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NO TE RINDAS - MARIO BENEDETTI

No te rindas, aun estas a tiempo
de alcanzar y comenzar de nuevo,
aceptar tus sombras, entervar tus miedos,

liberar el lastre, retomar el vuelo.

No te rindas que la vida es eso,
continuar el viaje,

_perseguir tus suenos,
destrabar el tiempo,

correr los escombros y destapar el cielo.

No te rindas, por favor no cedas,
aunque el frio queme,

aunque el miedo muerda,

aunque el sol se esconda y se calle el viento,

aun hay fuego en tu alma,

aun hay vida en tus suenos,

porque la vida es tuya y tuyo también el deseo,

porque lo has querido y porque yo te quiero
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RESUMEN

Las cardiopatias son un problema de salud importante en el mundo, y en México son una de
las principales causas de muerte, lo que constituye un problema de salud que va en aumento.
Para controlar estos padecimientos se usan farmacos cardiotdnicos entre los que se
encuentran los glucoésidos cardiacos, los cuales tienen un indice terapéutico bajo. Debido a
esto, los cientificos siguen en la basqueda de alternativas de nuevos cardiotonicos que tengan
un mayor indice terapéutico. Undaria pinnatifida, una macroalga parda de importancia
comercial, ha llamado la atencion de los cientificos, debido a que se le atribuyen diversas
actividades biologicas, por lo que en el presente trabajo se obtuvieron extractos del alga
marina Undaria pinnatifida para evaluar el efecto cardiotonico sobre el corazén de la almeja
Tivela stultorum, midiendo su fuerza de contraccién y su frecuencia cardiaca. Se obtuvieron
3 extractos (dos extractos acuosos y un extracto etandlico), mediante extraccion a reflujo
durante 24 h. De los tres extractos obtenidos, sélo el extracto etanolico ocasiond efectos en
pruebas preliminares sobre el sistema de prueba, por lo que el trabajo se centr6 en su estudio.
El extracto etandlico se agreg6 en volumenes de 75 pl, 150 ul, 225 ul, 300 pl, 375 ul, 450
pl, 525 ul 'y 600 pl a la cdmara de prueba. Todas las adiciones ocasionaron efecto inotropico
positivo y cronotrdpico negativo sobre el corazon de T. stultorum, pero so6lo al agregar 525
ul y 600 ul se observd una disminucion significativa en la frecuencia cardiaca. El extracto
etandlico también ocasioné inhibicidon en la Na* K* ATPasa, por lo que se concluye que U.
pinnatifida posee algin componente tipo digitalico que tiene potencial como agente

cardiotonico.
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1. INTRODUCCION

Las cardiopatias son la principal causa de muerte de adultos, la frecuencia de estas éstas tiene
relacion con el incremento de la poblacién longeva, puesto que las enfermedades
cardiovasculares (EC) se incrementan con la edad, originando que constituyan un problema
de salud que va en aumento (Monte et al., 2001). Esto puede verse reflejado en todo el
mundo: Europa gasta 196 millones de euros por afio para tratar las enfermedades
cardiovasculares, mientras que EE.UU. destina 444 mil millones de dolares, solo para
cardiopatias, lo que equivale a una sexta parte del gasto total del pais en materia de salud

(Fawaz Alzaid, 2014).

En Meéxico cada hora mueren 10 personas por infartos al miocardio, situacion que
coloca a las enfermedades del corazén como la principal causa de decesos en el pais
principalmente por tabaquismo, obesidad, diabetes y alcoholismo. Se prevé que para el 2020
la mitad de las muertes por enfermedad en la Republica Mexicana seran derivadas de una
cardiopatia. En el 2013 se registro la muerte de 283 mil 732 mexicanos por enfermedades

cardiovasculares, de las cuales 74 mil 57 fueron por cardiopatias isquémicas (Salud, 2014).

En la actualidad los cardiotdnicos son un grupo importante recetado para el tratamiento
de la insuficiencia cardiaca y arritmias. Los cardiotonicos, (llamados también glucésidos o

digitalicos) han sido utilizados por afios para acabar con los sintomas que ocasionan las



enfermedades cardiacas, los glucésidos cardiacos més utilizados hoy en dia, son los

provenientes de fuentes naturales como plantas y animales (Zeino et al., 2015).

Los glucoésidos cardiacos son una clase importante de farmacos, usualmente conocidos por
impedir el transporte de iones de la Na* K* ATPasa, lo que conduce al efecto inotrépico
positivo derivado del incremento del calcio intracelular en el musculo cardiaco (Borroto,
2009). El mecanismo de accion de los glucosidos cardiotonicos, es atribuido a la inhibicién
del transporte activo Na+ /K+, mediante la afinidad del glucésido con la superficie extracelular
de la bomba de sodio anclada a la membrana (Heasley, 2012). La enzima Na* K* ATPasa
regula la homeostasis celular de sodio y potasio a traves del transporte, expulsando 3 iones
de sodio a la vez que ingresa dos iones de potasio a la célula (Konrad et al., 2011). La
especificidad de los cardiotonicos por la inhibicion de la Na* K* ATPasa y la participacion
de la enzima en la expulsion de Na* de la célula son algunas razones del gran interés
farmacoldgico en este tipo de sustancias quimicas llamadas cardiotonicos. (Yatime et al.,
2011). Los glucosidos cardiacos al inhibir la actividad de la Na* K* ATPasa aumentan la
acumulacion de Na' en la célula incrementando el calcio intracelular, causando un mejor

rendimiento contractil del corazén (Guyton, 1987).

Uno de los principales inconvenientes que presentan los digitalicos es su bajo indice
terapéutico, ya que puede causar efectos toxicos severos sobre el corazon (Duan et al., 2015).
Es por eso que se buscan alternativas con margenes terapéuticos mas amplios; por lo cual ya
se han empezado a explorar distintos campos que pueden ser fuente de productos
cardioestimuladores, tales como las toxinas que producen los seres marinos, entre los cuales
se han encontrado moléculas diferentes a las que sintetizan las especies terrestres (Duray et

al., 1990). Algunos organismos que se han estado explotando como fuente de compuestos



cardioténicos son las anémonas de mar y equinodermos, principalmente los de la clase
Holoturoidea (pepinos de mar) y Asteroidea (estrellas de mar). Estos organismos tienen un

alto potencial comercial, debido a la demanda en paises asiaticos. (Scheuer, 1988).

Otro organismo marino que constituye un grupo econémica y ecolégicamente importante,
son las algas marinas que se utilizan como: alimento humano, fuente de alginato y para una
amplia gama en la industria (textil, papel, cosmética y farmacéutica). (Peteiro et al., 2016).
Las algas son muy apreciadas en diferentes culturas por su contenido en vitaminas, proteinas,

acidos grasos, fibra, azucares entre otras (Steneck et al., 2003).

Una especie de gran valor comercial es Undaria pinnatifida, una macroalga parda, de
importancia econdmica como fuente de alimento en paises como Japén, Corea y China, de la
cual se sabe que tiene diversas actividades bioldgicas, tales como: antioxidantes,
anticoagulante, y anticancerigenas, ademas de ser ricas en vitaminas, minerales y proteinas,
(Prabhasankar et al., 2009). Debido a su potencial, se evalu6 el efecto de extractos de
Undaria pinnatifida, sobre la fuerza y frecuencia del latido del corazon de almeja pismo

(Tivela stultorum), para validar su actividad como posible glucésido cardiaco.



2. ANTECEDENTES

Duan y colaboradores (2015) mencionan que las enfermedades cardiovasculares son
consideradas como la principal causa de muerte en el mundo, més que cualquier otra
enfermedad. De acuerdo con la OMS (Organizacion Mundial de la Salud, 2015), 17.5

millones de personas murieron a causa de enfermedades cardiovasculares.

Los primeros glucésidos cardiotonicos se obtuvieron de las hojas del genero Digitalis. En
1785, Withering publico las primeras observaciones cientificas sobre su uso en pacientes que
padecian de hidropesia (acumulo de liquido de origen hepatico o cardiaco) y otros trastornos.
Esta publicacion esta basada en la simple observacién de sus efectos, se establecen sus
primeras indicaciones y se advierte de sus riesgos, tales como mareos, nauseas, vomitos y
diarreas. (Withering, 1785). Méas adelante se logro establecer que su efecto farmacoldgico se
debe al contenido de numerosos compuestos, que se denominan genéricamente “glucésidos
cardiotonicos”. Estos glucosidos tienen una estructura comun esteroidal, unida a una lactona
y a un glucésido (comunmente es un monosacarido) (Fig. 1). Los cardiotonicos mas
utilizados son la digitoxina, obtenida de la Digitalis purpurea y la digoxina extraida de la

Digitalis lanata. (Alves et al., 2015).
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Figural.Estructura comun de los glucésidos cardiacos, donde se aprecia su anillo de lactona, su
nucleo esteroidal y el monosacérido (Tomado de Lufrano et al., 1982))

Una de las propiedades de los cardiotdnicos es el aumentar la fuerza y velocidad de las
contracciones cardiacas (Ortiz et al., 2003). Este aumento en la fuerza y velocidad de la
contraccion se debe al blogueo de la ATPasa dependiente de sodio-potasio. Al inhibirse esta
enzima se aumenta la concentracién de calcio intracelular, lo que provoca una mayor fuerza
de contraccion en el corazon al activarse las proteinas contractiles de la célula cardiaca, con
lo cual se incrementa el gasto cardiaco, disminuye el tamafio del corazon y la presion
pulmonar (Borroto, 2009). ElI fendmeno de acoplamiento excitacion-contraccion representa
una comunicacion rapida entre los eventos eléctricos que ocurren en la membrana plasmatica

y la liberacion de Ca®* del reticulo sarcoplasmico (Calder(in-Vélez & Figueroa-Gordon,



2009). La sobre carga de calcio esta relacionada con el efecto toxico de los digitalicos, lo que
conlleva a que la homeostasis no se pueda mantener y ocurra una degradacion celular
(Schmidt & Kjeldsen, 1998). El aumento de calcio intracelular es uno de los mecanismos que

participan en el vasoespasmo coronario.

Debido a los efectos toxicos de los actuales cardiotonicos comerciales de
origen terrestre, se sigue intentando sintetizar compuestos menos toxicos, y en la actualidad
los organismos marinos han cobrado importancia ya que se ha descubierto que sus

compuestos son mas potentes en menores concentraciones (Guyton, 1987)

Los equinodermos como los pepinos y las estrellas de mar son algunos de los
organismos marinos que se han explorado para la busqueda de sustancias con actividad sobre
el corazon. En dichos organismos se han encontrado saponinas. Las saponinas son un tipo de
glucosido cardiaco, que producen los equinodermos y que poseen un amplio espectro de
efectos farmacoldgicos incluyendo hemolitica, antitumoral, anti-inflamatorio, antifungico,
antibacteriano, o actian como inhibidores de la Na* K* ATPasa (Van Dyck et al., 2009).
IAiguez Martinez (1995) aisl6 y propuso la estructura para uno de los componentes presentes

en el extracto de pepino, la cual es similar a la de los glucésidos cardioténicos.

Los ofidridos son organismos marinos que también han sido estudiados en la busqueda
de cardioténicos, Lumbreras-Martinez (2012) caracterizo compuestos cardiotonicos de
Ophiderma panamense obteniendo extracto crudo que ocasiond efecto cardiotdnico,

concluyendo gue estos organismos poseen quimicos con actividad cardioténica.



Otros organismos que podemos encontrar dentro del medio marino son las macroalgas tales
como Undaria pinnatifida, un alga parda muy utilizada como alimento en Asia, estas algas
son ricas en proteinas, vitaminas, minerales esenciales, fibra y varios componentes activos
tales como los carotenoides y el fucoidan. Se sabe que las algas pardas contienen mas
componentes bioactivos que cualquier alga verde o roja (Caulier et al., 2013). Algunos de
los compuestos bioactivos identificados en las algas pardas como U. pinnatifida, incluyen
acidos grasos, fucoxantina, fitoesteroles, entre otros metabolitos (Prabhasankar et al., 2009).
U. pinnatifida contiene acido eicosapentaenoico, acido graso empleado tras sufrir un infarto
en el miocardio. Aunque la mayoria de los estudios sobre U. pinnatifida, se han centrado en
la evaluacion de las funciones bioldgicas, también se sabe que es rica en altos niveles de
calcio, yodo, tiamina y niacina (Rafiquzzaman et al., 2013). Hasta el momento no se ha

reportado algun estudio con U. pinnatifida usada como cardiotdnico.

Tivela stultorum es una almeja conocida con su nombre comdn como almeja pismo,
esta especie es un organismo validado como herramienta de cribado para la localizacion de
cardiotonicos, el corazdn de este organismo reacciona fisiologica y bioquimicamente hacia
los glucdsidos cardiacos de la misma manera que el corazén humano, mostrando inhibicion
a la Na* K* ATPasa (Cuellar Roheri, 1991), y efecto inotrépico positivo seguido de efecto
cronotrdpico negativo o disminucion de la frecuencia cardiaca (Guerra-Rivas, 1994).Una
caracteristica que comparten los moluscos con el humano es el corazon miogénico, es decir
que tiene un grupo de células que estimula el corazén y dicta la frecuencia cardiaca (Randall
& Burggren, 2002). El corazon de los bivalvos se encuentra en la cavidad pericardica y esta

formado por dos auriculas posteriores y un ventriculo anterior que forman el atrio. Al atrio



llega la sangre oxigenada procedente de las branquias que pasa al ventriculo el cual la reparte

a todo el cuerpo a través de las aortas (Fig.2) (Peteiro et al., 2003).

Figura 2. Esquema del aparato circulatorio de molusco bivalvo (Tomado de Peteiro. 2003).



3. JUSTIFICACION

Debido a que en la actualidad los glucosidos cardiacos, dosificados en enfermedades
cardiovasculares, poseen un indice terapéutico muy bajo es necesario buscar un farmaco con
alta efectividad y baja toxicidad, es decir, un alto indice terapéutico. Se ha demostrado que
farmacos obtenidos a partir de organismos marinos proporcionan sustancias con capacidad

cardiotonica.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

o Evaluar el efecto cardiotonico de extractos de Undaria pinnatifida, mediante la fuerza

y frecuencia del latido del corazén.

4.2 Objetivos particulares
e Elaborar una curva dosis-respuesta, para evaluar los efectos de los extractos de
Undaria pinnatifida, sobre la fuerza y frecuencia del latido del corazon de almeja

pismo (Tivela stultorum).

e Evaluar el efecto de los extractos de Undaria pinnatifida, sobre la Na* K+ ATPasa

del corazén de almeja pismo (Tivela stultorum).
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5. HIPOTESIS

El corazon de la almeja pismo (Tivela stultorum) responde con efecto inotropico positivo y

cronotrdpico negativo cuando es expuesto a la accion de los extractos de Undaria pinnatifida

11



6. METODOLOGIA

6.1 Disefio experimental

Se obtuvieron extractos de Undaria pinnatifida. Cada extracto fue evaluado mediante un
bioensayo, el cual consistid en utilizar el corazén perfundido de Tivela stultorum conectado
a un fisiografo. Tomando en consideracion los datos obtenidos se seleccionaron los extractos
con mayor efecto inotrdpico positivo y cronotropico negativo. EI extracto que presento
inhibicion fue validado mediante el mismo bioensayo en el corazon de almeja pismo (T.
stulturum), consiguiendo curvas de dosis-respuesta en donde se registraron los cambios en la
fuerza de contraccién y frecuencia cardiaca, también se evaluo la inhibicion de cada extracto

sobre la Na' K* ATPasa.
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Alga (Undaria pinnatifida)

Obtencion de extractos

Seleccion de extractos con mayor
efecto

Bioensayos para determinar la
actividad del extracto de U
pinnatifida sobre el corazon de
Tivela stultorum

Actividad cardiotonica (fuerza .
Evaluacion de la

de contraccion v frecuencia . L
actividad enzimatica

cardiaca)

Figura 3.Diagrama de flujo del disefio experimental para la obtencion de extractos cardiotonicos del
alga Undaria pinnatifida.
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6.2 Obtencion de extractos acuosos de U. pinnatifida.

El alga se secO durante 24 horas a temperatura ambiente, una vez seca se procedié a la
preparacion del extracto de la siguiente manera: El alga se trituré con ayuda de una licuadora,
y el polvo obtenido se pesd y almacend en un bote de plastico con tapa. Este polvo fue
sometido a extraccion continla durante 24 horas mediante destilacion a reflujo. El proceso
de extraccion se realizé empleando 100 g de polvo de alga en 2000 ml de agua destilada. El
extracto obtenido se filtré al vacio, y posteriormente se sometié a rotaevaporacion para
separar el solvente (agua), el solvente se elimind y el extracto sin solvente se almacené en

refrigeracion hasta su uso (Fig. 4).

3l r —y bl

vy

.

Py —
' C

Figura 4. a) Undaria pinnatifida seca antes de molerla. b) Obtencion del extracto acuoso mediante
destilacion a reflujo.
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6.3 Extracto acuoso de U. pinnatifida filtrado con acrodiscos.

Este proceso fue similar al anterior, con la variante que el extracto no fue sometido a
rotaevaporacion, sino que después de ser filtrado al vacio, pas6 por una segunda filtracion

pero esta vez con ayuda de acrodiscos (Fig. 5).

Figura 5 Filtracion del extracto acuoso de U. pinnatifida mediante acrodiscos.
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6.4 Obtencion de extracto etandlico de U. pinnatifida.

El proceso de extraccion se llevo a cabo mediante una destilacion a reflujo durante 24 horas,
utilizando 50 g de polvo de alga en 1000 ml de etanol. El extracto obtenido se filtro al vacio
y posteriormente se rotaevaporé para eliminar el solvente, el extracto se mantuvo en
refrigeracion por un dia. Al dia siguiente se realizo un filtrado al vacio en frio, con la finalidad
de eliminar el sedimento, (sedimento que se encontré después de ser guardado en
refrigeracion) y el sobrenadante final (sin sedimento) se mantuvo en refrigeracion hasta su

uso (Fig. 6).

Figura 6. a) Extracto etandlico (vaso de precipitados) después de ser filtrado al vacio en frio y a un
lado (matraz) el sobrenadante que se le extrajo. b) Papeles filtro utilizados en el extracto etandlico,
para eliminar los residuos de polimero.
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Figura 7. En la figura se muestran los tres extractos obtenidos: a) extracto acuoso filtrado al vacio,
b) extracto acuoso sin pasar por rotaevaporacion, solo filtrado al vacio y con acrodiscos (tubos
detras del extracto a) y c) extracto etanolico filtrado al vacio en frio.

6.5 Mantenimiento de almeja pismo (Tivela stultorum)

Las almejas fueron obtenidas del mercado negro localizado en el Boulevard Costero
en Ensenada Baja California, México. Los organismos se colocaron en peceras con aireacion
constante a una temperatura controlada de 17 °C, el recambio de agua y la alimentacion

fueron diarios (Fig. 8).
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Figura 8. Mantenimiento de almeja pismo (T. stultorum) en las peceras

6.6 Bioensayos

En todos los bioensayos realizados para probar el efecto del extracto, sobre el corazon de la
almeja, se utilizd el corazon en perfusion de T. stultorum siguiendo el procedimiento
de(Guerra-Rivas, 1994). Brevemente, se realizarén de la forma siguiente: se practico la
diseccion de la almeja para extirpar el corazén, que se coloco inmediatamente en un vaso de
precipitado de 50 ml con una punta de aguja para liquido cefalorraquideo sujetando al
ventriculo por un extremo, a la vez que permitia la aireacion constante del agua de mar. El
otro extremo del corazén se sujeté por un gancho al transductor de fuerza MLTO50/A,
conectado al amplificador del PowerLab 10T de ADInstruments. El registro de la fuerza de
contraccion se realiz6 en la computadora mediante el programa Chart 5.0, de ADInstruments.
El volumen de agua de mar fue constante para todos los ensayos. La adicion del extracto, se
realiz6 una vez alcanzada la constancia en la fuerza y frecuencia de contraccion. La

temperatura a la que se realizaron los ensayos fue de 17 °C.
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Corazon almeja

Figura 9. A) Almeja diseccionada para extraer el corazon b) Corazon extraido y colocado en caja
petri con agua de mar. C) Corazén de la almeja, colocado en el transductor de fuerza.

6.6.1 Tratamiento de datos para la evaluacion de parametros fisioldgicos

Para cada registro (con o sin tratamiento) se obtuvo la fuerza de contraccion (F) promedio en
un bloque de seis latidos. Se definid fuerza de contraccion como la diferencia entre el maximo
y minimo valor registrado de cada latido expresado en gramos fuerza. Ademas se obtuvo la
frecuencia cardiaca, definida como la cantidad de latidos registrados en un minuto. A partir
de estos datos se calculo el porcentaje de cambio provocado por el tratamiento para la fuerza

y frecuencia.

6.6.2 Obtencidn de curvas de dosis-respuesta

Curva dosis-fuerza de contraccion: el efecto ocasionado sobre la fuerza de contraccién del
corazén de la almeja pismo por cada concentracion probada, se graficd colocando las
concentraciones del material de prueba sobre las abscisas y la fuerza de contraccién en las

ordenadas.
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Curva dosis-frecuencia cardiaca: el efecto ocasionado sobre la frecuencia de latido del
corazon de la almeja pismo por cada concentracion probada, se graficé colocando las
concentraciones del material sobre las abscisas y la frecuencia cardiaca en las ordenadas.
Cada extracto obtenidos se probd para evaluar sus efectos sobre el corazén de Tivela

stultorum.

6.6.3 Efecto del extracto etandlico de Undaria pinntifida sobre la enzima Na® K* ATPasa.

6.6.3.1 Preparacion de homogenados

Con la ayuda de un homogeneizador manual se moli6 el corazén de la almeja en una solucion
amortiguadora de HEPES-Sacarosa (0.5-0.25mM), con un pH 7, a una proporcion de 75
mg/ml. Todo se realiz6 en frio, colocando el corazon en un vaso de precipitados, que a su
vez este se encontraba dentro de un recipiente con hielo, el homogenado fue utilizado

inmediatamente después de molerlo.
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6.6.3.2 Ensayo enzimatico

Del homogenado preparado en la seccién 8.1 se tom6 0.2 ml y se le agregd HEPES 50 Mm
y MgS0O4 6 mM, se dejo reposar 10 minutos. Pasando los 10 minutos se le agrego el NaATP
0.8 mM, se agit6 durante 15 segundos con la ayuda de un vortex y se dejo reposar otros 10
minutos, transcurrido el tiempo se le agregd el KCI mM. Finalmente la mezcla se incubd
durante 60 minutos a 25° C en bafio maria. Por ultimo se le agregé 1 ml de &cido
tricloroacético al 5 % para detener la reaccion. Se centrifugd 15 minutos a 3500 rpm. El
sobrenadante se almaceno en el congelador para después ser utilizado para analisis de
fosfatos y el precipitado se almacend en el refrigerador para ser utilizado para analizar

proteinas.

6.6.3.3 Determinacion de fosfatos

A una muestra de 1 ml de sobrenadante se le agregé 3 ml de butanol, 0.2 ml de solucion acida
de molibdato y 0.2 ml de solucién de citrato de sodio 0.68 M, agitando después de cada
adicion con ayuda de un vortex. Antes se realiz6 una curva de calibracion con fosfato

monobasico de sodio monohidratado (NaH2PO4H20) de 0 a 2 umoles/ml (figura 12).

Se leyo la absorbancia de la fase butandélica a 400 nm en un espectrofotometro (HeZiosa de
Thermo Electron Corporation) y se determind la concentracién de fosfatos con la curva de

calibracion (Fig. 10).
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Figura 10. Tubos de ensaye utilizados para realizar la curva de calibracion para fosfatos.

6.6.3.4 Determinacion de proteinas.

El precipitado obtenido en la seccién 6.9.2, se resuspendio en 2ml de NaOH 1N.
De la muestra anterior se tomé 1 ml y se le agreg6 5 ml de reactivo alcalino (1 ml de CuSO4
al 5% en tartrato sodico potasico al 1 % y 50 ml de Na2CO3 al 2 % en NaOH 0.1 N) se dej6
reposar 10 minutos y se le agreg6 0.5 ml de reactivo Folin 2 N diluido en agua 1:1. Se agitd
con vortex después de cada adicion. Se puso a reposar durante 30 minutos, y una vez
trascurrido el tiempo se leyo la absorbancia a 750 nm en un espectrofotometro (Hekioso de
Thermo Electron Corporation). La concentracion de proteina se obtuvo con una curva de

calibracion de albdmina de 0-500 pg/ml (Fig. 11)
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Figura 11. Tubos de ensaye utilizados para realizar la curva de calibracion para proteinas

6.6.4 Tratamiento de datos para la cuantificacion de la actividad de la Na® K* ATPasa.

La actividad de la Na* K* ATPasa fue definida como la cantidad de Pi, en pmoles,
producido por 1 mg de proteina en una hora. Para obtener los valores de actividad en cada
prueba, se dividio el valor de Pi encontrado entre el valor de proteina presente en el tejido
utilizado. A todos los tubos se les resto el control correspondiente, el cual indica la cantidad

de Pi enddgeno presente en cada tejido.
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6.7 Analisis estadistico.

A cada paquete de datos obtenidos en los bioensayos, se les realizé prueba de
Kruskal-Wallis, y posteriormente para evaluar las diferencias entre cada tratamiento, se

realizaron pruebas de Fisher y de Tukey. Todo esto con un nivel de significancia de o= 0.01.
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7/ RESULTADOS

7.1 Parametros biofisicos del corazon de almeja pismo (Tivela stultorum).

Los datos de que se muestran en la tabla I, son los datos biométricos para la almeja pismo

T. stultorum, tanto parametros del corazon como caracteristicas de la concha del organismo.

Tabla I. Parametros biofisicos de T. stultorum, los datos se refieren al promedio de valores

obtenidos para cada corazén utilizado para medir el efecto de los extractos, para cada extracto se
utilizaron tres corazones.

Parametro Promedio + error estandar
Peso del corazon 0.2220 + 0.0037 (g)
Volumen 0.1825 £ 0.0075 (cm3)
Eje auricular 0.4458 +0.0190 (cm)
Eje intestinal 1.0041 + 0.0244 (cm)
Largo de la concha 11.6125 £+ 0.1062 (cm)
Ancho de la concha 7.925 +0.0998 (cm)

25



7.2 Resultados preliminares del efecto fisiologico de los extractos de Undaria
pinnatifida sobre el corazon de T. stultorum.

En las tabla Il y 111 se muestra el efecto de cada extracto sobre la fuerza y frecuencia del corazén de

T. stultorum, se puede observar el porcentaje de cambio, después de agregarles el extracto. A cada

corazon utilizado se le agregd 25 pl de extracto cada 5 minutos durante un periodo aproximado de 1

hora.

Al agregar el extracto acuoso y el extracto acuoso filtrado con acrodiscos, se observa una

disminucién en la fuerza de contraccion del corazon de la almeja, mientras que al agregar el extracto

etanolico, se puede ver que el porcentaje de cambio de la fuerza de contraccién, aumenta un 21 %.

Tabla I1. Porcentaje de cambio de la fuerza de contraccion, después de la adicion de los extractos.

Fuerza de contraccion

)

Extracto acuoso

Extracto acuoso filtrado
con acrodiscos

Extracto etanélico

% de cambio después % de cambio después de % de cambio después
# Corazén de agregar el extracto agregar el extracto de agregar el extracto
1 -7.4 -7.4 19
2 -8.8 -8.7 22.5
3 -9.4 -9.4 21.5
Promedio -8.5 -8.5 21
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El extracto etandlico disminuyo la frecuencia cardiaca sobre el corazon de T. stultorum,

mientras que los extractos acuosos no mostraron ningin cambio en el corazon de la almeja.

Tabla Ill. Porcentaje de cambio de la frecuencia cardiaca, después de la adicién de los extractos.

Frecuencia cardiaca
(Latidos por minuto)

Extracto acuoso Extracto acuoso filtrado Extracto etandlico
con acrodiscos
% de cambio después % de cambio después de % de cambio después

# Corazbn de agregar el extracto. agregar el extracto agregar el extracto
1 0 0 -20
2 0 0 -20
3 0 0 -20
Promedio 0 0 -20

7.3 Resultados bioensayos definitivos (Efecto fisioldgico del extracto etanélico).

Con base en los resultados anteriores, mostrados en las tablas (11 — I1I), se seleccioné el
extracto etandlico, para evaluar el efecto sobre la fuerza de contraccion y frecuencia cardiaca.
Se probo el efecto fisioldgico del extracto etanolico a diferentes cantidades (75 ul, 150 pl,
225 pl, 300 pl, 375 pl, 450 ul, 525 ul y 600 ul), para probar su efecto sobre el corazon de T.

stultorum.

Para cada cantidad del extracto etanolico se obtuvo la fuerza de contraccion promedio
en un bloque de cinco latidos, cada dos minutos. Ademas se obtuvo la frecuencia cardiaca,
definida como el nimero de latidos por minuto. Los valores que se muestran, (tabla IV y V)
son los promedios obtenidos de tres mediciones. (n=3) tanto de frecuencia cardiaca, como de

fuerza de contraccion:
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Tabla IVV. Promedios obtenidos de la medicion de la fuerza de contraccion de tres corazones de T.
stultorum al agregar las diferentes cantidades del extracto etandélico. (n=3).

Fuerza de contraccion (g)

Tiempo Promedio | Promedio | Promedio | Promedio | Promedio | Promedio | Promedio | Promedio

(Minutos) 75_u| 159 pl 225 pl 309 pl 37§ul 459p| 52Fi pl 60(2 pl
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)

2 6.3 5.7 7.4 8.6 75 9.5 11.2 11.2

4 6.5 6.2 8.4 10 9.7 10.6 11.3 12.2

6 6.6 6.8 9 10.7 10.3 111 11.7 12.1

8 6.6 6.9 9.5 11.2 10.6 11.2 11.7 13.1

10 6.5 6.6 9.9 11.4 11.6 11.8 11.7 13.2
Promedio 6.5 6.4 8.9 10.4 9.9 10.8 115 12.4

Tabla V. Promedios obtenidos de la medicion de la frecuencia cardiaca de tres corazones de T.
stultorum al agregar las diferentes cantidades del extracto etandlico.

Frecuencia cardiaca

Tiempo Promedio | Promedio | Promedio | Promedio | Promedio | Promedio | Promedio | Promedio
(Minutos) 75_u| 15(1 pl 22? ul 30(1 pl 37? pl 45(3 pl 52? ul 60(3 ul
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
3 11.7 12 11 8.3 7 9.3 8.3 8.3
6 11.7 11.7 10.3 8.3 7.7 9 7.3 6.6
9 11.7 11.3 10.3 7.7 8 7.7 5.7 5
12 11.3 11.3 10.3 1.7 1.7 7.3 5 4.3
15 11 11.7 10.3 7.3 8.3 7 4.7 4
Promedio 115 11.6 10.4 7.9 1.7 8.1 6.2 5.6
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7.4 Curvas dosis respuesta y miogramas

Gramos fuerza (g)

14

12

10

FUERZA DE CONTRACCION

12.51

75ML

150ML 225ML 300ML 375ML 450ML 525ML

Extracto etanodlico de U. pinnatifida

600ML

Figura 12. Curva de dosis —respuesta donde se observa el aumento en la fuerza de contraccion
conforme se incrementa la dosis del extracto etanélico de U. pinnatifida.

14

12

10

Latidos por minuto

11.4

FRECUENCIA CARDIACA

11.6

75ML

i50MmL  225ML 300ML 375ML 450ML 525ML

Extracto etanolico de U. pinnatifida

600ML

Figura 13. Curva de dosis —respuesta donde se observa una disminucion en la frecuencia cardiaca al
agregar el extracto etanolico de U. pinnatifida al corazén de T. stultorum.
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Se observa un aumento del 17% en la fuerza de contraccion.

Figura 14. Efecto del extracto etan6lico 75 pul sobre el corazén de T. stultorum, en donde se puede
apreciar que de 6.2 gramos fuerza, aumenta a 7.3, lo que se representa en porcentaje como un aumento
del 17 % en la fuerza de contraccién, aunque su frecuencia cardiaca permanece sin cambios

Se observa un aumento del 8% en la fuerza de contraccion.

L »

Figura 15. Efecto del extracto etandlico de 150 pl sobre la fuerza de contraccion en el corazén de T.
stultorum, en donde se puede apreciar que de 5.8 gramos fuerza, aumenta a 6.3, lo que se representa
en porcentaje como un aumento del 8 % en la fuerza de contraccion, aunque su frecuencia cardiaca

permanece sin cambios.
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Se observa un aumento del 14 % en la fuerza de contraccion.

Figura 16. Efecto del extracto etandlico de 225 pl sobre la fuerza de contraccion en el corazén de T.
stultorum, en donde se puede apreciar que de 5.5 gramos fuerza, aumenta a 6.3, lo que se representa
en porcentaje como un aumento del 14 % en la fuerza de contraccion, aunque su frecuencia cardiaca
permanece sin cambios

s Se observa un aumento del 30 % en la fuerza de contraccion.

+

Figura 17. Efecto del extracto etandlico de 300 pl sobre la fuerza de contraccion en el corazén de T.
stultorum, en donde se puede apreciar que de 7.60 gramos fuerza, aumenta a 9.9, lo que se representa
en porcentaje como un aumento del 30 % en la fuerza de contraccion, aunque su frecuencia cardiaca
permanece sin cambios.
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Se observan latidos inestables.

Figura 18. Efecto del extracto etandlico de 375 pul sobre la fuerza de contraccién y frecuencia cardiaca
en el corazén de T. stultorum, en donde se puede apreciar que este corazén presento latidos inestables,
debido a que en algin punto se desprendié del gancho que se conecta al fisidgrafo, pero aun asi se
observa un aumento en la fuerza de contraccion y cambios en su frecuencia cardiaca.

Se observan un aumento del 42 % en la fuerza de
contraccion

»
>

Se observan una disminucion en la frecuencia, entre
cada latido.

Figura 19. Efecto del extracto etandlico de 450 ul sobre la fuerza de contraccion en el corazén de T.
stultorum, en donde se puede apreciar que de 6.7 gramos fuerza, aumenta a 9.5, lo que se representa
en porcentaje como un aumento del 42 % en la fuerza de contraccién. Con respecto a la frecuencia
cardiaca se puede apreciar una leve disminucién de esta entre cada latido.
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+

Se observan un aumento del 136 % en la fuerza
de contraccion.

Se aprecia una disminucion en la frecuencia cardiaca.

Figura 20. Efecto del extracto etandlico de 525 pl sobre la fuerza de contraccion en el corazén de T.
stultorum, en donde se puede apreciar que de 4.7 gramos fuerza, aumenta a 11.1, lo que se representa
en porcentaje como un aumento del 136 % en la fuerza de contraccion. La frecuencia cardiaca sufre

una disminucién evidente entre cada latido.

‘ Se observan un aumento del 144 % en la fuerza de contraccion.

=

/

+

Se aprecia una disminucién en la frecuencia cardiaca.

Figura 21. Efecto del extracto etandlico de 600 ul sobre la fuerza de contraccién en el corazén de T.
stultorum, en donde se puede apreciar que de 5.4 gramos fuerza, aumenta a 13.2, lo que se representa
en porcentaje como un aumento del 144 % en la fuerza de contraccion. La frecuencia cardiaca sufre

una notable disminucidn entre cada latido.
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7.5 Efecto del extracto etandlico de Undaria pinnatifida sobre la Na® K~ ATPasa.

El extracto etanolico (en todas sus cantidades utilizadas) ocasiond un aumento en la fuerza
de contraccién sobre el corazon de T. stultorum, aunque en la frecuencia cardiaca solo se

observan cambios significativos en las cantidades de 525 pl y 600 pl.

7.5 Efecto bioquimico del extracto etandlico sobre el corazon de T. stultorum.

7.6 Efecto del extracto etanolico sobre la Na* K* ATPasa del corazon de T.
stultorum.

Con cada una de las cantidades (75 pl, 150 ul, 225 pl, 300 ul, 375 pl, 450 pl, 525 pl 'y
600 ul), del extracto etandlico se realizaron ensayos enzimaticos para probar su efecto en la
Na*" K* ATPasa. Los valores de inhibicion se muestran en la tabla VII. La tabla VI muestra
la actividad enzimatica en los corazones de almeja pismo, sin tratamiento. Se puede afirmar
con un 99 % de confianza y un a=0.01 que se encontraran diferencias significativas entre los

corazones tratados con el extracto etandlico y el control sin extracto.

Entre los valores de los controles, como en los valores de cada cantidad del extracto etanélico,
no se encontraron diferencias significativas, esto se puede afirmar con un 99 % de confianza

con un a=0.01.
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Tabla VI. Actividad enzimatica de los corazones de almeja pismo (T. stultorum) sin tratamiento

Actividad enzimética sin tratamiento (ug de Pi/mg prot en 60min).
#Tubo |Control 1(n=3)| Control 2 (n=3) | Control 3 (n=3) | Control 4 (n=3)| Control 5 (n=3)
1 1.30E-05 1.01E-05 1.15E-05 1.00E-05 1.11E-05
2 1.26E-05 9.60E-06 1.18E-05 9.79E-06 9.06E-06
3 1.27E-05 1.01E-05 1.16E-05 1.05E-05 1.02E-05
4 1.30E-05 1.04E-05 1.22E-05 1.05E-05 1.11E-05
5 1.44E-05 1.07E-05 1.17E-05 9.95E-06 1.08E-05

Tabla VII. Actividad enzimatica de los corazones de almeja pismo (T. stultorum), con el extracto
etanolico de Undaria pinnatifida.

Actividad enzimatica del corazon de T. stultorum con el extracto etanélico (Lg de Pi/mg prot en 60min).

Concentracion | Concentracién15] Concentracion | concentracion | concentracion |Concentracion]| Concentracié |Concentracion
#Tubo 75ul (n=3) Opl (n=3) 225ul (n=3) 300ul (n=3) 375pL (n=3) 450pL (n=3) | 525pL (n=3) | 600uL (n=3)
1 1.04E-06 9.69E-07 1.01E-06 1.21E-06 9.38E-07 8.52E-07 6.62E-07 8.11E-07
2 9.05E-07 1.05E-06 1.04E-06 1.20E-06 9.89E-07 9.36E-07 7.38E-07 8.84E-07
3 9.19E-07 9.19E-07 6.98E-07 1.19E-06 9.86E-07 9.38E-07 8.14E-07 8.09E-07
4 1.21E-06 1.07E-06 1.23E-06 1.26E-06 1.03E-06 7.63E-07 8.11E-07 7.36E-07
5 9.70E-07 1.26E-06 1.11E-06 1.11E-06 1.56E-05 8.50E-07 7.38E-07 8.10E-07
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8. DISCUSION

De los tres extractos obtenidos de Undaria pinnatifida, solo el extracto etandlico presentd
potencial como posible glucésido cardiaco, ya que fue el Unico que ocasion0 un efecto
inotrépico positivo y cronotrépico negativo en el corazon de la almeja, por otro lado, los
extractos acuosos ocasionaron una disminucion en la fuerza de contraccion, lo que a su vez

nos sugiere la presencia de algin otro compuesto toxico soluble en agua.

De las 8 cantidades del extracto etandlico adicionadas al corazén perfundido de T.
stultorum (75 pl, 150 pl, 225 pl, 300 ul, 375 pl, 450 ul, 525 pl y 600 ul), todas presentaron
un ligero incremento en la fuerza de contraccion y un pequefio decremento en la frecuencia
cardiaca. Sin embargo, solo al adicionar 525 pl y 600 pl se observd una disminucién
estadisticamente significativa en la frecuencia cardiaca, por lo que se puede inferir que el
principio activo de interés se encuentra presente en U. pinnatifida esto a su vez provoca que
el extracto se comporte como un cardiotonico de utilidad; esto es, aumentando la fuerza de
contraccion y disminuyendo la frecuencia cardiaca. La evidencia observada nos indica que,

a menor cantidad de extracto, el efecto causado sobre el corazon de la almeja es menor.

Sabemos que el indice terapéutico (IT) es el limitante para la dosificacion de un farmaco, ya
que el IT es la relacion que existe entre la dosis de un medicamento que produce un efecto

terapéutico y la que provoca efecto toxico: IT = Dosis toxica/ Dosis terapéutica.
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Por otra parte, el efecto que causa el farmaco, a su vez, se encuentra ligado a las variables de
dosis-respuesta, en las cuales, conforme se va aumentando la dosis del fa&rmaco, también se
puede observar un aumento en el efecto téxico (Salas et al., 2008). Por lo tanto, si un
medicamento tiene un margen terapéutico bajo, al aumentar la dosis del farmaco, también se
aumentaran los efectos toxicos. En el presente trabajo ninguna de las cantidades del extracto
etandlico presento reacciones adversas sobre el corazon de T. stultorum, por lo que podemos
asumir que el extracto etandlico de Undaria pinnatifida podria tener potencial como

cardiotonico con un buen indice terapéutico.

En cuanto a las curvas de dosis-respuesta que se elaboraron en este trabajo, se observo una
respuesta gradual, esto se refiere a que conforme fuimos aumentando la cantidad de extracto
etanolico, mayor fue la respuesta del corazén de la almeja respecto a su fuerza de contraccion,

logrando una disminucion en la frecuencia cardiaca.

El extracto etan6lico de Undaria pinnatifida no causo un efecto toxico en el corazon de la
almeja pismo (T. stultorum), a pesar de que de que previamente se ha reportado que el etanol
puede ser toxico a concentraciones mayores al 0.5 % Lumbreras, (2012). La ausencia de
efectos nocivos de los componentes activos sobre el corazén, nos ayuda a inferir que el
extracto utilizado, a pesar de haber sido obtenido por destilacion a reflujo con etanol, fue
eliminado total o en gran parte al realizar la rotaevaporacion, quedando probablemente un
porcentaje menor al 0.5%. Gracias a este hecho logramos obtener una curva de dosis-
respuesta amplia, al poder agregar mayores cantidades del extracto, pudiendo observarse
claramente el efecto de la dosis a cada aumento de volumen de extracto afiadido a la cAmara

de prueba.
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Al comparar los datos obtenidos en la fuerza de contraccion del presente trabajo con los
reportados por (Guerra-Rivas, 1994) para el ventriculo de T. stultorum, se observa que,
mientras que en este trabajo se reporta una maxima fuerza de contraccién de 12 g, ella reporta
una fuerza maxima de 2.67 g con digoxina, lo que representa un porcentaje de aumento en

la fuerza de contraccion de 449 %.

En lo que concierne a los resultados de los ensayos enzimaticos (Tablas VI 'y VII) se puede
apreciar una tendencia a inhibir a la Na+, K+ ATPasa al aumentar la cantidad de extracto,
encontrando una inhibicién significativa de esta enzima a las més altas concentraciones de
extracto de U. pinnatifida probadas. Juntos, los resultados sobre la bioquimica del corazén
y las observaciones previamente descritas (efecto inotrépico positivo y cronotropico
negativo), sugieren que el mecanismo de accion del extracto es similar al de los glucésidos
cardiacos administrados actualmente para el tratamiento de arritmias, como la digoxina. Por
lo anterior, podemos concluir que los componentes activos presentes en U. pinnatifida que
ocasionan inotropia positiva, cronotropia negativa e inhibicion de la bomba de sodio y
potasio sobre el corazon de T. stultorum pueden ser considerados de manera preliminar como

glucdsidos cardiotdnicos.
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9. CONCLUSIONES

El extracto etanolico de U. pinnatidifida, en adiciones de 75 pl, 150 ul, 225 ul, 300
pl, 375 pl, 450 pl, 525 ul y 600 ul, ocasionaron efecto inotropico positivo sobre el
corazon de la almeja T. stultorum.

El extracto etanolico de U. pinnatidifida, en adiciones de 525 pul y 600 pul, ocasiond
una disminucion significativa en la frecuencia cardiaca de la almeja T. stultorum.

El extracto etanolico de U. pinnatifida, tiene un efecto gradual en el corazdn de la
almeja, pues al aumentar la dosis, aumenta la fuerza de contraccion y su frecuencia
cardiaca disminuye.

El extracto etandlico de U. pinnatifida ocasiona inhibicion significativa sobre la
enzima Na*, K*- ATPasa en adiciones de 75 pul, 150 pl, 225 pl, 300 pl, 375 pl, 450
pl, 525 pl 'y 600 pl

Undaria pinnatifida, tiene potencial como fuente de glucésidos cardiacos novedosos.
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