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&

Resvmen

Se realizd la evaluacion del uso potencial del corazén de la almeja pismo

Tivela stultorum como modelo biolégico en Farmacologia Marina para la blsqueda de
actividad cardioténica. Se llevaron a cabo 20 experimentos, en cada uno de los cuales,
se utilizé un ventriculo suspendido en agua de mar sintética y conectado a un
registrador de actividad cardiaca por medio de un transductor de fuerza. Después de
estabilizar el sistema se realizaron registros de los siguientes parametros biofisicos:
fuerza, velocidad y tiempo para la contraccion y el llenado ventricular, las dos etapas de
la sistole. Ademas, se midid la frecuencia cardiaca. Posteriormente, se agregé al medio
el digitalico digoxina en forma de lanoxin, preparado comercial actuaimente usado
como cardioténico, ajustando la concentracién a 10° M. A partir de este momento
(tiempo cero) se realizé el registro de la actividad mecanica ventricular hasta que se
observo el maximo efecto sobre la fuerza de contraccion.

La comparacién entre cada parametro biofisico antes y después de la adicion de
lanoxin mostré que este digitdlico ocasiona aumento significativo (P<0.001) en la
fuerza y la velocidad de la concentracion y el flenado ventricular, efecto conocido como
inotropia positiva. En la frecuencia cardiaca, se observé una disminucion significativa
(P< 0.001), es decir, ocurrié respuesta cronotrépica negativa. Con base en ambos
efectos, se concluy6 que el corazén de la almeja 1. stultorum es una herramienta util
para la evaluaciéon de materiales biolégicos con uso potencial como agentes
cardioténicos de tipo digitalico.




1 -lntroduccion

La ingerencia de la farmacologia en el estudio de los recursos naturales
marinos como proveedores de farmacos es reciente (De Feo, 1968). Los animales y las
plantas terrestres han proporcionado medicamentos al ser humano de forma
tradicionalmente reconocida (Anzures, 1989). En cambio, las especies marinas
llamaron ia atencién de la Farmacologia hace apenas tres décadas (De Feo, 1968).
Esto no es sorprendente, ya que los organismos marinos plantean una serie de
problemas en la recoleccion y en la seguridad respecto al abastecimiento de material
(Der Marderosian, 1968). A pesar de esta dificultad, en los Ultimos afios se ha insistido
sobre la necesaria realizacion de estudios sobre el potencial oceanico, estimulando con
ello el interés respecto al mar como fuenie de nuevos compuestos medicinales y de

otros estructuraimente relacionados con farmacos ya existentes (Evans, 1991).

La obtencion de medicamentos a partir de materiales biol6gicos requiere
.Ia aplicaciéon de metodologias para detectar y evaluar la actividad farmacologica
durante el proceso (Baslow, 1977). Muchos de los procedimientos con los que cuenta
la farmacologia marina son los que se han utilizado en los estudios de la farmacologia
de productos naturales terrestres (Martin y Padilla,1973). Sin embargo, por su reciente
origen, la Farmacologia Marina se encuentra en un grado de menor avance que la
Farmacologia y mu¢has de las herramientas de esta Ultima son demasiado sofisticadas

para aquélla (De Feo, 1968).

En Farmacologia Marina la mayor parte de los estudios se encuentran




en fase laboratorio (Evans, 1991); es decir, en una etapa en la que la aplicacion del
bioensayo es crucial para la investigacion (Rossum y Hurkmans, 18886) y aunque su
extrapolacién al hombre es siempre una incognita, es inaceptable la administracion de
farmacos a seres humanos si no existen estudios previos en animales (Planas y

Rodriguez, 1988; Cohn, 1988).

Lo anterior pone de manifiesto que, en general, una de las necesidades
de la Farmacologia Marina para su desarrollo es la experimentacion en animales. En lo
particular, los estudios que se han realizado sobre el pepino de mar Srchopus
parvimensis han generado la necesidad de un modelo biolégico para la evaluacion del
potencial de este pepino como productor de sustancias cardioactivas (Usabiaga«Dei

Moral, 1990; Ifiiguez-Martinez, 1990; Perez-Plascencia, 1991).

Por las caracteristicas biolégicas que varios autores han reportado sobre
la almeja pismo T7vela stultorum, se puede considerar a esta especie como un buen
animal de laboratorio para la investigacion biomédica (Menzer, 1987). Por su respuesta
bioquimica a los digitélicos, (sustancias cardioactivas de uso comun), es pbsible
suponer que este organismo o su corazoén aislado constituyen un buen modelo para el
estudio de las sustancias de este tipo (Cuellar-Roheri, 1991). Los resultados que se
describen en el presente trabajo, permitiran determinar si la respuesta fisiolGgica de
7. stu(fomm a compuestos digitalicos es la adecuada para la utilizacion de este

organismo como detector de cardioactividad.



2 - Asttecedentes

El corazén es un 6rgano cuyo funcionamiento mecanico depende de una
serie de fenémenos electroquimicos. La contraccion (sistole) y relajamiento (diastole)
del musculo cardiaco (miocardio) ocurre periédicamente para promover el envio de
sangre a todo el cuerpo en un continuo bombeo. Esta accion se genera por un
complejo sistema de sefiales transmitidas al corazén, secuencia que culmina con el

enlazamiento de iones (Ca") a la troponina C, que es contractil (Guyton, 1987).

La troponina constituye el elemento principal de las miofibrillas o
unidades contractiles de las células (miocitos) que forman las fibras de! musculo
cardiaco. Estos filamentos de troponina sélo se contraen cuando el calcio se une a
ellas, fenémeno que ocurre si el calcio es liberado del reticulo sarcoplasmatico del
miocito (Opie, 1991) . Para que esta liberacién suceda, debe ocurrir un incremento de

iones sodio (Na') en el citoplasma del miocito (Guyton, 1987).

Durante la sistole, el ingreso de Na" al miocito ocasiona una corriente
eléctrica (onda despolarizante) que abre los canales de salida de Ca™ del reticulo
sarcoplasmatico, con la consiguiente provocacion de la contraccion. Durante la
diastole, el Ca” es eliminado del miocito y ocurre la relajacion del mascuio (Ferrari y

Opie, 1992).

Debido a la influencia del Ca™ en el proceso contraccién-relajacion, el



control de la concentracion de este i6n en el citoplasma es de primordial importancia.
Una adecuada contraccién en duracién e intensidad esta determinada por el aumento
paulatino del Ca" en este compartimento celular, mientras que una permanencia
limitada en el mismo garantiza la relajacion (Reiter, 1963).Uno de los principales
mecanismos para la remocién del Ca" del citoplasma es el intercambio sodio-calcio,
que introduce Na' a medida que transporta Ca" al fluido extracelular (Weingart, 1981).
Como consecuencia, al terminar la diastole existe un exceso de Na' en el citoplasma
del miocito, el cual debe ser eliminado para permitir la ocurrencia de otra onda

despolarizante y con ello, el inicio de un nuevo ciclo sistole-diastole.

El transporte del Na' al exterior de la membrana citopiasmatica de
cualquier tipo de célula se debe al sistema fisiolégico conocido como bomba de sodio-
potasio (Lehninger y col., 1993). A nivel bioquimico, este proceso es realizado por la
enzima Na‘, K- ATPasa {adenosin trifosfatasa de sodio y potasio, activada por
magnesio y dependiente de sodio y potasio; E. C. 3.6.3.1) . Por su importancia en la
contraccién muscular y en la regulacion de la concentraciéon de iones en las células y
fluidos extracelulares, la Na', K' -ATPasa ha sido objeto de detallados estudios. Se le
ha encontrado ampliamente distribuida en la naturaleza, tanto en los organismos
terrestres como en los marinos y en una gran variedad de 6rganos y tejidos (Skou,

1957; Bonting y Col, 1961; Gibbs y Col, 1965; Saintsing y Towle, 1978; Towle 1981).

Hasta ahora es concluyente la informacién respecto a la funcién que la
Na' K' - ATPasa desempefia en el inicio del ciclo contraccion-relajacion, pero ain existe
incertidumbre sobre su nivel de actividad en condiciones patoldgicas (Haustein y Col,
1987; Dixon y Col 1992; Shatttock y Matsuoka, 1983), aunque su papel como receptor
de medicamentos ha sido ampliamente documentado (Akera, 1981, Repke and

Schonfeld, 1984; Nogrady, 1988; From y Col., 1990; Akera y Ng, 1991). Se sabe que



los glucésidos cardiacos (lamados también digitalicos) como la digoxina, ouabaina y

digitoxina, son capaces de inhibir a la Na’, K’ - ATPasa y de incrementar ia fuerza de
contraccién del corazén, efecto conocido como inotropfa positiva (Akera, 1981;
“éoodman y Col, 1988; Schuurmans y Stekhoven, 1981; Schwartz, 1975). Se cree que
esta enzima es el receptor celular de los glucésidos cardiacos y que la accion
farmacol6gica sobre el miocardio puede ser ocasionada por la inhibicion enzimatica
(Dixon, 1992). Este efecto inotrépico positivo de los digitalicos ha determinado su uso

como medicamento desde hace mas de 200 afios en el tratamiento de la insuficiencia

cardiaca ( Erhardt, 1987; Lewis, 1980).

A pesar de su utilidad, los glucésidos cardiacos estan ubicados entre los
denominados de alto riesgo, ya que provocan reacciones adversas en el 30% de los
pacientes,.y pueden llegar a causar la muerte en el 20 % de los casos (Davis, 1983,
Akeray Ng, 1991). Este caracter dual farmaco-t6xico de los digitalicos ha motivado una
intensa bUsqueda de nuevas sustancias con el mismo efecto terapeutico pero con
propiedades farmacocinéticas superiores, o bien, propiedades toxicas disminuidas,

factores que permitirian su uso terapéutico con mayor seguridad (Fullerton, 1982).

La evaluaci6n de las fuentes potenciales para la obtencién de nuevos
farmacos requiere de la aplicacion del bioensayo (Rossum y Hurkmans, 1986); es decir,
necesita utilizar modelos biolégicos sensibles bioquimica y fisiolégicamente, que
permitan apreciar los efectos farmacolégicos de las sustancias a probar (Repke y

Weiland, 1988; Kiir y Pravenec, 1989).

La bisqueda de modelos animales para la valoracion de digitalicos
surgi6 desde ia incorporacién de estos compuestos a la practica médica, ya que su uso
se inici6 en forma de preparados galénicos o mezclas de poivos de plantas. Fagge y
Stevenson hicieron experimentos con sapos y varios animales de sangre caliente

(Thorp y Cobbin, 1967). Sus métodos eran simplemente pruebas de toxicidad en las



que se media el tiempo en el que un extracto del preparado digitalico causaba la
desaparicion del latido cardiaco en el animal, o bien, se determinaba la cantidad de

digitalico que se requeria para causar la eliminacion del latido en un tiempo fijo.

A principios de este siglo el método méas aceptado para la valoracion de
glucésidos cardiacos era el de Hatcher y Brody, quienes administraban por via
intravenosa soluciones del glucésido a gatos anestesiados y registraban el tiempo y la
dosis necesaria para causar paro cardiaco (Thorp y Cobbin, 1967). En cambio, Meyers
(1954) y Davis y col. (1955; cit. por Thorp y Cobbin,1967) usaron perros con

insuficiencia cardiaca inducida como modelos animales para medir dosis terapéuticas.

Con base en la preparacién de Langendorff, que usaba corazén de
cochinilio de indias en bafio de soluciones fisiolégicas, se idearon las técnicas de
perfusion de 6rganos para el estudio de cardioténicos. La aplicacion de estas técnicas
fué realizada por Walker y col., Boniface y col. y Wrigth, quienes usaron corazon-
puimén de perro, corazén de perro y corazon de embrion de pollo respectivamente para
evaluar la potencia de digitalicos (Thorp y Cobbin, 1967). Ademas del uso de
corazones integros en perfusién fisiolégica se han utilizado segmentos de mdsculo de
diferentes regiones del corazén, como el ventriculo de rata, que fué usado para
demostrar Ae'! efecto cardioténico de la ouabaina; o bien, el misculo papilar de gato; la

auricula de cochinillo de indias o la auricula de gallina (Thorp y Cobbin, 1967).

Tratando de demostrar el mecanismo bioquimico de la accion de los
digitalicos, en los Gitimos 30 afios el uso de modelos en esta area ha sido dedicado al
estudio de la interacciéon de dichas sustancias con {a Na', K' -ATPasa en diferentes
niveles de organizacién biolégica y en una gran variedad de especies. Con este fin se
han usado suspensiones y membranas de eritrocitos, segmentos de musculo cardiaco
y esquelético, homogenados de cerebro, higado y corazén, fluidos biol6égicos y

corazones aislados, ademéas de estudios en organismos intactos. Entre las especies



usadas se encuentra la rata, el gato, el conejo, el perro y el cochinillo de indias.

Gracias a la informacion obtenida por el uso de modelos hay un gran
namero de investigadores que aceptan que Ia j_nhibicié_n de la Na' K' - ATPasa es el
primer momento de la accién inotrépica positiva de los digitalicos (From y col., 1990;
Akera y Ng, 1991; Dixon y col. 1992). 8in embargo, se ha demostrado que la capacidad
de una sustancia para inhibir a la Na' K' - ATPasa no garantiza su efecto inotrépico
positivo (Fullerton, 1982; Goodman y col. 1985; Repke y Weiland, 1988; Dixon, 1992).
De lo anterior se desprende que el nivel de organizacién biolégica mas adecuado para
el cribado de materiales en la bisqueda de nuevos agentes cardioténicos es aquél en
el que se puede observar el efecto inotrépico positivo. Si ademas de ello en tal sistema
se pueden realizar estudios con la enzima receptora de los digitalicos, la especie
resulta ser una herramienta indispensable para la investigacion de relaciones
estructura-actividad de agentes cardiotoénicos de tipo digitalico (Repke y Weiland,

1988).

Se considera que los invertebrados son una fuente de modelos con un
gran potencial, ya que constituyen la porcién méas grande de los recursos animales del
planeta (Kaiser, 1980). En 1985 una reevaluacién sobre el manejo de modelos para la
investigacion biomédica concluy6é recomendando el uso de invertebrados como una
alternativa a la utilizaciéon de mamiferos, con ias mismas posibilidades de obtencién de
informacién relevante (National Research Council, 1988). El Institute of Laboratory
Animal Resources (ILAR) define como modelo animal a aquél que permite una
derivacién analégica sobre las propiedades y comportamiento del fenémeno original

estudiado (Klir y Pravanec, 1989).

Aunque la comprensién de la fisiologla, la bioguimica y la patologia de
los invertebrados marinos se ha desarrollado lentamente (ILAR, 1981), el conocimiento

actual sobre el corazén de la almeja pismo Tivela stultorum (Mawe, 1823) permite



considerar a este organismo como un modelo animal en potencia. Su biologia, que
incluye habitos alimenticios, caracteristicas de desarrollo y sexualidad se conoce
desde hace tiempo (Coe, 1947). La anatomia y fisiclogia del corazén de los
moluscos, phyllum al que pertenece 7. stultorum han sido revisadas por varios autores
(Hill y Welsh, 1966; Jones, 1983). La pesqueria, el papel ecologico y los requerimientos
ambientales se publicaron la década pasada (Shaw y Hassier, 1989) y en México se

- conoce bien su distribucién geogréafica (Ruiz-Dura, 1992).

2 E\| corazén de 7. stultorum (Fig. 1) consiste en un par de auriculas
laterales que descargan en un ventriculo que rodea el recto; alrededor de éste y
saliendo del ventriculo, se encuentran una aoria anterior y otra posterior (Jones, 1983).
La aorta anterior se abre y constituye un ensanchamiento al que se denomina bulbo
adrtico. Este se encuentra ubicado frente al pericardio, membrana que rodea al
corazén. Las auriculas son también membranosas, con aspecto de pequefios sacos
transparentes que se insertan por su longitud media al ventriculo en direccion
perpendicular al intestino. En el bulbo adrtico nacen las arterias paliales y viscerales,
que proveen de sangre a todo el cuerpo del molusco. Las primeras surten al manto y el
pie, mientras que las segundas se internan hacia el estémago y retornan por debajo del
pericardio para conectarse con el intestino y la glandula digestiva. Basicamente el
funcionamiento de! sistema circulatorio es similar al del hombre: la sangre fluye
alrededor del cuerpo, se oxigena en las estructuras respiratorias y retorna al corazoén
previo mezclado con la sangre desoxigenada que retorna de las visceras (Booth y
Mangum, 1978). La recoleccion de sangre venosa se realiza por medio de la vena
longitudinal, la que a éu vez recibe la descarga de dos sistemas colectores en el manto:
la vena horizontal y fa vena marginal. La vena longitudinal vacia sys tontenido a las
branquias por medio de pequefios capilares que se conectan a la vena aferente
branquial. Después de su paso por las branquias la sangre vuelve a la vena

longitudinal, de donde asciende hasta la auricula para su descarga en el ventriculo.
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Fig. 1 .- Representacién esquematica del corazén de la
almeja pismo Tivela stultorum (Mawe, 1823)



El patrén de organizacién del corazén de un molusco, la secuencia de

eventos hemodinamicos durante el bombeo sanguineo y la presencia de un marcapaso
natural son una "fina ilustracién de la operacion de la evoluciéon convergente” hacia los
vertebrados (Martin, 1980). Hill llamé la atencién hacia el "impresionante paratelismo”
que existe entre el corazén de los moluscos y el de los vertebrados: en ambos, el latido
es miogénico, mientras que la frecuencia y amplitud son controladas por nervios
reguladores extrinsecos. En ambos, una inervaci6n colinérgica esta generalmente
presente y usualmente es responsable de disminuir la frecuencia y reducir la amplitud.
En ambos, existen nervios cardioexcitadores, siendo la Unica diferencia el mediador
quimico présente (Hill, 1966). Mas recientemente, Cuéllar (1991) demostré que la Na'
K' - ATPasa, receptora de los glucésidos cardiacos en vertebrados, se encuentra
también en el corazén de 7. stultorum y que, como en aquéllos, esta enzima muestra
inhibicién por dichas sustancias. Estas caracteristicas ponen de manifiesto el potencial
de la almeja pismo como modelo biolégico para el estudio de la accion de los
digitalicos. Sin embargo, como se sefald, solo la respuesta inotrépica positiva
demuestra la utilidad de esta especie en el cribado de la accion cardiotdnica. Por lo
anterior, se hace necesario estudiar el efecto de este tipo de compuestos sobre la
fisiologia del corazén de 7. szultorum, con especial énfasis en los parametros biofisicos

que definen la accién mecéanica del mismo.



3 rO&dea

Evaluar la accién de la digoxina sobre la mecanica de la contraccion

muscular de la almeja Trvela stultorum (Mawe,1823)




4 - Metodologia

4.1. Diseiio Experimental

El efecto de la digoxina sobre el ventriculo de 7. stu/torum se evalud
mediante la medicién de diferentes parametros biofisicos que definen su
funcionamiento mecanico durante la sistole. En todos los casos se comparo el
comportamiento del ventriculo antes y después del tratamiento con digoxina. El modelo
se eXpresa como:

YI =+l +Bj +eij o

Donde:

Yij= Diferencia entre el parametro biofisico antes y después del
tratamiento con digoxina para el i-ésimo ventriculo
p = media general de todas las observaciones
i = efecto de la digoxina

B] = efecto del etanol, solvente de la digoxina

eij = error experimental N (0,1)




4.2 Colecta y mantenimiento de organismos.

Los especimenes de Tivela stultorum fueron adquiridos por compra en el
mercado negro de la ciudad de Ensenada. Inmediatamente fueron trasladados al
laboratorio de Farmacologia Marina de la Facultad de Ciencias Marinas. Ahi fueron
enjuagados y colocados en tanques de fibra de vidrio con flujo continuo de agua de

mar y aireacion.

Para la utilizacion de las almejas se dejaron transcurrir de 3 a 5 dias,
manteniendo un fiujo de 30 ml de agua por segundo y alimentandotas con microalgas
de la especie Isockrysis galbana o Monockrysis lutheri. Se midi6 diariamente el pH, la
temperatura y la salinidad, los que se mantuvieron entre 7.4-7.8;16°-18" y a 34 0/00
respectivamente. El nivel de agua en los tanques se controlé para tener siempre 30 cm X

de altura.

4.3 Extirpacién del ventriculo.

El animal fué extraido del tanque introduciendo un desarmador entre las

valvas para permitir el corte del musculo aductor con fijeras de diseccion. Una vez

curvas se realizd un corte con bisturi cerca de cada una de las uniones auricula-

ventriculo y del recto anterior y posterior liberando asi el ventriculo. Toda la operacion



de diseccion (Fig. 2 a,b,c,d,e y f) fué realizada con inmersiones continuas dei animal en
una charola con agua de mar y burbujeo de aire para evitar la desecacién y la hipoxia,
basando todo el procedimiento en la técnica de Florey (Florey, 1968). Una vez

agua de mar sintética (Apéndice 1) y aireacién hasta la recuperacion del latido.

4.4 Camara de prueba

En cada experimento eI_ l/gntr[qu[o _f_u_é colocado en una camara de
prug_tia}_de aproximadamente 40 ml de capacidad preparada con una jeringa de plastico
de 2 cm de diametro interno, cortada a una altura de 3 cm. En el interior de la misma se
insert6 la punta de una aguja para liquido cefalorraquideo adaptada para sujetar al
ventriculo y a la vez permitir [a aireacién. En la parte inferior de la jeringa se coloc6 un
pequefio tapén de hule. En cada experimento se colocé el volumen adecuado de agua

de mar sintética (Apéndice 1), a 16°-18° centigrados, y se aire6é durante 1 hora antes de.

introducir el ventriculo, ajustando un burbujeo continuo pero suave.

4.5 Registro de la fuerza de contraccion del ventriculo.

La sefial mecanica de contraccidon se capturé con el transductor de
fuerza Thornton tipo 420, el que se conectdé a una unidad de amplificacion de sefial
Thornton tipo 414/400 adaptada al sistema registrador Thornton tipo 462 de pluma
electromagnética. El efecto se imprimi6 sobre papel calibrado termosensible, que

grafica la deflexion de ia piuma en las ordenadas y el tiempo en las abcisas (Fig. 3)
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Fig. 2a.- Tivela stultorum

Fig. 2b . -

Primer momento en la

preparacion del ventriculo de la

almeja para su uso en el bioensayo.

Introduccion de un desarmador entre

las valvas al momento de extraer al
. animal del acuario para facilitar el

corte de! musculo aductor,




Fig. 2¢ . -

Corte del musculo aductor

de la almeja pismo 7. szu/-
torum,

Fig. 2d. -

Corte sagital para exponer
el pericardio, membrana que
envuelve el corazén {marca-
da como P).




Fig. 2e y 2f.- Localizacién del corazén en Tivela stultorum.
A = Aurlculas | = Intestino



transductor de fuerza

aireacién

| registrador de pluma
electromagnética

= | chb

amplificador de sefial

Fig. 3.- Disposicién déiSistema Thomton para el

4.6 Montaje.

registro de funeién cardfaca.
(En base a Sandel, 1983)

Se colocé el ventriculo en la camara de prueba y se sujeté con un

pequefio gancho a la aguja"ﬁ'.:f;c’;';on otro al transductor de fuerza (Fig. 4) ajustando la

tensién hasta un registro inicial de aproximadamente 1.5 cm de altura con una

sensibilidad vertical del amplificador de 10 & 50 mV/cm.



aireacién >—%“
—

ventriculo - -

aguja para lfquido
cefalorraquideo adaptada’

.

al transductor de fuerza

-+ - agua de mar:

FIG 4.- Camara de prueba preparada a partlr de una jeringa
de plastico cortada a 3 cm de altura. El volumen total
de perfusion fue de 31 mi en todos los casos.

4.7 Bioensayo.

Cada ventriculo extirpado fué utilizado para llevar a cabo un

experimento. En cada experimento se permitié que el sistema se estabilizara después

de introducido el ventriculo en la camara de prueba, hasta dar una lectura constante en

la fuerza de contraccion. Después de alcanzar este equilibrio, se realizo la adicion de la

solucion de prueba, preparada a partir de digoxina distribuida comercialmente como

ampolletas inyectables de lanoxin.

En el bioensayo preliminar se afiadieron los volimenes necesarios de

agua de mar y solucién inyectable para tener concentraciones finales de digoxina de

10°M, 10° My 10 M en la camara de prueba. Ademas, se observo el efecto de la

aireacion en la frecuencia cardiaca.



Una vez determinada la concentracién mas adecuada de lanoxin para la

observacién de efecto sobre los parametros biofisicos, se realizaron 20 experimentos
en bioensayos definitivos. En cada uno de estos experimentos se ajusté la
concentracién de digoxina a 10° M en el medio. En cada caso se registro el efecto de la
fuerza de contraccioén dei ventriculo después de la adicion, salvo en las preparaciones
usadas como blanco. Después de cada experimento se peséd el ventriculo, previo
secado con papel filtro y se midié la longitud tomando como extremos los puntos de la
unién auriculo-ventricular. El volumen final del medio de perfusion en todos los casos

fué de 31 ml.

Para determinar la posible accién del solvente (etanol) presente en el
preparado comercial sobre el ventriculo de 7. szulrorum se realizaron 3 experimentos
en los que se sometié6 éste a una solucién preparada con etanol en agua de mar
sintética. En cada bioensayo se regul6 la cantidad de alcohol para tener en el medio de
perfusion una concentracion final de 0.05% con base en la cuantificacién de etanol en
el preparado comercial. El registro del comportamiento cardiaco se realizo durante 45

minutos

4.8 Determinacion de alcohol en el preparado comercial.

Se utiliz6 el método de Johnson (Umbreit y col, 1972) que se basa en la
decoloracion que produce el alcohol de una muestra sobre una solucion de djcromato
de potasio. (KzCrzO7) por transformacion de Cr(Vl) a Cr (Itl) en medio &cido. Se preparé
una curva de calibracion con estandares de dicromato de potasio abarcando un rango
de concentraciones desde 1 hasta 10 mg % ajustados a pH 4 con &cido sulfurico. Cada

punto de la curva de calibracién se obtuvo graficando la absorbancia a 660 nm de 5 ml
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de solucion de 1, 2, 4, 6, 8 y 10 mg % en las ordenadas y la concentracion
correspondiente en las abscisas. Para conocer la cantidad de etanol en el preparado
comercial, se diluyé 1 mi de éste con 3 ml de agua destilada. Se tomé 1 ml de esta
solucion y se mezclé con 4 ml de solucién de dicromato de potasio al 12.5 mg % (pH
4), para tener una concentracién final de 10mg % de dicromato de potasio. Se dej6
reposar durante 10 minutos y se ley6 la absorbancia a 660 nm. La diferencia entre la
absorbancia del dicromato de potasio sin adicion y con adicion de etanol sirvié para
calcular, con base en la curva de calibracion, la cantidad de dicromato de potasio que
se consumidé por el alcohol. Como la cantidad de alcohol en la muestra es equivalente
al dicromato de potasio consurmnido, se aplicaron las férmulas siguientes para calcular la
cantidad de etanol presente en los 5 ml de mezcla; es decir, en 1 ml de muestra de

solucion diluida del vehiculo.

K =K -K

cons inlcint Finat

Donde:
K cons = mg de K Cr207 consumidos por reaccion de 6éxido-reduccion en 5 mi de

mezcla solucién etandlica: soiucion de KzCr207ai 12.5 mg % (1:4).

K inicial = mg de KZCrZO7 presentes en 5 ml de mezcla de solucion de KZCraO7 al 10

mg %

K final = mg de KCr O7 presentes en 5 ml de mezcla solucion etandlica: solucion de
2 2

KzCi;O’ al 12.5 mg % (1:4) después de ocurrida la reaccion.



Ademas:

Kﬂ .= C‘ A’[VIA1 X 100

Donde:

C1 = Concentracion de KZCrZO7 en la mezcla de reaccién (10 mg %)
Ax = Absorbancia de la mezcla de reaccion etanol: chrzo7

V = Volumen de la mezcla de reaccion

A‘ = Absorbancia del estandar de KZCrZO7 al 10 mg %

Para transformar K a etanol se tom6 en cuenta que 2.130 mg de

K Cr O son equivalentes a 1 mg de etanol, por la reaccién de oxido-reduccién que
2 2 7

ocurre.

4.9 Tratamiento de datos.
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La figura 5 muestra el diagrama esquematico de un registro tipico del

ventriculo de 7. stultorum bioldgicamente funcional en medio de agua de mar. En

dicho esquema se sefialan los diferentes parametros que se analizaron en este

estudio.
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1 Momento de llenado del ventriculo. Ocurre en un tiempo ¢ a una velocidad V. y

desarrolia una fuerza f para resistir la presibn que el liquido entrante ejerce contra la
2

pared ventricular. »

2 Momento de la contraccibn. El ventriculo, una vez que se ha llenado de fluido, se
contrae para ejercer su funcién de bombeo y expulsarlo. Se desarrolla una fuerza F| a
una velocidad vy un tiempo t

Fig. 5.- Esquema del registro de la actividad mecénica del corazén de 1. szultorum,

obtenido en condiciones isémetricas por medio de un fisidgrafo Thornton.

La evaluacion del efecto del digitalico se basé en los cambios que éste



ocasioné sobre dos momentos de la sistole. Uno de ellos fue el llenado del ventriculo
que ocurre en un tiempo t2 y durante el cual las paredes del ventriculo ejercen una
fuerza F2 para resistir la presién que se genera por el fluido que ingresa al ventriculo
(Fig. 5). El otro momento analizado fué la segunda pelxrt,eggg_ la sistole, que consiste en
el vaciado del ventriculo por contraccion (aco:tamierifo? 'd'ellas.fibras cardiacas, por lo
que este proceso es propiamente denominado contraccién cardiaca. La contraccion
ocurre en un tiempo t| y se desarrolla una fuerza F.’ la que generalmente es mayor
que Fz. A continuacién se describe la forma en que se obtuvieron los valores de los
parametros mencionados y el método por ei cual a partir de ellos se obtuvieron las
velocidades de desarrollo de fuerza durante las dos etapas de la sistole. Todos los
valores de fuerza que se reportan como efecto representan la maxima fuerza que un

ventriculo en estudio desarrollé durante su exposicién al digitalico.

a) Calculo de la fuerza de contraccion.

Sobre el trazo obtenido por el fisiégrafo se midi6 la altura maxima
alcanzada por la pluma electromagnética en cada momento de la sistole (Fig. 5).
Posteriormente se aplicé el factor de escala del sistema de registro para convertir la

amplitud del trazo a fuerza de contraccién segun la expresion:

Fc:S' X H

‘¢ y
{

Donde:
Fc= Fuerza de contraccion en gramos.

H= Altura del tfrazo en centimetros



Ei calculo del factor de escala del sistema se realizé de acuerdo a su

manual de uso por medio de la expresion:

$=50X Va

Donde:

S‘= Factor de escala para el registro en gramos de tensién del transductor de fuerza por

centimetro de deflexién vertical de la pluma del registrador.

iu”50==. Factor de calibracion para el transductor de fuerza Thornton tipo 420 en

gramos/volt.

Va= Sensibilidad vertical del registrador en volts/centimetro

De esta forma se obtuvieron: ia fuerza de contraccién ventricular (F ) y la
)
fuerza inicial de llenado del ventriculo (Fz). La fuerza total de contraccién (F ) se obtuvo

por la suma de las anteriores.

b) Tiempos de duracién de cada momento de la sistole.

El tiempo/,ée la duracién de la contraccién ventricular (t‘) y el tiempo de
duracion del llenado (ta) se calcularon con base en la velocidad del tambor de registro
del modulo Thornton tipo 462. En todos los experimentos la velocidad se ajusté a
5mm/seg, por lo que para calcular el tiempo transcurrido se midi6 la distancia (d) entre

los puntos de inflexién de la curva (Fig. 5) y se transformé a segundos o minutos
segun la ecuacion:

t=d/5
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Donde:
d = Distancia en mm.

t = Tiempo en segundos

El tiempo total de duracion de la sistole (t,)’ que abarca la contraccion y el llenado

ventricular se obtuvo sumando t y ta.
]

{ c) Calculo de la velocidad.

La velocidad del desarrollo de la fuerza del ventriculo se obtuvo con
base en el indice de contraccién del miocardio usado por Siegel y Sonnenblick (1963)
que divide el incremento de la fuerza (AF‘) entre el tiempo que tarda este fendmeno
(At|) (Fig.5). De la misma manera se calcul6 la velocidad de llenado del ventriculo

usando los valores correspondientes de AF2 y Atz.
d) Calculo de la frecuencia cardiaca.

A partir del trazo (Fig. 5), se obtuvo el tiempo transcurrido entre dos

ciclos sistole-diastole y se aplicé la formula del manual de uso del sistema Thornton:

t= 2/t X 60 seg

Donde:
f= Frecuencia cardiaca en latidos por minuto

t= Tiempo en segundos, caiculado como se describe en b)
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4.10 Analisis estadistico.

Para este analisis se utilizaron 20 valores; cada uno de ellos obtenido

del ventriculo de un organismo.

Se aplicé la prueba de Kolmogorov-Smirnov para verificar la normalidad

en la distribucién de los valores de cada parametro biofisico fuerza de contraccion sin

tratamiento.

Para evaluar el efecto del lanoxin sobre cada parametro biofisico se
prob6 la hipétesis nula de que no existe diferencia significativa entre los valores
obtenidos antes y después del tratamiento aplicando una prueba t para la diferencia
entre dos medias, con base en observaciones apareadas. Se utilizo un nivel de
significancia del 5% (Marquez-De Cantd, 1991).En todos los casos se comparo el valor
del parametro en el momento inmediatamente anterior a la adicion de la digoxina con el

maximo efecto observado.

Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas con el programa

CSS.Statistica Version 3.0.
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5.1.0bservaciones preliminares

Se observé que las auriculas aumentan considerablemente de volumen
y frecuencia de latidos por minuto al ser expuestas al aire por corte dei pericardio, para
volver a su tamafio y ritmo normal en 30-60 seg. Por lo general, la auricula sufre

rompimiento durante la diseccion.

El ventriculo de 7. stu/torum presenta una considerable resistencia a la
hipoxia, pudiendo sobrevivir por lo menos 4 hrs. en un medio sin aireacion, aunque se
observa en él ligera bradicardia. En condiciones de aireacion constante, esta
resistencia es mucho mayor y algunos véntn’culos mantienen su latido al menos

durante 24 hrs. si se les coloca en suficiente volumen de agua de mar.

De las tres concentraciones de digoxina probadas, s6lo la de 1 x 10° M
ocasioné cambios cuya lectura pudiera realizarse adecuadamente en el trazo del
registrador. La concentracién de 1 x10* M caus6 arresto cardiaco y la de 1 x10° M
ejerci6 un efecto tan leve, que no se obtuvieron registros consistentes. Por esta razon,

la concentracién usada para los bioensayos definitivos fue de 1 x 10° M de digitalico.

29
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5.2. Parametros biofisicos del ventriculo sin tratamiento

En la tabla 1 se muestran los valores de la fuerza de contraccion (F.)'
fuerza de llenado (Fz), tiempo de contraccion (t’), tiempo de llenado (tz) y las
correspondientes velocidades (V‘ y Vz), asi como la fuerza total durante la sistole (F‘) y
la frecuencia cardiaca. Asimismo, se incluyen los valores promedio de peso y longitud.
El nimero de mediciones se refiere a la cantidad de ventriculos que fueron utilizados.

Por lo tanto, cada medicién representa un organismo.

Tabla

Parametros biofisicos del ventriculo de la almeja pismo Tivela sinliorum. Cada medicion
representa un ventriculo suspendido en agua de mar sintética.
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5.3. Efecto de la digoxina sobre la actividad mecanica del
ventriculo

La fig. 6 muestra un registro obtenido directamente del registrador. En él
se observa la evolucién de los parametros de fuerza, tiempo y velocidad bajo el efecto
del digitalico. La respuesta mas notoria fue la de incremento en la altura maxima dei
pico que representa la fuerza de contraccion. Sin embargo, también a simple vista se
observé aumento en la fuerza de llenado. Ambas respuestas son facilmente
observables en la figura 7, que representa esqueméaticamente una serie de ciclos
sistole-diastole sobrepuestos, obtenidos del registro en diferentés momentos después

de afiadir lanoxin a la camara de prueba.
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Flg. 6.- Diagrama de la evolucién del trazo generado por el
transductor de fuerza durante la exposicion del ventriculo
de T. stultorum a digoxina 10-5 M en un medio de agua
de marsintética. Cada seccién (a, b y ¢) contiene el
trazo obtenido después de diferentes tiempos de
exposicion.
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Cada registro fue obtenido del mismo ventriculo
bajo experimentacion, pero después de haber
agregado digoxina al medio de perfusién .

El tiempo después de la adicion se sefiala sobre
la figura.

Flg.7.-Esquema de varios trazos de la actividad mecénica sobrepuestos.

La tabla 2 muestra los valores de fuerza de contraccion y frecuencia
cardiaca obtenidos antes y después del tratamiento con solvente. Dada la escasa
interaccion entre éste y el ventriculo, los registros obtenidos en los ensayos definitivos

se evaluaron sin ajustes,



Tabla 2

Valores de fuerza de contraccidn total (Fi) y frecuencia cardfaca del ventriculo
de? stultorum suspendido en agua de mar sintética (columna A) y en agua de
mar al que se le afiadié etanol al 0.05% (columna B); cada experimento
representa el ventriculo de un organismo. Los valores de la columna B se
registraron después de 45 minutos de exposicién al medio alcoholico.

A= Valores en agua de mar sintética
B= Valores tomados 45 minutosdespués de la adicién de etanol al 0.05 g %.
g

1

En las Tablas 3, 4, 5, 6, 7, 8, © 10 y 11 se registran los valores
individuales de los parametros de fuerza, velocidad, tiempo y frecuencia cardiaca para
cada ventriculo antes y después del tratamiento con digoxina. N6tese que en cada

tabla se registran tres columnas de valores. La columna A es el valor del parametro
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registrado cuando el ventriculo se encontraba suspendido en agua de mar sintética, sin
tratamiento alguno, cada valor que aparece en esta columna fué utilizado como control
para si mismo. La columna B contiene el valor registrado cuando se alcanzé el maximo
efecto del digitalico sobre el parametro en cuestion. La Olitima columna, titulada
"porcentaje de cambio” se refiere a la diferencia entre el vaior B y el valor A, expresado
en términAos de porcentaje tomando el valor A como 100%. En todas las tablas en las
que se realizé6 comparacién por anélisis estadistico, se incluyen los valores calculados

para la prueba utilizada y el correspondiente valor de tablas del mismo.

Como se observa en la tabla 3, todos los ventriculos de 7. stultorum
aumentaron su capacidad de contraccion (FI) por efecto de la digoxina. Segln se
aprecia, el ventriculo de menor respuesta incrementé su fuerza en un 28% con
respecto a su fuerza sin tratamiento,mientras que aquel que fué mas sensible aumento

en un 320%.

Para la fuerza de llenado ventricular (F, Tabla 4) no se obtuvo
2
respuesta en todos los casos. Dos ventriculos permanecieron inalterados durante toda

la exposicién al digitalico, pero en la mayoria de los casos se observaron aumentos,

hasta del 200%.

La fuerza total de la sistole (F, Tabla 5), al igual que la F, aument6 en
t 1
todos los casos, pero a diferencia de ésta los incrementos fueron menores. El minimo

aumento observado fué del 16% y el maximo fué dei 266%.

Las velocidades de desarrollo de fuerza, V y V que se observan en la
1 2 .
columna B de las tablas 6 y 7, respectivamente, representan el maximo valor de

velocidad alcanzado por cada ventriculo en tratamiento.
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Cabe hacer notar que, por lo general, desde el momento en que se
agreg6 el digitalico hasta que se llegé al maximo valor de fuerza, la mayoria de los
ventriculos sufri6 una serie de incrementos y decrementos de V. y Ve. Este
comportamiento difiere del observado en las fuerzas correspondientes, las que
evolucionaron con un aumento continuo desde la adicion del digitalico hasta que el
ventriculo llegdé al maximo de contraccion. Los valores de efecto maximo para VI
variaron desde 14 hasta 226% entre experimentos. Para Vz, el ventriculo con menor

porcentaje de cambio mostré un 7% y el mayor fué de 210%.

En lo que respecta a los tiempos t.ty t‘, no sélo se observé una serie
de incrementos y decrementos durante el desarrollo de ia fuerza maxima de
contraccién en cada experimento, sino que algunos ventriculos llegaron al efecto
maximo con tiempos mas cortos que el valor control. Como se observa en las tablas 8,
9 y 10, se encontr6 esta respuesta en tres, cinco y tres casos para t;.- tz yt

respectivamente.

La tabla 11 consigna la frecuencia cardiaca medida en el momento de
aparicién del maximo efecto en la contracciéon del miocardio con excepcion de uno, se
observé disminucién del nimero de latidos por minuto en los ventriculos, por lo que se
reportan cambios con valores negativos. Dentro del grupo que mostr6 respuesta, se
encontraron decrementos tan pequefios como 4.3% y el mayor efecto ocasionado por

el digitalico fué una disminucion de 48%.
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Tabla 3

Efecto de la digoxina sobre la fuerza de contraccién (F ) del ventriculo de la almeja pismo
Troela stultorum, suspendido en agua de mar sintética, los valores se dan en gramos.
Cada experimento representa el ventriculo de un organismo.

A= Valores de fuerza de contraccion sin tratamiento.
B= Valores de fuerza de contraccién maxima que puede desarrollar en un
medio conteniendo 1x10-5 M de digoxina.
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Tabla 4

Efecto de la digoxina sobre la fuerza de llenado (F,) del ventriculo de ia almeja pismo
Tivela stultorum, suspendido en agua de mar sintética, los valores se dan en gramos.
Cada experimento representa el ventriculo de un organismo.

A= Valores de fuerza de llenado sin tratamiento
B= Valores de fuerza de llenado méxima que puede desarrollar en un medio
conteniendo 1x10°°M de digoxina.
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Tabla S

Efecto de la digoxina sobre la fuerza de contraccién total (Fi) durante la sistole def
ventriculo de la almeja pismo Tivela stultorum, suspendido en agua de mar sintética, los
valores de dan en gramos. Cada experimento representa el ventriculo de un organismo.

La fuerza de contraccidn total abarca la fuerza ejercida por el ventriculo durante el llenado
!y la fuerza desarrollada durante la contraccioén.

A= Valores de fuerza de contraccidn total sin tratamiento
B= Valores de fuerza de contraccidn total méaxima que puede desarrollar
en un medio conteniendo 1x10™> M de digoxina
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- Efecto de la digoxina sobre la velocidad de desarrollo de fuerza de contraccion (V, ) del
ventriculo de la almeja pismo Tivela stultorum suspendido en agua de mar sintética, los
valores se dan en gramos/seg. En cada experimento se utilizé el ventriculo de un
organismo. El valor de velocidad representa la rapidez con que el ventriculo aumenta su
capacidad de carga.

A= Valores de velocidad de contraccién sin tratamiento
B= Valores de velocidad de contraccién maxima que puede desarrollar en un
medio conteniendo 1x10-5 M de digoxina
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Talla?

Efecto de la digoxina sobre la velocidad de desarrrollo de fuerza de llenado (V) del
ventriculo de la almeja pismo Trvela stultorum, suspendido en agua de mar sintética,
los valores se dan en gramos/seg. En cada experimento se utilizé el ventriculo de un
organismo. El valor de velocidad representa la rapidez con que el ventriculo aumenta

su capacidad de carga.

A= Valores de velocidad de llenado sin tratamiento
B= Valores de velocidad de {lenado méaxima que puede desatrollar en un
medio conteniendo 1x105 M de digoxiha




Efecto de la digoxina sobre la duracién de la contraccién (tr) del ventriculo de la
almeja pismo Tivela stultorum, suspendida en agua de mar sintética, los valores se
dan en seg. Se utilizé un ventriculo por experimento. Cada valor es el tiempo que
duré el fenémeno de la contraccién.

A= Valores de tiempo de contraccién sin tratamiento
B= Valores de tiempo de duracién de la contraceién de maxima
fuerza desarrollada por el ventriculo en un medio conteniendo 1x1 05 M

de digoxina.
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Tabla g

Efecto de la digoxina sobre ta duracién de lienado (tz) del ventriculo de la almeja pismo
Tivela stultorum, suspendida en agua de mar sintética, los valores se dan en seg. Se
utilizé un ventriculo por experimento. Cada valor es el tiempo que tardo el ventriculo

en llenarse de fluido.

A= Valores de tiempo de llenado sin tratamiento
B= (‘;{alorgs de tiempo de llenado en un medio conteniendo 1x10°5 M de
igoxina




Tablsa 70

Efecto de la digoxina sobre a duracién de la sistole (T ) del ventriculo .de la
almeja pismo Tivela stultorum, suspendida en agua de mar sintética, los valores se
dan en segundos. Se utilizé un ventriculo por experimento. Cada valor abarca el
tiempo que durd la sistole en sus dos etapas: el llenado ventriculary la
contracciéon muscular.

A= Valores de de tiempo de sistole sin tratamiento
B= Xalorgs de tiempo de sistole en un medio conteniendo 1x105 M de
. digoxina




Tabla 1

Efecto de la digoxina sobre la frecuencia de latido del ventriculo de la almeja pismo
Tivela stultorum, suspendida en agua de mar sintética, los valores se dan en
latidos/minuto. En cada experimento se utilizé el ventriculo de un organismo.

A= Valores de frecuencia cardiaca sin tratamiento
B= Valores de frecuencia cardiaca cuando el ventriculo desarrolla la maxima
fuerza de contraccion en un medio conteniendo 1x1072 M de digoxina.
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En la tabla 12 se encuentran registrados los valores de tiempo de
ocurrencia y duracién del maximo efecto. El tiempo de ocurrencia se refiere al que
transcurrié entre la adicion de digitalico y el momento en que se manifesté el maximo
efecto en la contraccién muscular. La respuesta méas rapida de efecto maximo tard6 2
minutos en presentarse (ventriculo No. 1) y en el caso mas lento transcurrieron 15
minutos antes de que llegara al maximo de fuerza. La columna de tiempo de duracion
contiene los valores de tiempo durante el cual se mantuvo la maxima respuesta. En
este caso el promedio de duracién fué de 9.4 minutos. Se observ6 un valor minimo de

duracién de 2 minutos y un maximo de 49 minutos.
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Tiempo de ocurrencia del maximo efecto de digoxina en la fuerza de contraccién
ventricular de 7. stulrorum y duracion del efecto. En cada experimento se usé el
, ventriculo de un organismo.

Tiempo de Ocurrencia: Tiempo transcurrido entre la adicién del digitalico yla

aparicion de la maxima respuesta en la contraccidn del
miocardio.

Tiempo de duracién: Tiempo durante el cual e mantuvo constante la maxima

<

fuerza de contracci  del miocardio.




€ - Direwsion

La medicion de la frecuencia cardiaca es la forma mas sencilla de
realizar comparaciones en fisiologia, aunque es también la mas variable de las
caracteristicas de un animal. Sin embargo, existen algunas generalizaciones que
pueden utilizarse como punto de partida en el anéli§is de los resultados obtenidos

respecto a la frecuencia del latido. J

v

En general, la frecuencia cardiaca es méas baja en animales con poca
capacidad locomotora. Segin Prosser (1973), para las almejas la frecuencia del latido

va desde 0.2 hasta 22 por minuto.

La frecuencia cardiaca determinada para 7. szu/forum en el presente
trabajo cae dentro de! rango mencionado por Prosser, aunque difiere de los resuitados
de Baskin y Allen (1963), quienes reportan una frecuencia de 18 latidos/min, casi el
doble del valor promedio determinado en este trabajo. Sin embargo, la temperatura del
estudio de estos autores fue de 25° centigrados mientras que la de este trabajo fue de
18° C, Hill sefiala que para algunos moluscos la frecuencia cardiaca aumenta con la
temperatura en el rango de 16"a 29" con un coeficiente de 2.52, es decir, afirma que "el
corazén es afectado por la temperatura de una manera similar a la que se afectan

las reacciones quimicas" (Hill,1966). Es una experiencia cotidiana el hecho que




las reacciones quimicas se aceleran cuando la temperatura aumenta. Como se sabe, la

variacién de la mayoria de las reacciones se duplica aproximadamente por cada 10°C

que aumente la temperatura; es decir, tienen un coeficiente de variaciéon en funcién de

la temperatura (Q ) alrededor de 2. Esta regla constituye la base del método sefialado
10

por Prosser (1973) para el calculo de Q 'y valido en la prediccion de velocidad en

diferentes temperaturas.

Trueman y Lowe (1971) aplicaron el método de calculo de Qm sobre
'valores de frecuencia cardiaca en un estudio del bivalvo Isognomum alarus, para el cual
obtuvieron un valor de 2 con mediciones de frecuencia cardiaca a temperaturas
ambientales de 29° a 35°C. Si se toma como base el estudio sobre 7. stu/torum
realizado por Baskin y Allens, y se aplica un coeficiente Q'0 de 2 al utilizar la
temperatura de 18° como la que se usé en el presente trabajo, la frecuencia cardiaca
esperada es de 11 lat/min. Este resultado concuerda con el de la tabla 1, y ambos
valores refutan la observacion de Hill (1966) quien afirma que una frecuencia cardiaca

de 18 lat/min es un valor demasiado bajo.

Por otro lado, Dickens y Mangum (1979) encontraron una frecuencia de
10 lat/min para la almeja Mercenaria mercenaria y afirman que en la mayoria de los
lamelibranquios estudiados a 20°-25°, el corazén late 10 veces por minuto. Para la
almeja Noetia ponderosa, Deaton y Mangum (1978) reportan una frecuencia cardiaca de
14 lat/min a 23° C y para la almeja Polymesoda caroliniana, Deaton (1991) determiné
una frecuencia de 8.5'3.2 lat/min en el organismo intacto y las valvas cerradas; y un

valor de 13.5%2.3'lat/min con las valvas abiertas.

Todos los valores reportados, incluido el de este trabajo, revelan

consistencia en la frecuencia cardiaca de los lamelibranquios, y ademas coinciden en
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la generalizacién de que los animales sedentarios tienen un ritmo cardiaco lento
(Prosser, 1973). Esta caracteristica conlleva rasgos practicos dentro del contexto de
este trabajo. Una frecuencia baja permite el conteo visual del nimero de latidos, sin
necesidad de equipo para realizar registros rigurosos y con e! Unico apoyo de un
cronémetro o bien, un reloj de pulso con indicador de segundos. Si a esto se suma la
facilidad de diseccién, el sistema resulta ser una herramienta faciimente utilizable en el
campo, con caracter exploratorio para la deteccién de actividad cardiotonica en
extractos crudos de organismos marinos. Ante esta perspectiva de uso, surgen tres
aspectos a discutir: el liquido de perfusion, la aireacion y la duracion del bioensayo, que
implican composicion quimica del medio, oxigenacion y temperatura, factores que
podrian afectar la frecuencia cardiaca y provocar falsos resultados en pruebas

preliminares.

La importancia de los electrolitos en la contraccién del miocardio se
conoce desde el siglo pasado. La excitacién de este musculo depende de una
distribucién adecuada de los iones de sodio y potasio entre la solucién externa y el
interior de la célula (Reiter, 1963). De aqui, que la composicion de estos iones en el
medio de incubacion de una preparacién de corazén aislado representa una posible
fuente de alteracion de la funcién cardiaca. Sin embargo, en la mayoria de los
invertebrados marinos, la concentracion osmética de los fluidos corporales
extracelulares e intracelulares esta en equilibrio pasivo con el océano, aunque la
osmoconcentracion total de la sangre puede ser ligeramente mayor que la del medio
(Prosser, 1973). En particular, los moluscos bivalvos son osmoconformadores; es decir,
no estan completamente a merced del ambiente, sino que sus respuestas a cambios
osméticos son homeocinéticas (Prosser, 1973) y por lo tanto, pueden continuar sus
actividades biol6gicas dentro de un rango limitado de concentraciones osmoticas

internas. De lo anterior se desprende que el agua de mar, es un buen medio para una
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preparaciéon de corazén aislado de 7. szulforum que puede ser usada en el campo;
mientras que en el laboratorio puede utilizarse agua de mar natural o sintética, segin

los recursos infraestructurales.

Un factor que limita el valor de la respuesta cardiaca en bioensayos en
el campo, es la necesidad de aireacion de las preparaciones de corazén aislado. Como
se sabe, el miocardio de los animales aerébicos consume gran cantidad de oxigeno
para producir su energia quimica (ATP), misma que requiere para generar su energia
mecéanica como bomba y en grado menor para producir el fenémenc eléctrico y
regenerar proteinas (Chavez-Rivera, 1989). Esto impone un requerimiento de aireacion
en el uso de corazones aislados de especies tradicionalmente utilizadas en
Farmacologia, organismos que son netamente aerdbicos y que por lo tanto, poseen
miocardios avidos de oxigeno. Ademas de la actividad, la temperatura, el tamafo
corporal, la etapa en el ciclo de vida y el bagaje genético que influyen en el consumo
de oxigeno de un‘organismo (Prosser, 1973), el esquema metabdlico de la especie es
determinante en estos requerimientos. Gracias a las particularidades bioquimicas de
los bivalvos, estos organismos poseen una alta tolerancia a la anoxia (Hochachka,
1980). Baskin y Allen reportaron (1963) que la preparacion de ventriculo de 7.
stultorum mantiene su frecuencia cardiaca bajo tensiones de oxigeno que van desde
3mm Hg hasta 160 mm Hg de pOz. Para N. ponderosa, Deaton y Mangum (1978)
reportaron constancia en el latido cardiaco desde 90 mm Hg hasta 160 mm Hg de pOz.
Estos resultados refuerzan la observacion cualitativa realizada en el presente trabajo y
confirman la utilidad de 7. szu/torum en Farmacologia Marina, ya que una preparacion
estable en la frecuencia cardiaca aun en condiciones de hipoxia en el medio, ademas
de ser conveniente en el iabor_atorio, puede extender su uso al campo sin necesidad de

sistemas de aireacién,
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En su aplicaciéon en el campo, el bioensayo utilizado en este trabajo
enfrenta la problematica impuesta por la temperatura del agua de mar de la region en
que se trabaja, ya que ésta debe permitir Ja ocurrencia de cambios en el sistema
biolégico de prueba sin que se bloguee el desarrollo del experimento. Uno de los
riesgos en el uso de corazones en perfusion es la disminucién de la frecuencia de
latido al grado de causar paro cardiaco, por lo que es necesario tomar en cuenta la

temperatura més baja a la que el corazén de T. stultorum puede utilizarse.

Considerando el valor individual de frecuencia del latido ventricular mas
bajo obtenido sin tratamiento en este estudio (5.66 latidos/minuto; columna A, tabla 11)
y aplicando un coeficiente de Qm =2 en la ecuaci6n, descrita por Prosser (1973), se
obtiene la minima temperatura aceptable para la extrapolacion de este modelo al
campo. El valor caiculado de esta manera resulta ser 9°, que es una temperatura menor
que la minima temperatura anual reportada para la Bahia de Todos Santos. En
general, la variacién anual de la temperatura superficial en la Bahia es de 5.5° C, con
un minimo de 14° en marzo y un maximo de 20° en agosto (Secretaria de Marina,
1974). Esto permite afirmar que, al menos en nuestra region , se puede utilizar este

modelo sin riesgo de arresto cardiaco al usar el agua de mar natural.

Los digitalicos ejercen multiples efectos sobre un 6rganismo desde el
momento en que se enlazan con su receptor celular, la Na', K'-ATPasa (Moran, 1967).
Sin embargo, la principal propiedad farmacodinamica es su capacidad de aumentar la
fuerza de contraccién miocardica (accién inotrépica positiva); la segunda es la
disminucién de la frecuencia cardfaca (Goodman y col, 1985). Los efectos benéficos de
este tipo de drogas en los pacientes con insuficiencia cardiaca se explica por el

aumento de la fuerza contractil (Goodman y col, 1985).
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La fuerza de contraccién, a diferencia de la frecuencia cardiaca, no
representa un verdadero parametro biofisico en las condiciones utilizadas en este
trabajo. Dado el caracter isométrico de la experimentacion, era de esperarse la gran
dispersi6n que se observa en los valores de cada fuerza que aparece en la Tabla 1.
Esta variacién, mas que atribuirla a diferencias en respuesta biolégica individual, puede
explicarse en funcién del mecanismo de desplazamiento de filamentos de la
contraccién muscular (Guyton, 1987). Kelly y Hayes (1969) fueron los primeros en
revelar que en el musculo ventricular de la almeja Venus mercenaria se encuentra la
actina, una de las proteinas que constituyen la troponina de las unidades contractiles
de los vertebrados. V. mercenaria no posee miosina, el otro componente proteico en la
troponina de vertebrados, sino paramiosina. La paramiosina es una proteina mas
pequefia y menos compleja que la miosina, pero al igual que ésta puede satisfacer el

modelo de deslizamiento de filamentos propuesto por Kelly y Hayes para V. mercenaria.

Si este modelo se aplica a 7. sww/torum, se explica la variacion de los
valores de fuerza de contraccion que se observé de un ventriculo a otro. En una
preparacion aislada de mésculo cardiaco que se estudia en condiciones isométricas, la
longitud de la fibra debe permanecer fijla una vez que se inicia el experimento y
mantenerse constante durante el desarrollo del mismo, sin embargo, el arreglo de los
filamentos en el misculo se ve afectado por el grado de tension que se ejerce al
montarlo dentro de la camara de prueba, ya que un miusculo demasiado estirado
elimina el traslape de los filamentos y no desarrolla tensién; y un musculo demasiado
relajado presenta mucho traslape e interfiere en el deslizamiento de un filamento sobre
otro (Vander y col, 1978). La poca variacién en la longitud del ventriculo (tabla 1)
permiti6 mantener cierta constancia en la tension inicial del transductor; pero dos
corazones de longitud ligeramente diferente, al ser colocados dentro de la camara de

prueba, sufren diferentes grados de estiramiento. Estas pequefias diferencias de



longitud entre ventriculos pudieron haber ocasionado variaciones en la fuerza inicial de
éontraécién entre un corazén y otro por los distintos estiramientos que causaran grados
diferentes de traslape. Un estiramiento de 0.1 mm de longitud en un misculo puede
traducirse en una diferencia que va desde 0.1g hasta 3.5 g de fuerza , dependiendo de
la longitud inicial (Sonnenblick, 1962). Por lo tanto, estas variaciones impiden afirmar
que los datos de fuerza inicial representan la capacidad isométrica real del musculo
cardiaco de 7. stulrorum, ya que este tipo de contraccion puede ocurrir en un amplio

rango de longitudes y no es una verdadera respuesta dél elemento contréactil. Sin
embargo, esto no plantea ninguna problemética en la interpretacion de la respuesta

mecéanica cardiaca a los agentes iwnotrépicq_s) positivos--si se toman en cuenta las

precauciones necesarias para que haya oportunidad de desarrollo de tensién. En el
caso de 7. stultorum se observé preliminarmente que puede desarrollar tensiones hasta
de 15 gramos, por lo que se aseguraron tensiones iniciales no mayores de 7 gramos

para permitir hasta un desarrollo de por lo menos 7 gramos adicionales.

El analisis de los efectos Vi_r&trgﬂL"c_cﬁ) se basa en las propiedades
mecénicas del mﬂsg:ulo utilizado en el bioensayo. Las caracteristicas del musculo
cardiaco se pueden resumir en dos generalizaciones Utiles para evaluar la respuesta
mecéanica obtenida en este trabajo, ambas basadas en los estudios de Kelly y Hayes
(1969) y Rueg (1986) sobre la estructura bioquimica y anatémica del musculo cardiaco
y musculo aductor de lamelibranquios. La primera generalizacion es que un aumento
en la longitud muscular induce un incremento en la fuerza de contraccion. La segunda

I,
es que cuando se mantiene constante la longitud del musculo, un cambio inotrépico del
miocardio puede ser ocasionado por una alteracion en la duracion de la contraccion o
bien, por una variaciéon en la intensidad del estado activo del misculo. La primera

generalizacion adquiere validez para 7. stu/forum por las observaciones mencionadas

previamente. La segunda constituye la condicién fundamental buscada en este estudio.
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Como se observa en las tablas 3, 4 y 5, la digoxina ocasioné un
incremento significativo en la fuerza de contraccién del mdsculo ventricular de T.
stultorum en los dos momentos de la sistole (F‘ y Fz), con el consiguiente aumento de la
intensidad del estado activo (F‘). La variacién del tiempo (tablas 8 y 9) de cada etapa de
la sistole (t' y\tz), trajo como consecuencia un aumento significativo en la velocidad del
desarrollo de la fuerza en ambos momentos, dada la relacion que existe en este indice
de contraccién (AF/AT =AV). De aqui se desprende que la respuesta mecanica de 7.
stultorum al glucésido cardiaco en cada fase de la diastole es fundamentalmente un
cambio de velocidad en fa contraccién, con lo que logra alcanzar mayores tensiones o
fuerzas de contraccion. Estos resultados concuerdan con el anélisis de efectos
inotrépicos de Edman y Nilsson (citado por Fisch, 1969). Dichos investigadores
encontraron un marcado incremento en la intensidad del estado activo del musculo
papilar de gato o de conejo en condiciones isométricas, al ser sometidos a la accion de
glucésidos cardiacos. Sumando sus observaciones a otras similares que habian sido
realizadas previamente para corazén aislado de rana (Hajdu y Szent-Gyorgy, 1952),
fibras ventriculares de perro (Vasalle y col, 1962) y auricula de conejo (Holland, 1966)
podemos concluir que el mecanismo primario por el cual los glucésidos digitalicos
producen este efecto inotrépico positivo en el musculo cardiaco de T. stultorum esta

representado por un incremento en la maxima intensidad del estado activo del masculo.

Un musculo activo puede ser descrito en términos de un modelo
mecanico con tres componentes funcionales: A) un elemento contractil con libertad de
estiramiento cuando se encuentra en reposo; pero que puede activarse y desarrollar
tensién por acortamiento; B) un elemento elastico pasivo arreglado en serie con el
anterior; y C) un componente eléstico adicional arreglado en paralelo con el elemento

contractil para sostener la tension en reposo (Parmley y col, 1967). De aqui emerge la
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imagen de un componente contractil que se acorta y estira al elemento eléastico,
desarrollandose en el sistema una fuerza durante la contraccion. Si se impide el
estiramiento del musculo (condicion isométrica), la fuerza que se estd midiendo es

exclusivamente la que desarrolla el componente contractil (Vander y col, 1878).

A partir de la imagen anterior, puede explicarse la accién de la digoxina
sobre el corazén de 7. stulrorum. Por las condiciones isométricas de este estudio no es
posible reconocer el efecto sobre la elasticidad, que si bien es un fenémeno
consecuente, no es el factor principal para calificar un efecto como;,:"‘inotropl'a"'r.,)Siegei y
Sonneblick (1963, citado por Throp y Cobbin, 1969). enfatizaron que la é'lnte-racién en la
velocidad de acortamiento del elemento contractil es un factor obligatorio para un

efecto inotrépico; y que un aumento en la fuerza de contraccion confirma el caracter

"'Qifibtrépig_q"pési_t'ivb, La respuesta de 7. stultorum a la digoxina contiene ambos efectos,

por lo que puede concluirse que retne las condiciones necesarias para el estudio de

agentes cardioténicos de tipo digitalico.

Ademés del aumento en la velocidad y fuerza de contraccion, el
ventriculo de 7. szulrorum present6 bradicardia, es decir, disminuciéon en la frecuencia
de latido ventricular (tabla 11). Este efecto Qréhét_nébiqg)_neggtiyp también ha sido
observado en ranas, gatos, perros y conejos (Hajdu y Szent-Gyorgy, 195.2; Vasalie y
col, 1962; Ten y Hoffman, 1969) y se reconoce como una segunda accién importante
de los digitalicos, en la que se basa tambien su uso farmacol6gico actual (Goodman y
col, 1988). Aqui es conveniente enfatizar que una cronotropia negativa implica un
cambio en el tiempo de duracién del estado activo del elemento contractil; y que el
efecto inotrépico positivo puede ser provocadﬂo de dos formas: o se aumenta la
velocidad de contraccion o se reduce el tiempo para alcanzar la tensidbn maxima. Es

hallazgo comin que los digitalicos ocasionan aumento de velocidad y ademas
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disminuyen el tiempo de tensién maxima en las preparaciones de musculo cardiaco
(Goodman y col., 1988). Segun Goodman, en todas las especies estudiadas el
aumento de velocidad es el efecto predominante y por lo tanto la resultante es una
potenciacion de la amplitud de la contraccion en paralelo con una reduccién del tiempo
de maxima fuerza de contraccién. En el ventriculo de 7. szu/torum este tiempo (t‘) se vio
afectado por el digitalico de manera significativa (Tabla 8); pero en la mayoria de los
casos la alteracion consistié en aumentos y no reducciones. El mismo tipo de efecto se
observé en el tiempo de llenado ventricular (tz) y tiempo total de sistole (t.) (tablas 9y 10
respectivamente). A pesar de este hecho, ocurrié cronotropfa negativa, como en todas
las especies anteriormente estudiadas. No es recomendable tratar de extraer
inferencias respecto a la razén de esta diferencia de 7. stultorum con respecto a otras
especies a partir del analisis de los efectos provocados por una sola concentracion de
digitalico. Sin embargo, es conveniente hacer notar que independientemente de la
razén por la que en 7. stultorum no se ocasiona reduccién del tiempo de contraccion
(t,)’ el resultado final de cronotropia negativa es el mismo que ocurre en las especies
modelo y que por lo tanto este invertebrado marino puede revelar el mismo tipo de

actividad farmacoldgica.

A partir de la discusién anterior podemos concluir sobre la aplicabilidad
de T. stultorum como modelo experimental en Farmacologia Marina. En todos los
casos, es necesario enfatizar que su utilidad radica en su uso en la seleccion
farmacognéstica de agentes cardioactivos de tipo digitalico; es decir, todos aquelios

materiales sospechosos de ejercer inotropia o cronotropia sobre musculo cardiaco.

Como herramienta de cribado farmacol6gico en el campo, el uso de 1.
stulrorum es altamente recomendable si se basa en cambios cronotrépicos ya que,

como se menciond anteriormente la frecuencia del latido es faciimente cuantificable.
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Por otra parte, si se toma en cuenta el tiempo necesario para que el ventriculo

desarrolle la respuesta de fuerza méaxima de contraccion (F), es conveniente
. ‘

considerar que, aunque el tiempo promedio para que éste se manifieste es corto (tabla

12), algunos especimenes pueden responder lentamente.

En su aplicacién en el campo, también es conveniente tomar en cuenta
que es poco practico intentar establecer condiciones isométricas en el mismo, y mas’

adn, realizar un analisis cuantitativo de efectos inotropicos.

Considerando los efectos de la digoxina sobre el funcionamiento
mecanico de T. szultorum analizados en el presente estudio, se puede afirmar que este
compuesto ocasiona inotropia positiva y cronotropia negativa. Estos resultados,
demuestran de manera concluyente que el corazén de la almeja pismo es sensible a
los digitalicos, por lo que avalan su utilidad como animal de experimentacion en
Farmacologia Marina, lo que, dadas las necesidades de esta disciplina, representa una

base para su desarrollo.



Y - Conclusiones

1.-

La frecuencia cardiaca del ventriculo de 7. stultorum aislado y

perfundido en agua de mar sintética a 18" es de 11 latidos por

minuto.

La fuerza de contraccion ventricular de 7. szu/torum en condiciones
constantes de composicién quimica del medio de perfusion depende

del estiramiento de la fibra muscular.

La respuesta mecanica del ventriculo de 7. Stultorum a una
concentracion de 10° M de digoxina en agua de mar sintética se

caracteriza por:

a.) aumento en la fuerza de contraccién ventricular,

b.) aumento en la fuerza de llenado ventricular,

c.) aumento en la fuerza total durante la sistole,

d.) aumento en la duracién de la sistole,

e.) aumento en la velocidad de desarrollo de la fuerza de
contraccién ventricular,

f.) aumento en la velocidad de desarrollo de la fuerza de llenado
ventricular,

g.) disminucién de la frecuencia cardiaca,

O B
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4.- La digoxina en concentracién de 10® M en agua de mar sintética
causa incrementos del tiempo de llenado ventricular y el tiempo de
la contraccién ventricular, aunque ocasionalmente causa

decremento.

5.- E| ventriculo de 7. stultorum muestra efecto inotropico positivo y
cronotropia negativa en un medio de agua de mar sintética con

digoxina en concentracién de 10° M.

6.- La almeja pismo es un buen modelo animal para la seleccion

farmacognostica de actividad cardiotonica en Farmacologia Marina.

7.- El bioensayo con preparaciones aisladas de ventricuio de 7.
stulrorum satisface los requerimientos necesarios para su aplicacion
en Farmacologia Marina como herramienta de cribado

farmacolégico in situ.
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9 - Apendices



Apindice 1

omposicion del agua de mar sintética

utilizada como liquido de perfusion en
el bicensayo para la medicién del efecto
de digoxina sobre el corazon de la almeja

pismo Tivela stultorum .

Componente g/l
NaCl 24.7
KCl 0.7
MgSO,7H,0 6.3
MgCl,'6H,0 4.6
CaCl, 1.0

0.2

NaHCO,
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Apindice 2

Resultados de la prueba de bondad de ajuste (Kolmogorov-Smirnov) aplicada a los
diferentes parametros biofisicos del ventriculo de Tivela stultorum . Todos los
resultados que se observan en la gréaficas 1-9 de las paginas siguientes fueron
obtenidos por medio del programa CSS Statistica (version 3.0) con los datos de los
parametros biofisicos del ventriculo suspendido en agua de mar sintética.




ANALISIS DE BONDAD DE AJUSTE
Kolmogorov-Smirnov d = .0793076,p= ns. a=0.05

Niimero de observaciones
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Distribucién ror categorfas (gramos) ——  Valores esperados
(llmite superior

GRAFICA 1. DISTRIBUCION DE DATOS PARA EL ANALISIS DE
BONDAD DE AJUSTE DE LOS VALORES DE FUERZA DE
CONTRACCION DEL VENTRICULO DE LA ALMEJA PISMO
Tivela stultorum.

ANALISIS DE BONDAD DE AJUSTE
Kolmogorov-Smirnov d 0977872 p= .s.» =005

Niamero de obsery.

-02 0 02040608 1 12141.618 2 22242628 3 3234

Distribucién For categorfas (gramos) —  Valores esperados
(limite superlor]

GRAFICA 2. DISTRIBUCION DE DATOS PARA EL ANALISIS DE
BONDAD DE AJUSTE DE LOS VALORES DE FUERZA
DE LLENADO VENTRICULAR DE LA ALMEJA PISMO
Trvela stultorum.



ANALISIS DE BONDAD DE AJUSTE
Kolmogerov-Smirnov d =.0448001, p= n.s. o0 =0.05

Namero de observaciones

5 pom i ol :
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Distribucién por categorfas (gramos) —— Valores espsrados
{limite superior)

GRAFICA 3. DISTRIBUCION DE DATOS PARA EL ANALISIS DE
BONDAD DE AJUSTE DE LOS VALORES DE FUERZA TOTAL
DE CONTRACCION DEL VENTRICULO DE LA ALMEJA PISMO
Trvela stultorum.

ANALISIS DE BONDAD DE AJUSTE
Kolmogorov-Smirnov d =.1390879,p= n.s. oo=0.05

Nimero de cbservaciones

06 0 05 1 16 2 .25 3 35 4 45 &5 55 6 65 7 75 B 85
Distribucién For categorias (gramos/seg) —  Valores esperados

(limite superior)

GRAFICA 4. DISTRIBUCION DE DATOS PARA EL ANALISIS DE
BONDAD DE AJUSTE DE LOS VALORES DE VELOCIDAD
DE DESARROLLO DE FUERZA DE CONTRACCION DEL
VENTRICULO DE LA ALMEJA PISMO Tivela stultorum.



Nimero de observacionee

ANALISIS DE BONDAD DE AJUSTE
Kolmogorov-Smirnov d = .1742841,p= ns. o =0.05

02
94444

HHIRHE

Q' e © o (-]
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- -

Distribucién por categorfas (gramos/seg) e \alores esperados
(tmite superior)

GRAFICA 5. DISTRIBUCION DE DATOS PARA EL ANALISIS DE

Nimero de observaciones

BONDAD DE AJUSTE DE LOS VALORES DE
DESARROLLO DE FUERZA DE LLENADO DEL
VENTRICULO DE LA ALMEJA PISMO Tivela stultorum

ANALISIS DE BONDAD DE AJUSTE
Kolmogorov-Smimovd = .1679182, p= n.s. o =0.05

0.3 04 050607 08 09 1 111213 14 1.5 1.6 i.T 1.8 1.9

Distribucién por categorfas (seg) - \alores esperados
(lfmite superior)

GRAFICA 6. DISTRIBUCION DE DATOS PARA EL ANALISIS DE

BONDAD DE AJUSTE DE LOS VALORES DE DURACION
DEL LLENADO VENTRICULAR DE LA ALMEJA PISMO

Tivela stultorum.
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ANALISIS DE BONDAD DE AJUSTE
Kolmogorov-Smirnov d = .2191618, p= ns. a=0.06

Ndamero de observaciones
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sl

4

2

0 - 3
0 06 1 15 2 25 3 35 4 45 5 65 6 65 7
Distribucién !:or categorfas (seg) —— Valores esperados
(limite superior)

GRAFICA 7. DISTRIBUCION DE DATOS PARA EL ANALISIS DE BONDAD
DE AJUSTE DE LOS VALORES DE TIEMPO DEL LLENADO
DEL VENTRICULO DE LA ALMEJA PISMO Tivela stultorum.

ANALISIS DE BONDAD DE AJUSTE
Kolmogorov-Smirnov. d = .1451349, p= n.s. a.=0.05

Nimero de observaciones

1 15 2 25 3 35 4 45 5 655 6 65 7 75 8

Distribucion por categorfas {seg) — . Valores esperados
(limite suparﬁ;:) ps

GRAFICA 8. DISTRIBUCION DE DATOS PARA EL ANALISIS DE BONDAD
DE AJUSTE DE LOS VALORES DE DURACION DE LA
SISTOLE DE LA ALMEJA PISMO Tivela stultorum.
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ANALISIS DE BONDAD DE AJUSTE
Kolmogorov-Smimov d=.1080269, p= n.s. 0. =0.05
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20
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Numero de observaciones
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Distribucién por categotfas {{atidos/min) —  Valores esperados
{limite superior)

GRAFICA 9. DISTRIBUCION DE DATOS PARA EL ANALISIS DE
BONDAD DE AJUSTE DE LOS VALORESDE
FRECUENCIA CARDIACA DE LA ALMEJA PISMO
Tivela stultorum.



Apéndice 3

Comparacion rafxca de promedios de los parametros biofisicos del ventriculo de ia
almeja pismo ivela stultorum antes y después del tratamiento con digoxina. En
todas las gréaficas (10-18) de las paginas siguientes se muestran los resultados del
tratamiento de 20 pares de datos con el programa CSS Statistica (versién 3.0).
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GRAFICA 10. COMPARACION DE LOS VALORES PROMEDIO DE
FUERZA DE CONTRACCION DEL VENTRICULO DE LA
ALMEJA PISMO Tivela stultorum ANTES Y DESPUES

DEL TRATAMIENTO CON DIGOXINA. A it

34

)
£ 28
o
=]
[=]
°
o
o
2
@
3
©
N
Q
3
. T .2Std. Dev.
o ' E=7 1Std. Err.
‘SIN " CON . - B Mean
DIGOXINA DIGOXINA
n=20 n=20

GRAFICA 11. COMPARACION DE LOS VALORES PROMEDIO DE
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GRAFICA 14. COMPARACION DE LOS VALORES PROMEDIO DE
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GRAFICA 15. COMPARACION DE LOS VALORES PROMEDIO DE LA
DURACION DE LA CONTRACCION DEL VENTRICULO DE
LA ALMEJA PISMO T.salrorum ANTES Y DESPUES DEL
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GRAFICA 17. COMPARACION DE LOS VALORES PROMEDIO DE LA
DURACION TOTAL DE LA SISTOLE DEL VENTRICULO
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