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RESUMEN

Se validé el uso del corazdn de mejilldbn Mytilus californianus como modelo
biolégico para la busqueda, en Farmacologia Marina, de sustancias con potencial
cardiotonico. Se realizaron varios experimentos para probar el efecto de la
digoxina comercial a dos concentraciones, 8 y 10 uM, sobre el ventriculo de
corazon suspendido en agua de mar y conectado a un fisidgrafo. Mediante este
aparato se registro el latido del corazén y se obtuvieron los valores de fuerza de
contraccion, frecuencia cardiaca y velocidad de contraccion, antes y después del
tratamiento. Para ambas concentraciones se encontré un aumento significativo
(a= 0.05) en la fuerza de contraccion y una disminucion significativa en la
frecuencia cardiaca. A nivel bioquimico se midié la inhibicion de la Na® K*-ATPasa
y se encontr6 una actividad de 79. 45 + 15.99 % vy del 79.36 + 12.71 % para las
concentraciones de 8 y 10 uM respectivamente. Con base en los resultados
obtenidos se concluyé que el corazdn de M. californianus, puede ser usado como
modelo biologico para la identificacion de sustancias cardioténicas.

Adicionalmente se obtuvieron extractos de Anthopleura elegantissima y
Stichopus parvimensis. Dichos extractos fueron probados mediante un ensayo
para medir la inhibicion de cada extracto sobre la Na® K*-ATPasa. A partir de
estos datos se midid en el fisidégrafo el efecto de varias concentraciones de dos
extractos, TD y pepino, sobre el ventriculo de M. californianus. TD, a una
concentracion de 35. 83 pg/ml mostré un aumento significativo en la fuerza de
contraccidén pero no en la frecuencia cardiaca (a= 0.05). El extracto de pepino a
una concentracion de 0.52 mg/ml mostrd un aumento significativo (a= 0.05) en la
fuerza de contraccidon pero no en la disminucién de frecuencia cardiaca del
ventriculo de mejillén. Concentraciones mas altas de este extracto mostraron

efectos toéxicos.
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1. INTRODUCCION

En los Ultimos afios, la dinamica poblacional se ha caracterizado por una
baja tasa de nacimientos y muertes. Actualmente, una de cada diez personas
tiene 60 afios 0 mas; ademas se calcula que para el 2050, una de cada cinco sera
mayor de 60 afios (United Nations, 2003). La tendencia al aumento en la
longevidad conlleva nuevos problemas a nivel global; uno de ellos es la necesidad
de nuevos farmacos para combatir enfermedades como hipertension, cancer,
diabetes, problemas cardiacos y embolias. Para satisfacer esta creciente
demanda de nuevos farmacos, se han aislado sustancias activas de plantas y
animales terrestres. Al menos 10,000 de las mas de 400,000 especies de plantas
han sido analizadas quimica y farmacoldgicamente en cierto grado (Doig Ill et al.,
1973). Hasta la década pasada, mas del 50% de los farmacos comercializados se
podian obtener a partir de fuentes naturales o ser sintetizados utilizando

productos naturales como materia prima (National Research Council, 1999).

Aproximadamente el 80% de los animales del planeta vive en los océanos,
lo que comprende alrededor de 500,000 especies. En dichos organismos se
pueden encontrar biotoxinas que pudieran ser bioactivas; sin embargo, menos del
1% de estos compuestos han sido examinados para su actividad farmacolégica.

Al parecer, las moléculas de organismos marinos son mas potentes que sus



contrapartes terrestres, por lo que se pueden requerir dosis mas pequefas al ser
utilizadas como farmacos (Doig Il et al., 1973). Desde mediados de la década de
los afios setenta, se han intensificado diversas investigaciones para el
descubrimiento de farmacos de origen marino, entre las que se encuentran
anticancerigenos, antibidticos, anticoagulantes, antimicéticos, antinflamatorios y
antivirales (National Research Council, 1999; Mayer y Hamann, 2004). Debido a
la necesidad de nuevos farmacos y a la gran diversidad de especies y de toxinas
que tienen los organismos marinos, es necesario continuar su estudio para la

obtencion de sustancias que puedan tener un valor medicinal.

Entre los farmacos que se requieren buscar estan las sustancias que
aumenten la fuerza del latido del corazén, ya que existe una gran mortandad
debido a enfermedades cardiacas en todo el mundo. En México, las principales
causas de mortalidad son la diabetes mellitus y las enfermedades isquémicas del
corazoén. Tan solo en el 2002, estas dos enfermedades, ocasionaron el 37.6% de
las defunciones totales por enfermedades de causa bien definida (Secretaria de
Salud, 2002). En paises desarrollados, el problema es similar, se estima que en el
2001 murieron por insuficiencia cardiaca congestiva 52,828 personas en Estados
Unidos y que en el 2002, 4.9 millones de estadounidenses padecian esta
enfermedad ademas de que se diagnosticaron 550,000 nuevos casos; el costo de
esta enfermedad se estima para el afio 2005 de $27.9 billones (millon de millén)

de délares en Estados Unidos (American Heart Association, 2005).



El corazén es el 6rgano que se encarga de hacer circular la sangre
alrededor del cuerpo. En los humanos, este 6rgano esta constituido por cuatro
camaras: dos auriculas y dos ventriculos. La parte derecha del corazéon envia la
sangre hacia los pulmones, donde es oxigenada. La parte izquierda es la
encargada de enviar la sangre, ya oxigenada, al resto del cuerpo. El latido del
corazon se puede dividir en dos momentos: la sistole, o contraccion, y la diastole

o relajacion (Randall et al., 2002).

A nivel celular, el corazén humano esta compuesto por células cardiacas o
miocitos, que a su vez pueden ser divididos en miofibrillas. En las miofibrillas se
encuentran filamentos delgados de actina con un complejo de proteina llamado
troponina distribuido a distancias regulares. La troponina tiene un sitio especial
para la union del i6n calcio. También se observan, formando parte de las
miofibrillas, filamentos gruesos de miosina; estos filamentos tienen unas cabezas
globulares de miosina, agrupadas de tres en tres, a todo lo largo del filamento.
Durante la excitacién, previo a la contraccion, se da un aumento en la
concentracién de Ca®* en el citoplasma, el i6n se une a la troponina-C,
modificandola. Esta modificacion permite la uniéon de las cabezas de miosina con
la actina, lo que a su vez provoca un deslizamiento de los filamentos y por lo tanto
la contraccion. Cuando la concentracion de Ca®* disminuye dentro de la célula se

separan los filamentos de actina y miosina produciéndose la relajacién (Ferrari y



Opie, 1992; Purves et al., 1998). En la figura 1 se muestra un esquema con la
relacion entre actina y miosina que producen la contraccion. Aunque el
mecanismo de contraccion es muy eficiente, una mala alimentacion, falta de
actividad fisica o problemas congénitos pueden producir enfermedades cardiacas.
Entre las medicinas mas utilizadas para tratar los problemas cardiacos estan los

digitalicos como la digoxina y ouabaina.

Aumento de calcio
o en el citoplasma.

Ca” sale del citoplasma,
ael musculo se relaja.

ATP es hidrolizado, la '.

miosina regresa a su
0 forma inicial.

Ca” se une a la troponina,
exponiendo sitio de unién
\ de la miosina.

Las cabezas de miosina
se unen a la actina;
| o se libera ADP.

liberando la actina.

ATP se une a la miosina, ‘
O
L0

Leyenda
. ATP Cambio conformacional
N Tropomiosina miosina; deslizamiento
“ ADP + Pi de ambos filamentos.

ﬁ Miosina
O Calio

Figura 1. Mecanismo de contraccion y relajacién a nivel celular en el corazén del humano.
(Adaptado de Purves et al., 1998).



Los digitalicos fueron estudiados por primera vez en 1785, cuando William
Withering describié el uso de Digitalis purpurea y D. lanata para el tratamiento de
problemas cardiacos, plantas que se habian utilizado como veneno durante miles
de afios a pesar de que se desconocia la molécula que causaba tal efecto (Fieser
y Fieser, 1944). Actualmente se sabe que el principio activo de dicha planta es un
glucosido; en general, se les llama glucésidos cardioténicos a un grupo de
compuestos de estructura quimica similar que tienen un efecto inotrépico positivo,
es decir, incrementan la contractibilidad del corazén y un efecto cronotrépico
negativo, es decir que disminuye la frecuencia de los latidos del corazén. Debido
a este efecto, son utilizados para problemas cardiacos como la insuficiencia
cardiaca congestiva, que es una falla en la funcién de bombeo del corazén por
diversas causas en la que el corazon se va estirando y se contrae cada vez con

menos fuerza (Katzung, 1983, Watson et al., 1984, Tortora y Grabowski, 2000).

Los glucésidos cardiacos consisten en una aglicona o genina combinada
con una o mas azucares (figura 2). La aglicona tiene como nucleo a un esteroide
con un anillo de lactona de cinco o seis carbonos a, B insaturado pegado en la
posicién C-17. La aglicona contiene la actividad farmacoldgica y es similar para
todos los cardiotonicos, los azlcares son importantes para determinar la potencia,
solubilidad, tasa de absorciéon, duracién de la accion y las propiedades de la

proteina de unirse al plasma y tejidos del compuesto (Katzung, 1983).



Existe evidencia que indica que el receptor de los glucésidos digitalicos es
la Na®, K'-ATPasa (adenosin trifosfatasa de sodio y potasio, activada por
magnesio y dependiente de sodio y potasio; E. C. 3.6.3.1), cuya principal funcién
es la de actuar como una bomba para mantener alta la relacion K'/Na* en el fluido

intracelular. Por

O
Trisacarido
(3, digitoxosa)
| Az(cares | | Nucleo esteroide | | Anillo de lactona |

Digitoxigenina
Aglicona o Genina (insoluble) |

, Glucésido (soluble) |

Figura 2. Estructura de digitoxina, un glucésido cardiaco tipico. (Tomado de Katzung,

1983)

esta razon se le conoce también como bomba de sodio. La Na*, K*- ATPasa, que
se encuentra en la membrana citoplasmatica, consiste en dos subunidades de
polipéptidos que tienen la accion catalitica, y una glicoproteina asociada que es
esencial para la actividad. Existen cambios conformacionales en la enzima que
producen la salida de los iones Na® y entrada de K* hacia la célula. La unién de

los glucésidos cardiacos a la enzima inhibe estos cambios conformacionales,



cerrando los canales para el transporte de iones reduciendo la actividad de la
bomba, hecho que interviene en la contractilidad del miocardio o mdsculo

cardiaco (Watson et al., 1984),

Los glucdsidos cardiacos, aunque son farmacos muy utilizados, poseen un
indice terapéutico ente dos y tres, es decir, el margen de seguridad de esta droga
es uno de los indices mas bajos entre los agentes terapéuticos mas utilizados.
Debido a esto, los efectos adversos son comunes, y hasta un 30% de los
pacientes hospitalizados y tratados con estos farmacos presentan toxicidad
potencialmente seria. Los primeros signos de la intoxicacién son anorexia, nausea
y vomitos, ya que la droga afecta el centro del vomito en el cerebro. Ademas,
puede presentar dolor abdominal, diarrea, calambres, dolor de cabeza, delirios,
convulsiones, confusion, visién borrosa y lo mas peligroso, arritmias cardiacas
(Katzung, 1983). Es por ello que es necesario buscar un farmaco para tratar la
enfermedad cardiaca congestiva que sea efectiva y con baja toxicidad, es decir,
un alto indice terapéutico. En este objetivo, el cribado es una herramienta de gran
importancia, ya que permite discriminar entre un gran nimero de sustancias para
encontrar aquélla que tenga la propiedad farmacolégica buscada. El cribado,
conocido también como seleccion farmacognéstica, consiste en utilizar un
organismo o bien, alguna de sus partes, para evaluar el efecto ocasionado por

materiales de origen bioldgico y su posible potencial farmacolégico.



En la busqueda de nuevos glucosidos cardioténicos con alto indice
terapeutico se deben considerar a los organismos marinos, principalmente a los
invertebrados. Dentro de éstos se encuentran los pepinos de mar y las anémonas.
Los pepinos de mar son organismos alargados de movimiento lento que producen
toxinas viscerales liquidas de naturaleza glucosidica. Estas sustancias son
capaces de causar irritacién fuerte de la piel y ojos e inclusive ceguera. Al
parecer, debido a diferentes sustancias organicas, estos organismos tienen un
sabor desagradable, por lo que los peces los evitan. Los pepinos de la familia
Stichopodidae son equinodermos cuya principal caracteristica es la de carecer de
érganos de Cuvier (Stonik y Elyakov, 1988). Stichopus parvimensis es un pepino
perteneciente al phylum Echinodermata, clase Holothuroidea, orden
Aspidochirotida, familia Stichopodidae. Este pepino de mar se encuentra en
bahias protegidas de California y Baja California. Su cuerpo es café rojizo de mas
de 3 cm de diametro y hasta 45 cm de largo. Su cuerpo contiene numerosas

verrugas carnosos y el extremo anterior esta rodeado de tentaculos retractiles

(Allen, 1977).

Un organismo abundante en la zona costera de Ensenada es la anémona
Anthopleura elegantissima, que pertenece al phylum Cnidaria, clase Anthozoa,
subclase Zoantharia, orden Actinaria y familia Anthopleuridae. Es una especie
comun en la zona intermareal del sur de California, donde se puede observar en

colonias o solitarias (Allen, 1977).



Una parte importante en el proceso de la busqueda de nuevos farmacos es
la de probar las sustancias en animales que funcionan como modelos. Esto es
con el fin de saber si una sustancia funciona, cémo lo hace y cudles son los
posibles efectos toxicos para el organismo, antes de probarlas en los seres
humanos. Un modelo biolégico potencial para la busqueda de glucosidos
cardiacos es el mejillon Mytilus californianus, que pertenece al phylum Mollusca,
clase Pelecypoda, orden Filibranchia, familia Mytilidae y se distribuye desde las
costas de Alaska hasta Baja California en zonas rocosas expuestas al oleaje

(Allen,1977).



2. ANTECEDENTES

Los Unicos animales marinos que producen saponinas, un tipo de
glucésidos, son los pepinos y las estrellas de mar, es por ello que se han
realizado diversos estudios para aislar los glucosidos de estos organismos.
Chanley et al. (1959) aislaron la Holoturina A, una mezcla de al menos media
docena de glucésidos muy parecidos entre si, a partir de las glandulas de Cuvier
del pepino de mar Actinopyga agassizi. Esta holoturina fue descrita como un
glucésido cardiaco o saponina esteroidal debido a la presencia de cuatro
moléculas de monosacaridos ademas de sus propiedades hemoliticas y

neurotéxicas.

Kaul et al. (1977) obtuvieron extractos metandlicos e isopropandlicos de
organismos marinos y probaron su actividad cardiovascular en el corazon
perfundido de conejillos de indias. En este estudio, el extracto de Actinopyga
mauritania mostr6 un aumento en el efecto inotropico del 50%, Holothuria
mexicana tuvo un aumento 5%, mientras que Stichopus fropicalis tuvo un efecto

inotropico negativo del 15%.

10
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A partir del extracto etandlico del pepino de mar Pentamera calcigera, del
Mar de Japdn, se aislaron cuatro glucdsidos monosulfatados denominados
calcigerdsidos B, C4, y Cy, junto con el cucumaridsido G, que ya habia sido
reportado con anterioridad. También se encontraron glucésidos triterpenoidales
disulfatados que fueron llamados calcigerésidos Dy, D, y E. Los compuestos
aislados se probaron in vitro contra células tumorales de ratén y humano vy
Unicamente los derivados desulfatados de los calcigerésidos B, Cq, y C,

mostraron actividad citotoxica (ICso = 5ug/ ml) (Avilov et al., 2000a, Avilov et al.,

2000b).

En Baja California, ifiguez Martinez (1990) obtuvo el principio activo del
pepino de mar Stichopus parvimensis, por diferentes métodos: precipitacion por
etanol, formacién de derivados de colesterol y extraccién con n-butanol. Demostré
que el método de ApSimon et al. (1972) con n-butanol es el mas adecuado ya que
es rapido, sencillo y con mayor rendimiento con el cual se obtienen tres
componentes quimicos capaces de actuar sobre la membrana de células rojas
(agentes hemoliticos). Usabiaga del Moral (1990) encontré que el principio activo
del pepino de mar S. parvimensis, extraido mediante el método descrito por
ApSimon inhibe la actividad de la bomba Na*-K*- ATPasa de la membrana de
eritrocitos de conejo. fiiguez Martinez (1995) aislé uno de los componentes y
propuso la estructura para uno de los compuestos presentes en el extracto de

pepino, la cual es similar a la de los glucésidos cardiotonicos. Sin embargo, pese
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a la semejanza estructural de este compuesto con los glucosidos cardiotonicos
usados actualmente, hasta la fecha no se han realizado experimentos sobre el
efecto del principio activo del pepino de mar S. parvimensis en el corazon de
algin modelo animal. En este estudio se evaluara el efecto del extracto sobre el
corazdn de mejillén para determinar si el extracto se trata de un cardiotoénico.

Los estudios sobre farmacologia en anémonas han sido principalmente
sobre proteinas aisladas a partir de dichos organismos. Se ha encontrado una
cadena polipeptidica de cerca de cincuenta y tres residuos de aminoacidos
llamada Anthopleurina A. Dicha sustancia, aislada a partir de Anthopleura
xanthogrammica, tiene efectos inotrépicos pero no cronotropicos en el corazon
de mamiferos, y al parecer su efecto es superior al de la ouabaina, careciendo
ademas de efectos secundarios (Shibata et al., 1975). A pesar de la utilidad que
este compuesto posee para la terapéutica, es necesario explorar mas para la
busqueda de compuestos que provoguen una cronotropia negativa sobre el
corazon, como la digoxina, ya que puede ser empleado para casos de arritmias

cardiacas.

El uso seguro de las sustancias como agentes terapeuticos incluye,
ademas de la certeza de su efecto sobre el modelo animal, el conocimiento de los
mecanismos bioquimicos y fisioldégicos por los cuales actua. La actividad
fisiologica de los glucosidos depende de su habilidad para alterar la permeabilidad

de las membranas bioldgicas, afectando el transporte pasivo de electrolitos, como
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lo demostraron Gorshkov et al. (1982) para algunos compuestos de origen
marino. Estos mismos autores realizaron un ensayo enzimatico para estudiar el
efecto de la holoturina A y B, entre otros glucédsidos, en la actividad de la ATPasa
ribosomal del cerebro de rata in vitro. Gracias a estos experimentos se encontro
que los glucésidos marinos inhiben la Na® K* ATPasa y la Mg" ATPasa, y que la
intensidad del efecto depende de la concentracion del glucésido. Las holoturinas
Ay B, a pesar de tener un numero diferente de monosacaridos, tuvieron un efecto
similar. Otra de las conclusiones a la que llegaron es que la estructura total del

glucdsido determina la especificidad relativa y la inhibicién.

Las especies marinas son de utilidad como modelos biolégicos por su
diversidad: de los 33 phyla modernos, sbélo 11 se encuentran en habitats
terrestres mientras que 28 ocurren en habitats marinos; aunado a esto, la gran
capacidad de estos organismos para adaptarse a diferentes ambientes, aumenta
la posibilidad de estudiar en ellos procesos analogos a los del hombre (National
Research Council, 1999). Una caracteristica que comparten los moluscos con el
humano es el corazén miogénico, es decir que tiene un grupo de células que
estimula el corazén y dicta la frecuencia cardiaca (Randall et al., 2002). El
corazon de bivalvos consiste en un érgano de solo tres camaras: dos pequenas
auriculas y un ventriculo, los cuales tienen las mismas funciones que
desempefian en el del corazon de mamiferos. A nivel celular, la estructura del

corazén de estos organismos es similar a la del humano en relacion al mecanismo
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de contraccién; aunque difiere ligeramente, ya que en lugar de miosina, posee
flamentos de paramiosina (Kelly y Hayes, 1969). Una especie marina ya
validada como herramienta de cribado para la busqueda de cardiotdénicos marinos
es la almeja pismo Tivela stultorum, cuyo corazbn reacciona bioquimica y
fisiolégicamente hacia los digitalicos de la misma manera que el corazdédn humano;
es decir, muestra inhibicion de la Na® K* ATPasa (Cuellar Roheri, 1991) y efecto
inotrépico positivo seguido de efecto cronotropico negativo o disminucion de la
frecuencia cardiaca (Guerra Rivas, 1994). Sin embargo, debido a la
sobreexplotacién de esta especie, es necesario buscar nuevos modelos con
caracteristicas bioldgicas similares para su uso en la evaluacion de nuevos
agentes cardiotonicos de origen marino. Una especie con potencial para este
uso, pero que requiere ser validada, es el molusco bivalvo Mytilus californianus,
ya que, ademas de tener caracteristicas fisiologicas similares a las de la almeja
pismo, es una especie abundante en la region, de facil colecta y mantenimiento
por lo que en este trabajo sera validado como modelo animal y utilizado como

organismo de prueba para los extractos obtenidos.



3. OBJETIVOS

3.1

Evaluar la viabilidad del uso del corazén de Mytilus californianus como

herramienta de cribado para cardiotonicos de origen marino.

3.2
Evaluar el efecto de extractos de la anémona Anthopleura elegantissima y

el pepino de mar Stichopus parvimensis sobre la fuerza y frecuencia del latido del

corazén del mejillén Mytilus californianus.

3.3
Evaluar el efecto de los extractos de anémona Anthopleura elegantissima y

del pepino de mar Stichopus parvimensis sobre la Na® K" ATPasa del corazon del

mejillon Mytilus californianus.

15



4. METODOLOGIA

El corazén de M. californianus fue validado como modelo bioldgico en el
cribado de sustancias cardioténicas probando el efecto de la digoxina comercial,
Lanoxin, M. R. sobre la frecuencia cardiaca y fuerza de contraccion.
Adicionalmente se probo el efecto del digitalico sobre la Na* K* ATPasa del
corazén de este bivalvo. Una vez validado M. californianus como organismo de
prueba, se evaluaron diferentes extractos obtenidos a partir de anémona y pepino
de mar. Los extractos se obtuvieron con diferentes solventes, los cuales fueron
evaporados a sequedad. El residuo soélido se recuperd en agua de mar y se probo
su efecto sobre la Na® K" ATPasa del corazén de M. californianus. Los extractos
que presentaron inhibiciéon fueron probados sobre el corazon para observar el
efecto en la fuerza y frecuencia del latido del corazédn. En la figura 3 se muestra la
estrategia general seguida en el presente trabajo. Posteriormente se describe la

metodologia detallada.

16



17

v Me]iliones de la Anémonas y g
A especle Mylilus pepinos de mar T
L callfornlanus N
i
D E
c c
c
] Obtenclén de i
6 Acondiclonamiento oxtractos 6
N N
D Y
E
Disecci6n para Separaclén de E
M obtener el f,p.:;ﬁn:s Vv
o corazén A
D L
E | U
L | | A
Homogenado Evaporaciény I
B de telido e recuperacién en 6
i cardiaco agua de mar N
()
3 l l D
G Evaluaclén de E‘Im\gm E
L] ot .
6 | |mwaeaen) | oY -
cardiaca R
A
C
T
(o)
8

Figura 3. Metodologia para la validacion del corazén de M. californianus como modelo
para el cribado de sustancias cardioténicas y la obtencion y cribado de
sustancias de origen marino.
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4.1 Validacién del corazon de Mytilus californianus como modelo biologico

para el cribado de sustancias cardiotonicas.

4.1.1 Colecta y mantenimiento del organismo de prueba.

Mejillones de la especie Mytilus californianus fueron recolectados en Eréndira,
B. C., localizada a 60 km al sur de Ensenada, B. C. a 31° 19’ latitud norte y 116°
27' longitud oeste, figura 4. Es una zona rocosa con fuerte exposicion al oleaje
(Monje Fernandez, 1983). Los organismos fueron transportados al Laboratorio de
Farmacologia y Toxicologia Marina de la Facultad de Ciencias Marinas (FCM) de
la Universidad Auténoma de Baja California (UABC), donde fueron colocados en
peceras con aireacion, recambio de agua diario y temperatura controlada de 17°
C para su acondicionamiento. El tiempo de acondicionamiento fue de dos
semanas y una vez pasado este tiempo, fueron utilizados para los bioensayos.
Durante todo este periodo, los organismos fueron alimentados con microalgas de
la especie Isochrysis galbana cultivadas en el CICESE y con pasta Tetraselmis

sp. obtenidas de Reed Mariculture.

4.1.2 Efecto fisiologico.

La evaluacion del efecto del digitalico sobre el corazén de M. californianus se

llevd a cabo mediante bioensayos pareados en los que se midié el cambio en la
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Figura 4. Localizacion de las diferentes areas de colecta.

fuerza y frecuencia de contraccién del ventriculo después del tratamiento con el
digitalico a dos concentraciones, 8 y 10 uM, siguiendo la metodologia de Guerra-
Rivas (1994). De la misma manera se trabajé con una solucién de etanol al
0.05%, con base en la concentracion de etanol previamente determinada por el
mismo autor. Se realizé la diseccion del mejillon para extirpar el corazéon, que se
colocod inmediatamente en la cdmara de prueba, consistente 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 aireacién del agua
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de mar. El otro extremo del corazon era sujetado 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 realizo en la computadora mediante el
programa Chart 5.0, de ADInstruments (figura 5). El volumen de agua de mar fue
constante para todos los ensayos. La adicion del Lanoxin, M. R. se realiz6 una
vez alcanzada la constancia en la fuerza y frecuencia de contraccion. La

temperatura a la que se realizaron estos ensayos fue a 17 °C.

Chart 5.2.1

Transductor
de fuerza

PowerLab 10T ’

Aireacion

Corazon

Figura 5. Diagrama del fisiografo. E| corazén de M. californianus se coloca en una
camara de prueba con aireacion, y mediante un gancho se une al
transductor de fuerza que mide la fuerza del latido del corazoén. El
transductor envia la informacion al PowerlLab 10T que a su vez manda
la informacién a una computadora que grafica la fuerza del latido del
corazon
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4 1. 2.1 Tratamiento de datos para la evaluacién de parametros fisiologicos.

Para cada registro (con o sin tratamiento) se obtuvo la fuerza de contraccion
(F) promedio en un blogue de seis latidos. Se definié fuerza de contracciéon como
la diferencia entre el maximo y minimo valor registrado de cada latido expresada
en gramos fuerza. Ademas se obtuvo la frecuencia cardiaca, definida como el
namero de latidos por minuto. A partir de estos datos se calculé el porcentaje de
cambio provocado por el tratamiento para la fuerza y frecuencia. En la figura 6 se
observa un registro obtenido y el tratamiento realizado para la obtencién de los
datos. Para complementar el conocimiento de la fisiologia del corazén de M.
californianus se calculd la velocidad de desarrollo de fuerza de contraccion. Esta
velocidad se obtuvo al dividir la fuerza de contraccion entre el tiempo necesario

para alcanzar el maximo de dicha fuerza.

4.1.3 Efecto bioquimico.

413.1 Preparacion de homogenados.

E| corazon de mejillon fue molido en un homogenizador manual con
solucién amortiguadora de HEPES- Sacarosa (0.5- 0.25 mM), pH 7, a una
proporcion de 75 mg/ml. Este proceso fue realizado en hielo y el homogenado se

utilizé inmediatamente (Cuellar Roheri, 1991).
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Figura 6.Registro tipico del corazén de M. californianus sin tratamiento. Se observan seis
latidos, cada punto corresponde a un maximo o minimo, y cada color denota un
latido diferente. Al dividir la fuerza de contraccion entre el tiempo de contraccion
se obtuvo la velocidad de desarrollo de fuerza de contraccion.

4.1.3.2 Ensayo enzimatico.

Se tomaron 0.2 ml del homogenado, preparado segun la seccion anterior
(4.1.3.1) y se le agregé HEPES 50mM, pH 8, MgSO4 6mM, y la digoxina con la
concentracion a probar 5 o 10 pM. Después de 10 minutos se agreg6 Na,ATP 0.8
mM, se agitdé durante 15 segundos y se dejo reposar 10 minutos. Finalmente se

agregé KCI 10mM. Se realizo paralelamente, para cada prueba un control sin
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Na,ATP para medir el fosforo inorganico (Pi) endégeno. El volumen final fue en
todos los casos de 1.2 ml. La mezcla se incub6 durante 60 minutos a 25° C.
Pasado este tiempo la reaccion se detuvo agregando 1 ml de acido tricloroacético
al 5%. Se centrifugd durante 15 minutos a 3500 RPM. El sobrenadante fue
utilizado para el andlisis de fosfatos, mientras que el precipitado fue utilizado para

el analisis de proteinas (Cuellar Roheri, 1991).

413.3 Determinacion de Fosfatos (Marsh, 1959).

A una muestra de 1 ml de sobrenadante se le agregé: 3 ml de butanol, 0.2
ml de solucion acida de molibdato (5 g de molibdato de amonio disueltos en 22 ml
de acido sulfurico y aforado a 100 ml) y 0.2 ml de solucion de citrato de sodio 0.68
M pH 7, agitando con vortex después de cada adicion. Paralelamente, se realiz

una curva de calibracién con NaH,PO4H,O de 0 a2 pmoles/ml.

Se leyé la transmitancia de la fase butandlica a 400 nm en un
espectrofotometro (Spectronic 21 de Milton Roy Company) y se determind la

concentracion de fosfatos con la curva de calibracion.
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4.13.4 Determinacion de Proteinas (Lowry et al., 1951).

El paquete de proteinas precipitadas en el ensayo enzimatico fue
resuspendido en 2 ml de NaOH 1N. Se tomé 1 ml de esta solucion y se le agregd
5 ml de reactivo alcalino (1 ml de CuSOy4 al 0.5% en tartrato sodico potasico al 1%
y 50 ml de Na,CO; al 2% en NaOH 0.1N), se dejé reposar 10 minutos y se le
agrego 0.5 ml de reactivo Folin 2N diluido en agua 1:1. Se agitdé con vortex
después de cada adicion. Se dejé reposar 30 minutos, una vez transcurrido ese
tiempo se leyé la absorbancia a 750 nm en un espectrofotémetro (HeAiosa de
Thermo Electron Corporation). La concentracion de proteinas se obtuvo con una

curva de calibracion para albumina de 0-500 pg/ml.

4135 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
umoles, producido por 1 mg de proteina en una hora. Para obtener los valores de
actividad en cada prueba, se dividi6 el valor de Pi encontrado entre el valor de
proteina presente en el tejido utilizado. A todos los tubos se les restéd el control
correspondiente, tratado de la misma manera, el cual indica la cantidad de Pi
endogeno presente en cada tejido. Los resultados se transformaron a porcentaje

de actividad, siendo el 100 % la actividad de la ATPasa sin tratamiento.
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4.2 Cribado de sustancias cardiotonicas.

421 Obtencion de los extractos de anémona.

Se recolectaron anémonas de la especie A. elegantissima en la Playa de
Popotla, localizada en el Municipio de Rosarito, B. C. a los 32° 17’ latitud norte y
117° 2’ longitud oeste, figura 4, y se llevaron al Laboratorio de Farmacologia y
Toxicologia Marina de la FCM. Los organismos fueron colocados en tanques con
agua de mar a flujo continuo y aireacion constante durante dos semanas, bajo un
fotoperiodo de 12 horas. Durante este periodo se alimentaron cada tercer dia con
trozos pequefios de pescado. Una vez terminado el periodo de
acondicionamiento, los organismos fueron pesados y se realiz6 una diseccion
para obtener los tentaculos, cuerpo basal y disco podal de cada anemona. Los
tres tipos de tejidos se secaron en una estufa a 60° C y se guardaron para su uso

posterior.

Los extractos de anémona se obtuvieron mediante un sistema de reflujo.
La extraccion de las muestras de anemona se realizd con dos solventes
diferentes, acetona y diclorometano. Para cada solvente y tipo de tejido, se
colocaron seis gramos de muestra con 200 ml de solvente en el matraz. Se

calentd el solvente buscando tener una ebullicion suave y controlada. Se
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realizaron tres extracciones de la misma muestra. Una vez obtenidos los extractos
se evaporaron en la campana hasta eliminar en su totalidad el solvente. Debido a
que se observaron dos o mas fases en un mismo extracto, éstas fueron
separadas y se trataron como fracciones diferentes. Para cada fraccion se
realizaron pruebas de solubilidad en agua de mar con el fin de determinar la
concentracion a la cudl el extracto se disolvia sin la necesidad de utilizar
solventes. A partir de dicha concentracion se realizaron las diluciones que se

utilizaron en el experimento.

4.2.2 Obtencidn del extracto de pepino.

Los especimenes de Stichopus parvimensis fueron recolectados mediante
buceo auténomo en Arbolitos, Ensenada, B. C. Localizada entre los 31° 43"y
31° 45’ latitud norte y 116° 45’ y 116° 40’ longitud oeste, figura 4 (Secretaria de
Marina, 1974). Esta es un area semiprotegida con oleaje estacional, caracterizada
por sus cantiles y playas de cantos rodados. Los organismos fueron pesados,
enjuagados y se colocaron en agua destilada en una proporciéon aproximada de
1:1 peso: volumen, donde se dejaron aproximadamente tres horas. El extracto
acuoso obtenido se filtré y ajustd el pH a 4, se le agregaron 50 g de NaCl por
cada litro y se le agregé n-butanol en una proporcion de 1:1 volumen: volumen.
Esta mezcla se colocd en un embudo de separacion y una vez separadas las

fases, se almaceno la fase butandlica (ApSimon et al., 1972). A la fase acuosa se
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le agregd nuevamente n-butanol para realizar una segunda extraccion. La fase
butanolica fue rotaevaporada en un Rotaevaporador Yamato RE-51. El extracto
obtenido se evapor6 a sequedad en la campana de extraccion con la ayuda de

una plancha de calentamiento y una secadora de aire caliente.

4.2.3 Medicion del efecto de cada extracto.

Se evaluo el efecto sobre la Na* K'ATPasa a diferentes concentraciones de
cada uno de los extractos obtenidos de acuerdo al método descrito en la seccion
4 1.3. Para los extractos que mostraron actividad se probé el efecto fisiolégico de

acuerdo a la seccion 4.1.2.

4.3 Analisis estadistico.

A cada grupo de datos se le aplicaron pruebas para evaluar normalidad y
homogeneidad de varianzas (Kolmogorov-Smirnov y Bartlet, respectivamente). Se
realizaron pruebas t para determinar la existencia de diferencias entre antes y
después del tratamiento respectivo. Se realizaron pruebas a posteriori, Kruskall-
Wallis, para conocer si habia diferencias entre los efectos ocasionados por las

diferentes concentraciones utilizadas (Zar, 1999).



5. RESULTADOS

5 1 Validacion del corazon de mejillon como modelo biolégico.

5 1.1 Parametros fisiologicos y biométricos de M. californianus.

Los valores de frecuencia cardiaca, fuerza de contraccion y velocidad de
desarrollo de fuerza de contraccion del corazén se muestran en la tabla I. Los
datos corresponden a organismos de un mismo lote utilizado para la validacion
del modelo y previo a la adicion de digitalico. En esta misma tabla se presentan
los datos de longitud de la concha, asi como las dimensiones y peso del corazon,

todos ellos valores promedio.

51.2 Efectos fisioldgicos del Lanoxin, M. R. sobre el corazon de M.

californianus.

512.1 Efecto del blanco sobre la frecuencia cardiaca y fuerza de

contraccién del corazéon de M. californianus.

28



29

Se realizaron pruebas pareadas antes y después del tratamiento con
etanol y, con un 95 % de confianza se encontré que este solvente no tiene efectos
sobre la

Tabla |. Parametros fisiolégicos y biométricos de M. californianus; los valores se refieren
al promedio de datos obtenidos para cada corazdn antes de agregar el
digitalico. Se utilizaron 30 organismos del mismo lote.

Parametro Promedio + Error estandar
Frecuencia cardiaca 15.92 + 0.55 latidos min

Fuerza de contraccion 0.58+0.03¢g

Velocidad de desarrollo de 0.37 +0.02 g seg”

fuerza de contraccion

Longitud concha 10.35 + 0.10 (cm)

Longitud corazén 8.53 + 0.34 (mm)

Ancho corazén 3.83 + 0.12 (mm)
Peso corazdn 0.06 + 0.03 (9)

frecuencia cardiaca y fuerza de contracciéon. Ademas, no se observaron cambios
en el patron del latido del corazoén, los valores de frecuencia y fuerza de

contraccion se muestran en las tablas iy 1.

51.2.2 Efectos fisiolégicos del Lanoxin, M. R. sobre el corazén de M.

californianus.

En las tablas IV y V se muestra el efecto del digitalico a una concentracion

de 8 M sobre la frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion respectivamente.
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Tabla Il. Frecuencia cardiaca antes y después de la adicién de 0.05% de etanol. (El
ensayo fue realizado con corazones de un mismo lote y con las siguientes
caracteristicas biométricas promedio: peso corazén (p) 0.08 + 0.01 g, longitud
corazén (lc) 11 + 0.89 mm, ancho corazén (ac) 5 + 0.63 mm, largo valva (Iv)
10.53 cm + 0.36).

Frecuencia cardiaca (Latidos por minuto)

Corazon | Antes tratamiento | Después tratamiento | % Cambio |

1 29.53 29.47 -0.19

2 28.17 28.09 -0.29

3 28.97 28.95 -0.07

4 32.79 32.81 0.07

5 29.14 29.02 -0.41

6 23.02 23.02 -0.01
Promedio 28.61 28.56 -0.15
Desv. Est. 3.17 3.17 0.18

Tabla Ill. Fuerza de contraccion antes y después de la adicion de 0.05% de etanol. (El

ensayo fue realizado con corazones de un mismo lote y con las siguientes
caracteristicas biométricas promedio: (p) 0.0727 + 0.0085 g, (Ic) 11 + 0.8944
mm, (ac) 5 + 0.6324 mm, (Iv) 10.53 cm + 0.3559).

Fuerza de contraccion (9)
Corazén | Antes tratamiento Después tratamiento | % Cambio
1 0.45 0.46 1.13
2 0.76 0.76 0.04
3 0.42 0.42 0.81
4 0.90 0.90 -0.28
5 0.40 0.40 0.4
6 1.07 1.06 -0.47
Promedio 0.67 0.67 0.27
| Desv. Est. 0.28 0.28 0.62

Aunque se observo una disminucion en el latido del corazén y un aumento en la
fuerza de contraccion, el patron de latido no fue constante. Ambos efectos son
significativos con un 95% de confianza. En algunos casos sé observo, por algunos

momentos una disminucion en la fuerza de contraccion y después un aumento en



la misma: en otros, se observd una ausencia de latido, y desp

volvia a latir.

Tabla IV. Frecuencia cardiaca antes y d
concentracion 8 uM. (El ensayo
y con las siguientes caract
(Ic) 9.62 + 1.85 mm, (ac) 3.8

eristicas

Frecuencia cardiaca (Latidos por minuto)
Corazon | Antes tratamiento | Después tratamiento | % Cambio
1 24.41 16.18 -33.73
2 20.17 14.50 -28.13
3 21.75 17.06 -21.56
4 20.90 15.02 -28.12
5 21.36 15.17 -28.96
6 35.63 23.02 -35.38
7 19.77 14.53 -26.5
8 17.38 7.76 -55.34
9 18.34 12.32 -32.86
10 18.63 13.56 -27.2
11 17.18 11.88 -30.89
12 23.94 16.18 -32.42
13 17.75 12.73 -28.29
14 16.39 9.96 -39.24
15 19.81 13.31 -32.82
16 17.96 12.81 -28.67
17 18.94 13.45 -28.99
18 20.15 12.76 -36.64
19 18.74 12.18 -35.01
20 19.91 14.24 -28.46
Promedio 20.45 13.93 -31.96
Desv. Est. 4.14 3.03 6.86
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ués el corazén

espués de la adicion de Lanoxin M. R. en
fue realizado con corazones de un mismo lote
biométricas promedio: (p) 0.06 + 0.01 g,
5 + 0.55 mm, (lv) 10.88 + 0.32 cm).

E| Lanoxin M.R., a una concentracién 10 pM,
significativos tanto en la frecuencia como en la fuerz

95% de confianza, los resultados se muestran en las tablas VI y Vil.

ocasiond cambios

a del latido de corazdén con un

El trazo

observado posterior a la adicion del compuesto mostré poca regularidad tanto en
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la frecuencia cardiaca como en la fuerza de contraccion. A pesar de la gran
irregularidad se pudieron distinguir en este tratamiento, principalmente, dos tipos
de patrones. El primer patron fue el de un latido con gran fuerza seguido de uno
con menor fuerza (figura 7). Otro patron observado fue el de una serie de

blogues de latidos con

diferente fuerza entre si. En este patron, los bloques eran seguidos por periodos
sin latido que variaron entre los 20 y 70 segundos (figura 8). El nimero de latidos
en cada bloque fue variable, obteniéndose bloques desde dos hasta guince

latidos.
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Tabla V. Fuerza de contraccidén antes y después de la adicion de Lanoxin M.R. en
concentracion de 8 pM. Los valores de fuerza después del tratamiento
corresponden a un promedio de seis valores de fuerza maxima. (El ensayo

realizado con corazones de un mismo lote y con las siguientes caracteristicas
biométricas promedio: (p) 0.06 + 0.01 g, (Ic) 9.61 + 1.85 mm, (ac) 3.85 + 0.55

mm, (Iv) 10.88 + 0.32 cm).

Fuerza de contraccion (g)
Corazon | Antes tratamiento Después tratamiento % Cambio |
1 0.54 0.74 37.95
0.95 1.18 24.45
3 0.54 0.74 37.96
4 0.69 0.67 -3.39
5 0.78 0.91 15.53
6 0.91 1.18 28.98
7 0.75 0.98 30.68
8 0.74 0.97 30.35
9 0.50 0.88 76.23
10 0.69 1.27 83.1
11 0.75 0.90 19.54
12 0.79 0.87 10.52
13 0.77 0.90 17.00
14 0.29 0.47 63.54
15 0.75 0.81 7.56
16 0.62 0.64 3.91
17 0.49 0.87 75.03
18 0.30 0.34 15.94
19 0.55 0.68 23.23
20 0.58 0.69 18.63
Promedio 0.65 0.84 30.84
Desv. Est. 0.18 0.23 24.91
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Tabla VI. Frecuencia cardiaca antes y después de la adicién de Lanoxin M. R. 10 uM. (El
ensayo fue realizado con corazones de un mismo lote y con las siguientes
caracteristicas biométricas promedio: (p) 0.06 + 0.01 g, (lc) 9.86 + 1.51 mm,
(ac) 3.93 + 0.73 mm, (Iv) 10.72 + 0.32 cm).

Erecuencia cardiaca (Latidos por minuto)
Corazon | Antes tratamiento | Después tratamiento | % Cambio
1 37.51 27.28 -27.26
2 35.90 26.37 -26.56
3 42.15 18.53 -56.04
4 30.03 24.30 -19.09
5 38.82 26.26 -32.35
6 30.97 12.53 -59.56
7 20.03 17.74 -11.43
8 31.60 18.19 -42.45
9 17.86 13.52 -24.3
10 16.68 10.13 -39.31
11 18.16 19.01 4.63
12 18.26 8.56 -53.11
13 19.34 20.45 5.72
14 24.82 15.39 -37.98
15 18.67 14.57 -22.01
16 14.00 12.22 -12.74
17 17.02 10.75 -36.85
18 18.65 11.64 -37.59
19 19.48 14.08 -27.69
20 33.39 25.19 -24.55
Promedio 25.17 17.33 -29.03
Desv. Est. 8.88 5.96 17.58
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Tabla VII. Fuerza de contraccion antes y después de la adicion de Lanoxin M.R. 10 pM.
Los valores de fuerza corresponden a un promedio de los seis valores de
fuerza maxima post-tratamiento. El ensayo fue realizado con corazones de un
mismo lote y con las siguientes caracteristicas biométricas promedio: (p)
0.0584 + 0.0099 g, (Ic) 9.8571 % 1.5118 mm, (ac) 3.9285 + 0.7300 mm, (Iv)
10.7214 + 0.3118 cm.

Fuerza de contraccion (g)
Corazon | Antes tratamiento | Después tratamiento | % Cambio
1 0.99 1.46 48.17
2 0.54 0.64 17.96
3 0.37 0.72 95.23
4 0.55 1.47 164.57
5 0.92 1.33 4412
6 0.47 0.67 43.55
7 0.81 1.26 56.512
8 0.95 1.16 23
9 0.94 1.32 40.59
10 0.53 0.77 43.9
11 0.32 0.34 7.54
12 0.36 0.50 38.45
13 0.81 0.87 8.01
14 0.67 1.11 61.33
15 0.80 1.34 67.98
16 0.59 0.71 20.28
17 0.61 0.96 56.47
18 1.03 1.10 6.76
19 0.51 0.56 9.92
20 0.39 0.94. 137.65
Promedio 0.66 0.96 49.60
| Desv. Est. 0.23 0.34 41.93
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Figura 7.Patrén comun en el latido del corazén de M. californianus, después de agregar
Lanoxin M. R. a una concentracion de 10 UM. Se observan diferencias en la
fuerza del latido pero no en la frecuencia del mismo.
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Figura 8.Patrén comUn en el latido del corazén de M. californianus, después de agregar

Lanoxin M. R. a una concen

tracion de 10 uM. Se observan blogues de latidos.
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Se realizd una ANOVA no paramétrica y se encontraron diferencias entre
los grupos tratados con el blanco y el digitalico en la frecuencia y fuerza de
contraccion, se realizo el analisis de Kruskall-Wallis a posteriori, para ubicar la
diferencia entre que grupos. Se encontraron diferencias significativas entre el
blanco y cada una de las concentraciones de Lanoxin, M.R., pero no se
encontraron diferencias significativas entre el efecto ocasionado entre las dos

concentraciones probadas del digitalico.

51.2.3 Efectos bioquimicos de la digoxina sobre el corazdn de M.

californianus.

Las concentraciones de digoxina de 5y 10 uM produjeron una actividad
sobre Na* K*-ATPasa del 79. 45 + 15.98 % (n= 14) y del 79.36 + 12.71 % (n= 14)
respectivamente, calculado con base a la actividad de la enzima sin digitalico. El
analisis estadistico, mediante pruebas pareadas, mostré que existen diferencias

significativas para ambos tratamientos con respecto al blanco (a = 0.05).

592 Cribado de sustancias cardiotonicas utilizando el corazbn de M.

californianus.

Se obtuvieron un total de 11 extractos diferentes provenientes de anémona
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y pepino. Para los extractos de anémona se utilizé un codigo para identificarlos.
La primera letra indica el tipo de tejido: tentaculo (T), cuerpo (C) o disco podal (P);
la segunda, corresponde al organismo: en este caso anémona (A); la tercera al
solvente utilizado: acetona (A) 0 diclorometano (D); por ultimo, el numero indica la
fraccion. En el caso de los extractos obtenidos con diclorometano, se obtuvo una

sola fraccion por lo que el nimero fue omitido.

521 Efectos bioquimicos de los extractos sobre el corazon de M.

californianus.

Con cada uno de los extractos se realizé el ensayo enzimatico para probar
su efecto sobre la Na* K* ATPasa a tres concentraciones diferentes. Los valores

de inhibicion se muestran en las tablas VIl a XVIil.

Tabla VIIl. Efecto del extracto de tentaculo de anémona en acetona, TAA1, en la
actividad de la Na*, K'-ATPasa (n=2).

s Actividad o
Concentracion ! Yo
ug/mi umol Pi/mg Actividad
Proteina hr

0 0.92 +0.29 100
99.0625 1.46 +0.34 158.49
198.125 1.4588 + 0.52 157.85
396.25 1.1898 + 0.17 128.75
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Tabla IX. Efecto del extracto de tentaculo de anémona en acetona, TAA2, en la actividad
de la Na*, K*-ATPasa (n=2).

Concentracion A ctuv@ad %
ug/mi umol Pi/mg Actividad
Proteina hr
0 (n=2) 1.26 + 0.08 100
59.7916 1.62 + 0.02 128.34
119.5833 1.32 +0.33 104.72
239.1666 1.20 + 0.11 95.00

Tabla X. Efecto del extracto de tentaculo de anémona en acetona, TAA3, en la
de la Na*, K*-ATPasa (n=2).

C . Actividad o
oncentracion umol Pi/mg /o
pg/ml Proteina hr Actividad
0 1.21+0.12 100
53.65 1.01 +0.04 83.30
107.29 1.03+0.12 85.08
214.58 1.17 £ 0.05 96.48

Tabla X|. Efecto del extracto de cuerpo de anémona en acetona,
la Na*, K'-ATPasa (n=2).

c . Actividad o
oncentracion umol Piimg /o
pg/ml Proteina hr Actividad
0 1.15+ 0.22 100
15.84 0.97 +0.28 84.67
31.69 0.86 + 0.01 74.89
63.37 0.956 + 0.21 83.09

actividad

CAA2, en la actividad de
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Tabla Xll. Efecto del extracto de pie de anémona en acetona, PAA1, en la actividad de
la Na*, K*-ATPasa (n=2).

. Actividad
Concentracion . %
ug/ml umol Pi/mg Actividad
Proteina hr
0 1.88 +0.28 100
210.52 0.86 + 0.02 45 .42
421.04 0.90 + 0.06 47 .58
842.08 0.92 +0.15 48.82

C L. Actividad o
oncentracion . Yo
ug/m umol Pi/mg Actividad
Proteina hr
0 1.20+0.13 100
2.08 0.84 + 0.07 70.07
417 1.04 + 0.06 86.61
8.33 1.07 +0.15 89.67
16.66 0.97 +0.12 80.95
33.33 0.90 + 0.05 74.70

Tabla XIV. Efecto del extracto de tentaculo de anémona en diclorometano, TD, en la
actividad de la Na*, K'-ATPasa (n=2).

. Actividad 0
Concentracion umol Pilmg '/9
pg/ml Proteina hr Actividad
0 4,15+ 0.20 100.00
17.92 3.67+ 0.02 88.43
35.83 3.19+ 0.05 76.88
71.67 3.04+ 0.25 73.26

Tabla Xill. Efecto del extracto de pie de anémona en acetona, PAA2, en la actividad de la
Na*, K'-ATPasa (n=2).
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Tabla XV. Efecto del extracto de cuerpo de anémona en diclorometano, CD, en la
actividad de la Na*, K'-ATPasa (n=2).

Concentracion p/;\ncc?lvlg/ancwlg %
pg/mi Proteina hr Actividad
0 1.2564 + 0.09 100
12.08 1.0126 + 0.06 80.59
24 .17 1.3671 + 0.03 108.81
48.33 1.5334 + 0.60 122.04

Tabla XVI. Efecto del extracto de pie de anémona en diclorometano, PD, en la actividad
de la Na*, K*-ATPasa (n=2).

., Actividad o
Concentracion umol Pi/mg '/9
pg/ml Proteina hr Actividad
0 1.31+0.12 100
19.79 0.95 + 0.16 72.27
39.58 1.35+0.16 102.96
79.17 0.86 + 0.05 65.75

Tabla XVII. Efecto del extracto de pepino, en la actividad de la Na*, K'-ATPasa (n=2).

Concentracion Activnglad %
mg/ml umol Pi/mg Actividad
Proteina hr

0 1.14 + 0. 0.21 100
0.52 1.11+0.15 97.63
1.04 1.26 +0.33 111.12
2.08 1.08 + 0.11 94.97
417 1.11+0.05 97.42
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5292 Efectos fisiolégicos de los extractos sobre el corazéon de M.

californianus.

Con base en los resultados mostrados en las tablas VIII a XVII, se
selecciono el extracto TD para evaluar el efecto sobre la fuerza de contracciéon y
frecuencia cardiaca. Se probaron las tres concentraciones mencionadas en la
tabla XIV; se observo que la concentracion mas baja, 17.92 ym/ml, no ocasioné
cambios significativos en la frecuencia ni en la fuerza de contraccion (o= 0.0%5),
mientras que las concentraciones media y alta si produjeron una disminucion en
la frecuencia cardiaca y un aumento en la fuerza de contraccion. Aunque los
efectos fueron significativos para TD a concentracion media, 35.83 pg/mi, no lo
fueron para la solucion de TD alta, 71.67 pg/ml. En este experimento, aunque se
observé un aumento en la fuerza de contraccién de cinco corazones, el sexto
mostré un comportamiento anémalo, debido a la ausencia de latido durante
cuarenta y cinco inmediatamente después de que se agrego la solucién del
extracto. El corazon reanudé el latido, pero con una fuerza de contraccion muy
baja. El efecto en la frecuencia de latido y la fuerza de contraccion se muestran en

las tablas XV y XIX.



6).
Frecuencia cardiaca (Latidos por minuto)
Concentracion 17.92 pg/ml 35.83 ug/m! 71.67 pg/ml
Antes 18.30 + 1.68 16.43 + 4.39 13.30 + 1.44
Después 18.50 + 2.38 15.99 + 3.64 11.87 + 1.99
% Cambio 0.87 + 5.66 -1.2 +13.00 -16.46 + 16.46

californianus (n= 6).

Tabla XIX. Efecto del extracto TD sobre la fuerza de contraccion

Fuerza de contraccion
Concentracion 17.92 pg/ml 35.83 ug/mi 71.67 ug/ml
Antes 0.54 + 0.15 0.72+0.12 0.56 + 0.21
Después 0.@).18 O.84;k0.14 O.GM.%
% Cambio 5.09 + 8.61 17.34 + 10.09 11.22 + 30.99

anterior soélo

Para las concentraciones mas altas de extracto

trazo irregular y la desaparicion
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Tabla XVIII. Efecto del extracto TD sobre la frecuencia cardiaca de M. californianus (n=

del corazén de M.

de pepino se observé un
de latido en cortos periodos de tiempo. Por lo

se presenta el efecto que tuvo la concentracién mas baja (0.52

mg/ml) sobre la frecuencia cardiaca y fuerza de contraccion del corazéon de M.
californianus, tablas XX y XXI. Como se observa, el extracto de pepino aumenté
significativamente la fuerza de contraccién, no asi la frecuencia cardiaca (a =
0.05). Una de las caracteristicas principales en este experimento fue el aumento
continuo en la linea base del latido, con un aumento paralelo y proporcional de los

valores de maxima fuerza de contraccion (figura 9).
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Tabla XX. Efecto del extracto de pepino, 0.5208 mg/ml, en la frecuencia cardiaca del
corazén de M. californianus. (El ensayo fue realizado con corazones de un
mismo lote y con las siguientes caracteristicas biométricas promedio: (p) 0.04
+0.01 g, (Ic) 7.67 + 0.82 mm, (ac) 3.83 + 0.41 mm, (lv) 9.87 + 0.27 cm).

Frecuencia cardiaca (Latidos por minuto)

Corazén Antes tratamiento Después tratamiento | % Cambio

1 17.98 19.00 5.71

2 17.31 17.46 0.86

3 18.74 19.87 6.00

4 18.02 16.10 -10.68

5 12.43 10.65 -14.27

6 14.98 16.37 9.25
Promedio 16.58 16.57 -0.52
Desv. Est. 2.41 3.25 9.71

Tabla XXI. Efecto del extracto de pepino, 0.52 mg/ml, en la fuerza de contraccion del
corazon de M. californianus. (El ensayo fue realizado con corazones de un
mismo lote y con las siguientes caracteristicas biométricas promedio: (p)
0.04 + 0.01 g, (Ic) 7.67 + 0.82 mm, (ac) 3.83 + 0.41 mm, (lv) 9.87 + 0.27 cm).

Fuerza de contraccion (g)
Corazon | Antes tratamiento | Después tratamiento % Cambio
1 0.79 0.95 19.86
2 0.35 0.43 22.83
3 0.29 0.35 19.13
4 0.70 0.78 10.87
5 0.69 0.80 15.62
6 0.36 0.44 21.78
Promedio 0.53 0.62 18.35
Desv. Est. 0.22 0.25 4.43
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Figura 9. Registro del efecto de extracto de pepino de mar sobre la fuerza de contraccion
de M. californianus. Se muestra el aumento en la linea base acomparado de

un aumento en la fuerza de contraccion.



6. DISCUSION

Al comparar la frecuencia cardiaca de M. californianus obtenida en este
estudio con los valores reportados en la bibliografia para otras especies de
bivalvos, se observé una gran variabilidad. Por ejemplo, para Mercenaria
mercenaria, Devlin (1993) encontré una frecuencia de 3 a 7 latidos por minuto,
mientras que Trueman y Lowe (1970) reportaron para [sognomum alatus una
frecuencia de 15 - 36 latidos por minuto. Estos autores encontraron ademas, que
el aumento de temperatura produce un aumento en la frecuencia cardiaca. Por
otra parte, Guerra-Rivas (1994) encontrd que la frecuencia cardiaca de Tivela
stultorum es de 9 a 13 latidos por minuto a 18° C: mientras que Booth y Mangum
(1978) reportaron para Modiolus demissus, valores de frecuencia de 12 a 16
latidos por minuto, aunque reportaron valores tan bajos como siete latidos por
minuto para el mismo molusco. Como se observa, en resultados bibliograficos,
existe una gran variabilidad en la frecuencia cardiaca entre diferentes especies de
moluscos. Sin embargo, estos valores coinciden con lo descrito por Prosser
(1973), quien reportd un intervalo en la frecuencia de las almejas que va de 0.2a
22 latidos por minuto, intervalo en el cual cae la frecuencia cardiaca de M.

californianus, evaluado en este trabajo.

46
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Aunque hay mucha informacion referente a la frecuencia cardiaca de
moluscos, existen pocos trabajos que reporten la fuerza de contraccion del
corazon suspendido en medio fisiologico de los bivalvos. Uno de estos trabajos es
el de Guerra-Rivas (1994), quien encontré una fuerza de contraccion del
ventriculo de la almeja Tivela stultorum de 2.67 * 0.24 g (media + s. e.). Para
M. californianus se encontré una fuerza de contraccion de 0.58 + 0.03 g, que es
4.6 veces menor a la reportada para T. stultorum. Esta diferencia en la fuerza
puede ser debida a la diferencia en el tamario del ventriculo que existe entre
ambos corazones, ya que el corazon de la almeja es 5.3 veces mayor que el del

mejillon estudiado.

Al igual que en Guerra-Rivas (1994), en el presente trabajo se observo una
variabilidad entre organismos, en la fuerza de contraccion. Para T. stultorum los
valores variaron entre 0.25 y 5 g mientras que en M. californianus la minima
fuerza de contracciéon fue de 0.30 g y la maxima de 0.82 g. La variacién de la
fuerza de contraccién observada en este estudio puede ser debido a tres causas
principales: a) las caracteristicas biologicas de los individuos, b) el grado de

tension del ventriculo en la camara de pruebay c) el tamario en el ventriculo.

Los organismos utilizados en este estudio para el analisis de la fuerza de
contraccién pertenecen a un mismo lote de colecta, y cada individuo fue medido y

cuidadosamente seleccionado por talla; sin embargo, pueden existir diferencias
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en la respuesta entre organismos debido a su peso, edad y condiciones generales
de los mismos. Por otra parte, la seleccion por talla, aun con la més alta

rigurosidad, no garantiza semejanzas en las caracteristicas del corazon.

Para explicar las variaciones en la tensién del ventriculo al ser colocado en
la camara de prueba se debe tomar en cuenta el modelo de deslizamiento de
fibras para la contraccion del corazén de bivalvos propuesto por Kelly y Hayes
(1969). En este trabajo se utilizaron preparaciones de ventriculo de tipo
isométrico, es decir, un sistema en el que las fibras que lo componen desarrollan
una tension a una longitud constante. En este tipo de preparaciones el grado de
estiramiento sera un factor determinante para el tamario de la contraccion; en un
musculo demasiado estirado no existe el contacto entre los filamentos encargados
de la contraccién y por otra parte, en un musculo poco estirado, puede existir
mucho traslape y un colapso de los filamentos por lo que no se da el
deslizamiento de los mismos (Prosser, 1973). De lo anterior se desprende que
otra de las posibles causas de la variacion en la fuerza de contraccion es la
tension que se ejerce sobre el ventriculo al momento de ser colocado en la

camara de prueba.

El tercer factor que puede afectar la fuerza de contraccién es el tamafio del
ventriculo, especificamente el ancho del mismo. Aparentemente, no existe mucha

variacion en cuanto a este parametro (tabla ), pero el error estandar representa
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un 3.1 % de variacién. Esto sugiere que de un individuo a otro existen diferencias
en la longitud de las miofibrillas, lo que provoca diferencias en la fuerza de
contraccion; ya que una mayor longitud en la miofibrilla puede producir una mayor

fuerza de contraccién que una menor longitud en la fibra.

A pesar de las diferencias en los valores de fuerza de contraccion
encontradas entre M. californianus y las reportadas por Guerra-Rivas (1994) para
T stultorum, es posible comparar la forma del trazo del latido de corazén de
ambos bivalvos. En T. stultorum y, como sée puede observar en la figura 6, en M.
californianus la fuerza de contraccion entre un latido y otro es igual, es decir, no
existen diferencias en la fuerza de contraccion entre los latidos de un mismo
registro. Una diferencia entre los trazos de estas especies es la presencia, en los
registros de T. stulforum, de la onda de llenado ventricular y que aparece poco
antes de la contraccion. En los registros de M. californianus no aparece este
trazo, probablemente debido a que el tamafio del corazon y la fuerza de
contraccion son mas pequefios, factores que pueden provocar que el momento de
llenado ventricular sea débil y no se logre diferenciar de la contraccion. A pesar de
no observarse, este momento de la sistole debe estar presente, ya que posterior a

la relajacion del ventriculo se encuentra el llenado del mismo (Purves et al., 1998).

Para explicar el mecanismo de contraccion de M. californianus se tiene que

ver todo el corazén en conjunto; es decir, tomar en cuenta las diferentes
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estructuras, enzimas y canales ionicos que participan en la contraccion del
miocardio. Para que las miofibrillas, actina y miosina, se contraigan, ocurre una
serie de procesos de membrana, los cuales incluyen un intercambio de jones
entre la célula y el medio. Uno de los iones mas importantes para la contraccion
del corazén es el calcio, ya que la entrada de este ion al citoplasma y su
interaccién con la miosina permite la contraccion de las miofibrillas; por el
contrario, la disminucion del mismo permite la relajacion (Ferrari y Opie, 1992).
Mas aun, en el corazén de Mytilus se ha encontrado que la falta de calcio en el
medio fisioldgico provoca una disminucion en la fuerza de contraccion e inclusive
la ausencia de latido en corazones aislados; mientras que otros iones como el
sodio o potasio, no tienen este mismo efecto (Irisawa et al., 1967; Deaton vy
Greenberg, 1980; Curtis et al, 1999). Por otra parte, Jones (1983) describié los
potenciales de accion para diferentes bivalvos en su relacion con los canales de
calcio y sodio; en el caso de un potencial de accion rapido, dependiente de calcio,
observé una rapida despolarizacion seguida de una rapida hiperpolarizacion. Se
sabe que existe una relacion entre el potencial de accién y los cambios en la
fuerza de contraccion, ya que son éstos los que propician la contraccion y
relajacion del musculo, y por lo tanto se pueden comparar. En todos los
experimentos realizados en el presente estudio, el trazo obtenido en un corazén
no tratado correspondié al desarrollo de potenciales de accion rapida, en donde la
velocidad de llenado de ventriculo fue corta y seguida de un rapido vaciado, como

se observa en la figura 6. De todo lo anterior se desprende que el corazén de M.
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californianus es dependiente del calcio para su latido, de tal forma que las
variaciones en la concentracion de calcio se veran reflejadas en el trazo del latido.
Es decir, un flujo constante y adecuado de calcio permite un buen funcionamiento
del proceso de contraccion-relajacién en el miocardio, lo que se traduce en un
patron regular con latidos que presentan la misma fuerza de contraccion y un

valor de frecuencia constante a lo largo del tiempo.

Se sabe que los digitdlicos aumentan la contractilidad en forma
dependiente de la dosis, es decir que tienen un efecto inotrépico positivo. Este
efecto se puede observar en preparaciones aisladas de musculos cardiacos en
condiciones isométricas cuando al agregar un digitalico, existe un aumento en la
fuerza maxima desarrollada y ademas se aumenta la velocidad de desarrollo de la
fuerza y disminuye el tiempo de tensién maxima (Hoffman y Bigger, 1988). En el
presente trabajo se observo el efecto que tiene la digoxina comercial sobre la
fuerza maxima de contraccion del ventriculo de M. californianus, dque es la
principal caracteristica del efecto inotrépico positivo. El segundo efecto principal
de los digitalicos sobre el corazén humano es el de disminuir la frecuencia
ventricular que se considera un efecto cronotrépico negativo. De todo lo anterior
se concluye que un buen modelo biolégico sera aquel organismo cuyo corazon o
parte de él, presente un efecto cronotrépico negativo e inotrépico positivo al

agregar un digitalico.
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El efecto observado de la digoxina sobre el ventriculo de M. californianus
concuerda con el efecto que tiene este glucosido sobre el corazén de organismos
utilizados como modelos biologicos para este fin, ya que hubo un aumento
significativo en la fuerza de contraccion y en la frecuencia cardiaca. Sin embargo,
el efecto no fue constante a lo largo del tiempo observandose momentos con
menor fuerza que otros. Ademas, se obtuvo un trazo con algunas irregularidades
al agregar el digitalico. Como se muestra en la figura 7, en donde se presenta el
registro para uno de los mejiliones, el corazdn late con una frecuencia y fuerza
constantes antes del tratamiento. Sin embargo, al agregar el Lanoxin, M. R., se
produjeron diferencias en la fuerza de contraccién entre uno y otro latido. Otro de
los efectos del Lanoxin, M. R., fue la ausencia de latidos en algunos momentos.
En la figura 8 se muestra este fenomeno tras agregar el digitalico ya que se
observan bloques de latidos, seguidos por una ausencia de los mismos. Estas
irregularidades en el trazo contrastan con lo reportado por Guerra-Rivas (1994),
quien encontré un trazo constante con efecto cronotrépico negativo e inotrépico
positivo en corazén de T stultorum tratado con Lanoxin, M. R. a una

concentracion 10 pM.

Lo anterior permite suponer que las irregularidades de trazo observadas
fueron ocasionadas Unicamente por la adicion del digitalico, ya que la
disponibilidad del calcio fue la adecuada a lo largo de todo el experimento, en el

cual no se realizaron recambios del agua de mar. Ademas, en los invertebrados
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marinos la concentracion osmotica de los fluidos esta en equilibrio con la del
medio (Prosser, 1973). Si se considera despreciable la utilizacion de iones por el
corazén en suspension de agua de mar, entonces la composicion ionica del medio
no se ve afectada por este 6rgano. Por otra parte, el trazo del corazén de M.
californianus fue constante previo a la aplicacion del tratamiento, por lo que se
puede decir que el medio en el cual se encontraba el corazén permitio el
funcionamiento adecuado del corazén. Todo lo anterior refuerza la hipotesis de
que los cambios en el patron de latido se deben exclusivamente a la adicion del

digitalico, o como se hablara mas adelante, del extracto probado.

Los cambios en la frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion
observados en el corazén en suspension pueden ser relacionados con la
inhibicion ocasionada sobre la Na*-K* ATPasa por la digoxina a concentraciones
de 5y 10 uM. Se sabe que la inhibicion de esta enzima en el corazén aumenta la
concentracion intracelular del calcio a través del intercambiador Na‘/Ca®,
provocando un aumento en la fuerza de contraccion (James et al., 1999). Por lo
tanto, los cambios en el patron del latido al agregar el digitalico pueden atribuirse
a la relacién de la enzima con el calcio, y sugieren que el corazén bajo el efecto
del cardiotonico no es capaz de mantener altas las concentraciones de calcio
durante todas las contracciones, produciendo latidos con una fuerza grande e

inmediatamente después un latido con fuerza menor.



54

El patrén en blogue se puede explicar de la misma manera que el patron
descrito previamente. Como se muestra en la figura 8, dentro del mismo bloque
se presentaron diferencias en la fuerza de latido de corazén. Por lo tanto, la
inconsistencia en el latido, es decir, las diferencias en la fuerza de contraccion
entre latidos y por momentos la falta del mismo, puede ser una incapacidad del
intercambiador de Na'/Ca®* de introducir calcio al citoplasma para iniciar la

contraccion.

Los cambios en la fuerza de contraccion producidos en el corazon de M.
californianus concuerdan con los resultados reportados para otras especies
consideradas modelos bioldgicos. Guerra-Rivas report6 un cambio en la fuerza de
contraccion promedio para T. stultorum de 68 %. Por otra parte, Adams et al.
(1982) encontraron en preparacion de miocardio de rata un aumento del 34 % en
la fuerza de contraccion al agregar ouabaina a una concentracion de 10 pyM. En
M. californianus se encontré un aumento en la fuerza de contraccion promedio de

49 % al agregar Lanoxin, M. R. a una concentracion de 10 uM.

Con los hallazgos realizados en el presente trabajo se puede concluir que
existen similitudes entre el efecto de los digitalicos sobre el corazén de M.
californianus y el efecto que tienen los digitalicos sobre otras especies ya
validadas como modelo. Por otra parte, las semejanzas existentes entre el

corazéon humano y el ventriculo de M. californianus, permiten dilucidar los
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mecanismos de accién de un cardiotonico potencial en el corazén del humano a
partir de un bivalvo. La abundancia de la especie en nuestras costas significa una
garantia en la disponibilidad del recurso, lo que se traduce en una provision
continua del organismo de prueba en estudios de cribado de sustancias
cardioténicas. Aunado a lo anterior, la sencillez del sistema de prueba vy la
facilidad y bajo costo de mantenimiento de M. californianus hacen de esta especie
un buen modelo para la busqueda de sustancias con potencial cardiotonico a

partir de extractos de origen marino.

Los ensayos enzimaticos realizados con los extractos (tablas VIl a XVII)
permitieron observar en TD una tendencia a inhibir la Na* K" ATPasa al aumentar
la concentracion del extracto; es por ello que fue probado su efecto sobre la
frecuencia y fuerza de contraccion del corazén de M. californianus. A una
concentracién alta, 71.67 pg/ml de extracto, se observd, Unicamente en un
corazon, un trazo que se puede considerar anormal. La principal caracteristica de
este registro es la ausencia de latido durante cuarenta y cinco minutos, despuées
de adicionar el extracto y, posteriormente, se observa un latido con menor fuerza
de contraccién que la registrada antes del tratamiento. Debido a los parametros
obtenidos a partir de este corazén no se observé una disminucion significativa en
la fuerza del latido de corazon; sin embargo, al omitir los valores de este corazén,
si existe una diferencia significativa en la fuerza de latido ademas de una

diferencia significativa entre las concentraciones media y alta de TD.
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Adicionalmente, al agregar TD a los corazones de M. californianus, se
observé, en algunos corazones, un patrén en bloques similar al registrado en los
corazones con digoxina. Estas irregularidades en el trazo registrado pueden ser
debidas, una vez mas, a una incapacidad del corazén de transportar
eficientemente el calcio hacia dentro y fuera de la célula y de esta manera, llevar
a cabo la contraccion del miocardio. En cuanto a la frecuencia, no se encontrd
una diferencia significativa entre la frecuencia antes y después de la adicion del
extracto. Si el corazén fuera capaz de mantener un ritmo mas constante, es decir,
sin la ausencia de latido por algunos momentos, es posible observar un efecto
cronotrépico negativo, ya que este es un resultado mas de la inhibicion de la Na*
K* ATPasa. Con los datos se puede decir que el extracto de TD tiene un potencial
como posible cardiotonico, ya que aumenta la fuerza de contraccion de M.

californianus.

Otro extracto probado fue el de pepino de mar Stichopus parvimensis, en
este caso no se observo una clara inhibicion en la Na* K ATPasa, aunque ya ha
sido reportado (Usabiaga del Moral. 1990). Adicionalmente, se sabe que los
holottridos en general, tienen glucésidos capaces de inhibir la Na* K" ATPasay la
Mg* ATPasa (Gorshkov et al. 1982). Debido a esta informacion bibliografica se
decidi6 probar el efecto de este extracto sobre el corazén de M. californianus'y se

encontrd que produjo cambios en la fuerza de contraccion y en el trazo del latido.
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A la concentracién mas baja de extracto de pepino de mar, 0.52 mg/ml, se
observé un patron de trazo mas regular y con menos efectos tdxicos que en los
registros de las concentraciones mas altas, por lo cual si fue posible analizarlo.
Como se muestra en la figura 9, se encontraron diferencias en la linea base ya
que ésta cambia de posicién con respecto al eje de la fuerza a la vez que
aumenta la fuerza de contraccién del corazon. El aumento en la linea de base
parece indicar que el corazén no se relaja completamente después de cada
contraccion y por ello, es incapaz de regresar a la fuerza original durante la
diastole. Este efecto puede ser debido a que la concentracién de calcio en el
citoplasma durante la relajacion no disminuye completamente, provocando que
algunos de estos iones queden unidos a la troponina y que el complejo actina-

paramiosina se contraiga aun durante la diastole.

Otro de los hechos que refuerza el potencial cardiotonico del extracto de
pepino es que en el corazén humano, a concentraciones mucho mayores de
digitalico que las necesarias para demostrar el efecto inotropico positivo, se
produce un aumento en la tensién de reposo y contractura parcial asociada
generalmente con la disminucién de la velocidad de acortamiento y tension
isométrica maxima (Hoffman y Bigger, 1988). Como se observa en la figura 9,
existe un aumento en la linea base del trazo del latido de corazén, a la vez que

aumenta la fuerza de contraccion. A concentraciones mayores a 0.52 mg/ml de
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extracto de S. parvimensis se observo el aumento de la linea base y el latido es
mas pequefio en comparacion con el trazo que se observa en la figura 9. Debido
a los resultados obtenidos en la fuerza de contraccion y al efecto observado en el
corazon de M. californianus, se puede decir que el extracto de S. parvimensis

tiene un potencial como cardiotonico.



7. CONCLUSIONES

« La frecuencia cardiaca del ventriculo de M. californianus en agua de mar a
17 °C fue de 16 latidos por minuto.

¢ La digoxina a una concentracién de 8 y 10 uM ocasiond en el ventriculo de
M. californianus efecto inotrépico positivo y efecto cronotrépico negativo, con
un patrén de latido variable a la concentracion mas alta.

« La digoxina a una concentracion de 8 uM y 10 pM ocasiona inhibicion de la
Na* K*-ATPasa presente en el ventriculo de M. californianus.

e E| ventriculo de M. californianus puede ser usado en el cribado de
sustancias cardiotonicas de origen marino.

e E| extracto de tentaculo de Anthopleura elegantissima en diclorometano
ocasiona un efecto inotropico positivo sobre el corazdén de M. californianus.

e El extracto de Stichopus parvimensis ocasiona un efecto inotropico
positivo ocasiona un efecto inotropico positivo sobre el corazén de M.

californianus.
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. RECOMENDACIONES

Realizar mas pruebas del efecto de TD sobre el corazéon de M.
californianus, ampliando el intervalo de concentracion de la concentracion
222 en adelante.

Realizar pruebas del extracto de pepino con concentraciones menores que
0.5208 mg/ml.

Verificar el efecto inotropico positivo utilizando concentraciones mas altas
de 35.8333 pg/ml.

Probar el efecto cardiotonico de fracciones purificadas de TD y pepino de

mar.
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