento en la
frecuencia conforme aumenta la dosis de NP hasta la dosis 4 ug/mL para después
disminuir y volver a aumentar (ANOVA de una sola via, F= 7.910, p= 0.008.

Prueba post-hoc Duncan).

B -

—|*

Frecuencia (1/s)
ﬂ-

ng/mk

Figura 38. Efecto del NP total de O. maya sobre la frecuencia de contraccion en ileon de rata. Cada
barra representa el promedio de la frecuencia de contraccion expresada en segundos * E.E. a las

dosis 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 ug/mL respectivamente. *P<0.05.
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En la Figura 39 se muestra la curva dosis gradual para el efecto de la fraccion M6
del NP de O. maya en ileon de rata, donde se observa que este provoca un
aumento en la contraccién dosis dependiente de dicho material biolégico. La CEso

para dicho efecto fue de 1.71 pg/mL mientras que la Cmax fue de 63.81 pg/mL.

120 -

Cma= 63.81pg/mL

100 4

80
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Figura 39. Curva dosis respuesta gradual para el efecto de la fraccion M6 de NP de O. maya sobre

ileon de rata.
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La Figura 40 muestra el efecto de la fraccion M6 del NP de O. maya sobre ileon de
rata, donde se observa que hay un aumento dosis dependiente de la frecuencia de
contraccion. No se observaron diferencias significativas de acuerdo a la prueba
estadistica aplicada (ANOVA de una via, F=2.913; p= 0.094, n.s.).
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Figura 40. Efecto de la fraccion M6 del NP de O. maya sobre la frecuencia de contraccion en ileon de
rata. Cada barra representa el promedio de la frecuencia de contraccion expresada en segundos * E.E.

alas dosis 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 pg/mL respectivamente. P<0.05. n.s.
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En la Figura 41 se muestra la curva dosis gradual para el efecto de la fraccién M7
del NP de O. maya en ileon de rata, donde se observa que este tiene un efecto
bifasico dosis dependiente sobre dicho material biolégico. Se da un aumento en la
contraccion hasta la dosis 32 yg/mL para después disminuir. La CEso para dicho

efecto fue de 2.03 pg/mL mientras que la Cmax fue de 30.20 pg/mL.
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Figura 41. Curva dosis respuesta gradual para el efecto de la fraccion M7 del NP de O. maya sobre
ileon de rata.
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La Figura 42 muestra el efecto de la fraccion M7 del NP de O. maya sobre ileon de
rata, donde se observa que hay un aumento dosis dependiente de la frecuencia de
contraccion. No se observaron diferencias significativas de acuerdo a la prueba
estadistica aplicada (ANOVA de una via, H= 7.644, g.1.=6; p<0.05, n.s.).
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Figura 42. Efecto de la fraccion M7 del NP de O. maya sobre la frecuencia de contraccion en ileon de
rata. Cada barra representa el promedio de la frecuencia de contraccién expresada en segundos * E.E.

alas dosis 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 ug/mL respectivamente. P<0.05. n.s.
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En la Figura 43 se observa que el porcentaje de contraccion del ileon de rata no
muestra diferencias significativas al administrar SSI y al comparar el efecto de la
Ach (que es las sustancia prototipo para ser utilizado como control en este tipo de
estudios) con el NP total y sus fracciones se muestra una mayor eficacia de estos

ultimos a las mismas concentraciones.
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Figura 43. Curva dosis respuesta gradual para el efecto de SSI, Ach, NP total, M6 y M7 sobre ileon de
rata.
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La Figura 44 muestra la comparacion del efecto de SSI, Ach, NP total, M6 y M7
sobre la frecuencia de contraccion en ileon de rata. No se observaron diferencias
significativas de acuerdo a la prueba estadistica aplicada (ANOVA de una via, H=
3.987, g.1.=6; p=0.678, n.s.).
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Figura 44. Comparacion del efecto de SSI, Ach, NP total, M6 y M7 sobre la frecuencia de contraccion
en ileon de rata. Cada barra representa el promedio de la frecuencia de contracciéon expresada en

segundos * E.E. a las dosis 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 pg/mL respectivamente. P=0.678. n.s.
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Como se menciond en la introduccion y la justificacion de este trabajo, el Dr.
Sergio Rodriguez y su equipo se han dedicado a trabajar en el aislamiento de
moléculas bioactivas de la saliva del pulpo rojo mexicano. Para lo cual lograron
separar dicho fluido en tres fracciones: la metabdlica o digestiva, neurotdxica y la
paralizante (aislada de la parte neurotoxica), (Campos, 2013 y Pech, 2014). Esta
separacion se logro gracias a la utilizacion de diversas técnicas cromatograficas
(CCF, CLAR, LC-MS y GC-MS) aunado a esto se utilizé el cangrejo fantasma
(Ocypode quadrata) como modelo in vivo durante la separacién y asi determinar si
las fracciones obtenidas presentaban efectos como: muerte (fraccion digestivo o
metabdlica); relajacion muscular, temblor y descoordinacion motora (fraccion
neurotdxica); y/o paralisis (fraccion paralizante), (Pech, 2014). De estas fracciones la
que se nos proporciond fue la paralizante la cual tiene importancia farmacolégica
debido a que como ya se habia mencionado antes el primer farmaco marino en el
mercado (Prialt, Ziconotide) se aislo de esta fraccion del veneno de caracol Conus
magus (Pech, 2014). Es por esta razén que a la separacion de la parte paralizante en
el pulpo rojo se hizo el analisis de su composicion lo cual arroj6 como resultado la
presencia de aminoacidos libres, esto aunado a que en la saliva de otras especies
de Octopus se han encontrado NPs lo que conlleva a pensar que el efecto
paralizante pueda deberse a la presencia de un NP en esta parte (Pech, 2014). Es

por lo anterior que a esta parte la llamamos NP total.

En este trabajo se realizé el cernimiento o screening de efectos segun la dosis en
animales integros, realizando el estudio piloto en ratones CD1. La curva dosis
respuesta cuantal nos revel6 un efecto bifasico dosis dependiente. A dosis bajas
se presentaron estiramientos de los miembros posteriores, contraccion abdominal
y presencia de diarrea (contraccion). Esto ultimo indicativo de que la accion del NP
total tenia efecto a nivel de tubo digestivo. La latencia de contraccion fue no mayor

a 18 min. A dosis altas, mayores a 2 mg/kg se presentaron movimientos
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desordenados, disminucion de la actividad motora, excitacion moderada, calma y
relajacion (sedaciéon) sobre el total de la poblacion de animales mientras que
desapareci6 el efecto de contraccién. La latencia de sedacién en el 100% de la
poblacién no fue mayor a 4 min. Dicho efecto in vivo puede deberse a que el NP
total puede estar ejerciendo su efecto a través de mas de un sistema o mecanismo
de accion, dependiente de la dosis a nivel de sistema nervioso central y periférico
(Bustamante, 2012). Ya que como explicare mas adelante esta fraccion contiene el NP
(probablemente una taquicinina) y serotonina asi como posiblemente GABA
(Campos, 2013 y Pech, 2014). En el SNC, las taquicininas modulan la liberacién de
neurotransmisores como Dopamina, Acetilcolina y Noradrenalina. A nivel periférico
las taquicininas tienen funciones motoras y sensoriales. La principal fuente de
taquicininas en el sistema nervioso periférico es una poblacion de fibras C (nervios
sensoriales), que cuando son estimuladas producen la liberacion de las
taquicininas las cuales inicia su respuesta funcional. En el tracto gastrointestinal,
las taquicininas regulan un numero de funciones fisiolégicas que incluyen la
motilidad. Las taquicininas actuan principalmente sobre los receptores NK1 y/o NK2
como potentes espasmogenos (Khawaja, 1996). En el caso de la serotonina esta
regula una gran variedad de funciones sensoriales, motoras y funciones de
comportamiento en el SNC donde uno de los mecanismos para esto es inhibir la
liberacion de diferentes neurotransmisores. En cambio a nivel de sistema nervioso
periférico especificamente en el intestino este inicia respuestas tan diversas como
nauseas, vomitos, secrecion intestinal y el peristaltismo. En el caso del
peristaltismo, la estimulacion de las neuronas colinérgicas por parte de la
serotonina promueve la contraccion del musculo liso intestinal y la estimulacién de
neuronas nitrérgicas promueve la relajacion (Sikander, 2009). Mientras que GABA es
un neurotransmisor inhibidor en el SNC por aumento de la conductancia al ion
cloro (hiperpolarizacién). Su existencia en el tejido nervioso garantiza el equilibrio
entre excitacién e inhibicidn neuronal, un requisito fundamental en la funcién
sensitiva, cognitiva y motora. Existen numerosas sustancias que interactuan con
receptores GABAérgicos. Todas las que interfieren con su funcionamiento

producen aumento de la excitabilidad cerebral hasta el punto de producir crisis
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convulsivas (Cortes, 2011). En contraste GABA entérico es un transmisor excitador e
inhibidor que actua a través de los receptores GABAA y GABAB, respectivamente
(Poulter, 1999). A través de estos receptores GABA se modula la contraccion y

relajacion del musculo liso del intestino delgado (Bayer, 2003).

Tomando en cuenta que hubo indicios de efecto del NP total a nivel de tubo
digestivo se procedié a probar los efectos de este en ileon de rata (estudio in vitro)
lo cual nos arrojé también un efecto bifasico dosis dependiente. Donde el efecto
de contraccion aumenta hasta la dosis de 32 ug/mL, después de esta dosis
disminuye su efecto aproximadamente en un 50%, mientras que al mismo tiempo
provoca un aumento en la frecuencia de contraccion que también es dosis
dependiente. Este efecto in vitro se asocio a que el NP total podia contener otras
sustancias como lo son neurotransmisores que pudieran estar causando la
dualidad del efecto (como se menciond en parrafos anteriores serotonina y
GABA). Lo cual se comprobé tiempo después, este contenia trazas de serotonina
lo que dio lugar a realizar un fraccionamiento mas cuidadoso para eliminar los
residuos de este neurotransmisor (dato proporcionado por el Dr. Sergio Rodriguez,
SISAL; Yucatan). De este fraccionamiento se obtuvieron 7 fracciones de las cuales
la fraccion 6 y 7 (M6 y M7) mostraron ser libres de serotonina. Como se mencioné
antes la serotonina pudo estar enmascarando el efecto real del NP en el estudio in
vitro provocando el efecto bifasico. Este efecto (bifasico) sobre el musculo liso del
intestino puede estar mediado por dos mecanismos: a través de su union a los
receptores 5-HT2a, donde estimula a las neuronas colinérgicas con liberacion de
Ach para producir contraccion; mientras que su union 5-HT4, y 5-HT7 estimula a
las neuronas inhibidoras nitrérgicas que liberan o&xido nitrico produciendo

relajacion (Sikander, 2009).

En el caso de la fraccion M6 esta muestra un efecto contractil asociado a un
aumento de la frecuencia de contracciéon ambas dosis dependiente. Tomando en
cuenta los resultados anteriores, la naturaleza proteica obtenida de analisis
previos de la parte paralizante y/o que la literatura reporta; la caracterizacién de

dos taquicininas de la saliva de Octopus vulgaris y una de Octopus kaurna (Pech,
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2014) se puede inferir que la fraccion M6 es donde se encuentra el NP, el cual
podria tratarse de una taquicinina. Que al igual que como el prototipo de la familia
de las taquicininas, en los mamiferos la SP, median acciones contractiles en

intestino (Pech, 2014; Flores, 2008; Olsson, 2001 y Shuttleworth, 1995).

En cuanto a la fraccion M7 esta sigue mostrando un efecto bifasico y un aumento
en la contraccion dosis dependientes. El efecto de contraccion aumenta hasta la
dosis de 32 ug/mL después de esta dosis disminuye su efecto aproximadamente
en un 40%. Lo cual podria deberse a que esta fraccion puede contener algun otro
neurotransmisor que no ha sido identificado. Este podria ser GABA ya que dentro
de los aminoacido libres que se encontraron presentes en la fraccion paralizante
se encuentra el glutamato (Campos, 2013 y Pech, 2014), ya que GABA se sintetiza
principalmente a partir del glutamato por la glutamato descarboxilasa (GAD)
(Watanabe, 2002). Esta enzima responsable de la sintesis de GABA se ha identificado
dentro de los nervios entéricos, asi como un sistema de captacion de alta afinidad.
Tanto en el tracto Gl de roedores y en humanos se han encontrado fibras
GABAérgicas en el plexo mientérico (Bayer, 2003). EI GABA entérico es un
transmisor excitador e inhibidor que actua a través de los receptores GABAA y
GABAB, respectivamente (Poulter, 1999). La unidén a sus receptores GABAA puede
llevar a la activacion de las neuronas colinérgicas y neuronas no adrenérgicas no
colinérgicas inhibitorias, con lo cual estimula por una parte la contraccion del
musculo liso intestinal y por otra parte la relajacidon de este. Mientras que los
efectos de la activacion de los receptores GABAB se relaciona en general a una
inhibicion de la liberacion de Ach a través del bloqueo de canales de Ca?* esto

produce la relajacion del musculo liso intestinal (Bayer, 2003).

Por ultimo cabe mencionar la importancia de la utilizacion de SSI y Ach como
controles. El uso de SSI nos sirvié para corroborar que el efecto en ileon de rata
(sobre la motilidad y frecuencia) causado por la Ach, NP total, M6 y M7 es debida
propiamente a cada una de estas sustancias y no a fluctuaciones de la actividad
basal del intestino ya que como se muestra en los graficos correspondientes, esta
ultima es practicamente constante cuando se agrega SSI a la preparaciéon. En
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cuanto a la Ach, como ya se menciond antes es la sustancia prototipo para ser
utilizada como control en estudios sobre el efecto que tienen ciertas sustancias en
la motilidad intestinal (Goodman and Gilman, 2012). Al comparar el efecto de la Ach con
el efecto del NP total y sus fracciones se muestra una mayor eficacia de estos
ultimos a las mismas concentraciones. En cuanto al efecto de las sustancias sobre
la frecuencia de contraccién del ileon de rata, para la SSI se observa que esta
permanece constante, en el caso del control Ach se observa una disminucidn
dosis dependiente mientras que para NP total, M6 y M7 se muestra un aumento

dosis dependiente.
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- ElI NP total presenta un efecto bifasico (contraccion-relajacion) dosis

dependiente tanto en el modelo in vivo como in vitro.

- La fraccibn M6 del NP presenta un efecto contractil dosis dependiente en

ileon de rata.

- La fraccién M7 del NP presenta un efecto bifasico dosis dependiente en

ileon de rata.

Las perspectivas a futuro de este trabajo es evaluar y determinar el mecanismo de
acciéon mediante técnicas de biologia molecular (inmunohistoquimicas, Western-
blot, PCR, etc.) del NP, no solo a nivel de intestino delgado, sino en otros tejidos,
que pudieran coadyuvar a dilucidar bien su efecto y asi poder ser utilizado como
preanéstesico, sedante, en terapias contra el dolor o enfermedades relacionadas
con el SNC.
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11.1 Anexo 1

Tabla 7. Tabla de conversién de porcentajes en unidades de probabilidad (Probits), (Ruiz, 2011).

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 === 2,674 2,546 | 3,119 | 3,249 | 3,355 | 3,445 | 3,524 | 3,595 | 3,659

10 3,718 | 3,772 | 3,625 | 3,874 | 3,920 | 3,964 | 4,005 | 4,045 | 4,085 | 4,122

20 4,158 | 4,194 | 4,228 | 4,261 | 4,254 | 4,326 | 4,357 | 4,387 | 4,417 | 4,447

30 4,476 | 4,504 | 4,532 | 4,560 | 4,587 | 4,515 | 4,642 | 4,668 | 4,695 | 4,721

40 4,747 | 4,773 | 4,798 | 4,824 | 4,849 | 4,274 | 4,900 | 4,925 | 4,950 | 4,975

50 5,000 | 5,025 | 5,050 | 5,075 | 5,100 | 5,126 | 5,151 | 5,176 | 5,202 | 5,222

60 5,253 | 5,279 | 5,205 | 5,332 | 5,358 | 5,385 | 5,413 | 5,440 | 5,456 | 5,496

70 5,524 | 5,553 | 5,583 | 5,613 | 5,643 | 5,874 | 5,706 | 5,789 | 5,772 | 5,806

80 5,842 | 5,979 | 5,915 | 5,954 | 5,994 | 5,086 | 6,080 | 6,126 | 6,175 | 5,227

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

90 6,282 | 6,287 | 6,293 | 5,299 | 6,305 | 6,321 | 5,317 | 6,322 | 6,329 | 6.335

91 6,341 | 6,347 | 6,353 | 6,359 | 6,366 | 6,372 | 6,379 | 6,385 | 6,392 | 6.398

92 6,405 6,412 | 6,419 | 6,426 | 6,433 | 6,440 | 6,447 | 6,454 | 6,451 | 6,468

93 6,476 | 6,483 | 6,491 | 6,498 | 6,506 | 6,514 | 6,522 | 6,530 | 6,528 | 6,546

94 6,555 | 6,563 | 6,572 | 6,580 | 6,589 | 6,598 | 6,607 | 6,616 | 6,625 | 6,635

95 6,645 | 6,653 | 6,665 | 6,675 | 6,685 | 6,695 | 6,705 | 6,717 | 6,728 | 6,739

96 6,751 6,762 | 6,774 | 6,787 | 6,799 | 6,812 | 6,845 | 6,838 | 6,852 | 6,866

97 6,881 | 6,896 | 6,911 | 6,927 | 6,943 | 6,960 | 6,971 | 6,995 | 7,014 | 7,033

98 7,054 | 7,075 7,097 | 7120 | 7,144 | 7,170 | 7,197 | 7,226 | 7,257 | 7,290

99 7,326 | 7,368 | 7,409 | 7,457 | 7,512 | 7,576 | 7,662 | 7,748 | 7,875 | 8,090

Para la determinacion del 0% y el 100% de respuesta en unidades de probabilidad

se utilizaron las siguientes formulas:

0%=0.25/n*100 100%=n-0.25/n*100 (Ruiz, 2011)
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11.2 Anexo 2

Solucidn fisiolégica de Tyrode.

La preparacion de la solucion fisiolégica de Tyrode se realizd segun lo
especificado en el manual de practicas del laboratorio de fisiologia de la UNAM

2003, como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Componentes y cantidades para la elaboracion de la soluciéon Tyrode

Reactivo Gramos

NaCl 8.0
KClI 0.2
CaCl2 0.2
MgSO4 0.15
NaHCO3 1.0
NaH2PO4 0.04
Glucosa 1.0

Todos los componentes estan dados en gramos por litro de solucion. Para la

preparacion de las soluciones se disolvio completamente cada sal antes de anadir

la siguiente.
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