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Marco conceptual del laboratorio
de Farmacologia

La Farmacologia es una ciencia experimental por excelencia. Los métodos utilizados
para evaluar la seqguridad y la eficacia de los farmacos utilizan sistemas bioldgicos, que
van desde fragmentos celulares o macromoléculas aisladas hasta poblaciones enteras.
En una gran parte del proceso de investigacion farmacoldgica se utilizan animales
de laboratorio integros. Sin embargo, la creciente sensibilidad respecto a la practica de
la experimentacién en animales en la investigacion y en la ensefianza de las ciencias
biomédicas, y la busqueda de enfoques nuevos en los aspectos practicos de la misma
son parte de un debate actual (Jukes y Chiuia, 2003).

La utilizaciéon de animales de experimentacion en la ensenanza de las practicas de
diferentes asignaturas de las Ciencias Biomédicas y en especial de la Farmacologia,
ha sido la metodologia mas empleada por todos los profesores de esta disciplina.
Gracias a la utilizacién de estos animales, los estudiantes han podido apreciar los
diferentes efectos farmacoldgicos y los principios de la accién farmacoldgica. Una de
las practicas que no se puede aceptar es la determinacion de la dosis letal 50 (DLs,) en
ratas o ratones, debido a que estd en duda la utilidad de este parametro para estimar
la seguridad de los farmacos y sustancias nuevas. Es obvio que el uso de animales
era el unico método del que disponian los profesores hasta hace algunos anos para
ensenar Farmacologia. Sin embargo, el avance de la informatica, de las tecnologias de
laimageny la disposicion de lineas celulares han permitido el desarrollo de numerosas
alternativas que no requieren el uso de los animales para lograr los objetivos docentes
que se plantean en las practicas de laboratorio de Farmacologia (Van der Valk, et al.,
1998; Vinardell, 2003; Eder, et al., 2006).

Los métodos utilizados en la investigacion y en la ensefianza, para la evaluacion de la
seguridad y/o toxicidad de un farmaco estan en continuo progreso ya que los cientificos
estan en permanente busqueda de posibles alternativas que mejoren la calidad de su
trabajo. Ello es debido, en parte, a la I6gica evolucién de los conocimientos cientificos
y de sus aplicaciones tecnolégicas, y en parte, a consideraciones éticas, logisticas,
economicas, sociopoliticas y legales (Sterling y Rispin, 2002).
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El nimero de animales utilizados en Europa con fines educativos es relativamente
pequeno comparado con el numero total de animales utilizados en investigacion y
se ha reducido en los ultimos anos, lo cual puede disminuir ain mas. En México el uso
de animales en docencia es alto, aunque no se cuentan con datos precisos de cuantos
se sacrifican en cada ciclo escolar.

Por otro lado, la aplicacién de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) ha sido
lenta en los laboratorios de ensefanza de las Ciencias Biomédicas. En cambio, en el
articulo 25 de la Convencién Europea para la Proteccion de los Animales Vertebrados
utilizados en Experimentacion y otros Fines Cientificos se especifica: “aquellos
procedimientos llevados a cabo con fines educativos o de entrenamiento [..] se
deben restringir a los absolutamente necesarios para los fines relativos a la ensefanza
y el entrenamiento y se permitirdn Unicamente si sus objetivos no pueden ser
conseguidos por métodos audiovisuales u otros que sean suficientemente efectivos”.
En las legislaciones relacionadas con la proteccion de los animales de todos los
paises de la Comunidad Europea se considera fundamental aplicar el principio de
las 3Rs, promulgado por Russell y Burch en 1959 (Russell y Burch, 1959). Este principio
nos indica la necesidad de Reemplazar los animales de experimentacion por otros
métodos, siempre que sea posible y que el nuevo método nos aporte el mismo grado
de informacion, de Reducir el nUmero de animales de experimentaciéon cuando su uso
sea necesario y se presente como el unico método valido y finalmente, de Refinar las
técnicas empleadas con los animales, con el fin de mejorar su eficacia o disminuir el
dolor o el grado de sufrimiento infligido (Van der Valk, et al., 1998; Vinardell, 2003).

En el caso de la docencia se plantea el reemplazo de los animales de experimentacién
por otros métodos. Entre los métodos propuestos se pueden citar:

a) Modelos, maniquies y simuladores mecanicos.

O

) Peliculasy videos.

a)

) Simulaciones de ordenador y sistemas de realidad virtual.

o

) Autoexperimentacion en el propio individuo (Russell, 1959).
e) Experimentos con vegetales incluyéndose hongos y algas.
f) Uso de material procedente de los rastros.

g) Estudios in vitro con lineas celulares, organismos inferiores como bacterias,
nematodos, insectos, crustaceos o peces en etapa temprana (Meyer, 1982).

h) Aprovechamiento de animales muertos de forma natural o utilizados después
de un procedimiento cientifico (Van der Valk, et al., 1998; Vinardell, 2003).
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En el Laboratorio de Farmacologia Il se plantea el desarrollo de procedimientos
experimentales y actividades en los que, bajo el principio de las “tres erres’, se reduzca,
se reemplace y se refine el uso de animales de laboratorio para cubrir los objetivos de
la ensefnanza experimental de la Farmacologia.

Considerando lo anterior, en el laboratorio de Farmacologia se realizaran actividades
de tres tipos:

1) Simulaciones. Se realizaran simulaciones en la computadora que permitan a
los estudiantes la comprensién de aspectos que, sin la necesidad de repetir
muchos experimentos en animales, puedan comprender los conceptos y los
procedimientos para definir parametros farmacoldgicos.

2) Practicas. Desarrollo de practicas experimentales que permitan al estudiante
conocer técnicas en Farmacologia, el desarrollo de disciplina, habilidades y habitos
en el laboratorio.

3) Demostraciones. En esta categoria se realizan experimentos, los cuales, debido a las
siguientes razones, no es posible que los realicen los estudiantes en forma individual
0 en grupos pequenos:

a) Elexperimento requiere de cierta destreza que, en una o en dos sesiones, no es
posible que la aprenda el estudiante.

b) La existencia de equipo de laboratorio en un numero reducido.

¢) Eltiempo limitado para la sesion de laboratorio.

4) Autoexperimentacion. Sin poner enriesgo laintegridad y la salud de los estudiantes
en grado alguno.

Cualquiera que sea la modalidad del procedimiento que se realice, cada uno de ellos
debe comprender las siguientes partes: familiarizacion, ejecucion y discusiéon del
procedimiento.

Con estos procedimientos se pretende:

- Facilitar el aprendizaje de los aspectos fundamentales de la Farmacologia.

- Familiarizar a los estudiantes con el método cientifico en experimentos de
Farmacologia.

- Ensefar técnicas, el desarrollo de disciplina, habilidades y habitos en el
laboratorio.

- Motivar a los futuros farmacéuticos hacia la investigacion y estudio de la
Farmacologia como érea de desarrollo profesional.
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1. Evaluaciéon farmacolégica de los sistemas
colinérgico y adrenérgico en aorta y traquea
de rata

Numero de sesiones sugeridas: 2 sesiones (ejecucion y analisis).

Temas relacionados con el curso de Teoria de Farmacologia Il
Neurotransmisores del Sistema Nervioso Auténomo, agonistas
y antagonistas colinérgicos del Sistema Nervioso Auténomo.
Agonistas y antagonistas de los adrenorreceptores.

l. Introduccion

El Sistema Nervioso Auténomo (SNA) es responsable de regular funciones fisioldgicas en
el organismo que escapan de la voluntad del individuo; estd a cargo de la inervacion de
la musculatura lisa de todos los érganos, de la inervacion del corazén y de las glandulas
exocrinas y endocrinas. La funcién mas importante de este sistema es la homeostasis.
El SNA comprende al Sistema Nervioso Simpatico y Parasimpatico; el primero emerge
de la médula espinal toracica y de los dos o tres primeros segmentos lumbares (por lo
que se conoce como toracolumbar) y el segundo se origina en el tronco del encéfalo y
en la médula sacra, (por lo que se conoce como craneosacro).

Tanto el sistema nervioso simpatico como el parasimpatico liberan acetilcolina (ACh)
a nivel preganglionary a nivel posganglionar se libera noradrenalina (NA) en el sistema
nervioso simpatico y ACh en el parasimpatico. La ACh es un neurotransmisor que
actua en receptores nicotinicos y muscarinicos, en tanto que la NA actua en receptores
adrenérgicos ala, y a,) o B(B:, B,y B3)-
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En esta practica se analizardn los efectos fisiolégicos (contraccion o relajacion) que
genera la administracion de un mismo agonista en dos tejidos diferentes (aorta y
trdquea de rata).

Il. Objetivos
Los objetivos de esta practica son:

1. Determinar el efecto farmacolégico (contraccion o relajacién) de un agonista
adrenérgico y de un agonista colinérgico en preparaciones de tejido aislado de
aortay traquea de rata.

2. Analizar las diferentes acciones farmacoldgicas de los agonistas en los diversos
tejidos de acuerdo a su inervacion, tipos y subtipos de receptores que presentan.

IDr. Andrés Navarrete Castro



Ill. Material

a) Material bioldgico

Una rata Wistar hembra de 200-250 g de peso, con ayuno de 4 h y libre

acceso al agua

b) Materiales, cristaleria y equipo

Vaso de precipitadode 1 L
Pipetas graduadas de 1 mL

6 matraces aforados de 10 mL
Estuche de diseccién

Placa de agitacion

Balanza analitica

Poligrafo Biopac System acoplado a una computadora con el software

AcgKnowledge version 3.7

¢) Reactivos

Disoluciéon Krebs-Henseleit (KHS)

Composicion en mM: NaCl 118, KCl 4.7, MgSO,°7H.,0 1.2, CaCl, 2.5,

KH,PO, 1.2, NaHCO; 25, glucosa (CsH;,0,) 11

Cantidades de las sales para preparar 1000 mL de disoluciéon Krebs-Henseleit (KHS)

D-glucosa C¢H1,04 1.998 ¢
Sulfato de magnesio heptahidratado MgSO,*7H,0 0.2956 g
Dihidrogenofosfato de potasio KH,PO, 0.1632¢g
Cloruro de potasio KCl 0.351g
Cloruro de sodio NaCl 6.903 g
Hidrégenocarbonato de sodio NaHCO; 21g
EDTA disddico dihidratado Ci0H1205N,Na,*2H,0 0.0117 g
Cloruro de calcio dihidratado CaCly*2H,0 0.3677 g

Guion de Practicas. Farmacologia I I
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Se disuelven todas las sales, adicionando de una en una, en aproximadamente 500 mL
deaguadestilada. Disolviendo al altimo el cloruro de calcio. Unavezdisueltas las sales
y sin signos de precipitacion se lleva a un volumen de 1000 mL con agua destilada.

La disolucion KHS debera tener un pH de 7.4 a 37°C y se mantendra con burbujeo
constante de gas carbdégeno (95% O, y 5% CO,). Si presenta precipitacién debera
prepararse nuevamente (Brawley, 2000).

« Disoluciones de Carbacol (1x10*%,3x10%, 1x10°,3x10°y 1x10¢ M).
Preparacién de la disolucion stock (5x1073 M).

Disolver 9 mg de Carbacol en agua destilada y aforar a 10 mL en un matraz
volumétrico.

Preparacion de las disoluciones

Una vez preparada la disolucion stock deberd seqguir la serie de diluciones
como se muestra en el siguiente esquema, utilizando matraces aforados de

10 mL:

» Disoluciones de (-) -Noradrenalina (1x10%, 3x10%, 1x10°, 3x10°y 1x10° M,
1x107 M, 1x102 M).

Preparacion de la disolucién stock (3x10° M)

Disolver 9.6 mg de Bitartrato de Noradrenalina hidratada en agua destilada y
aforar a 10 mL en un matraz volumétrico.

IDr. Andrés Navarrete Castro



Preparacion de las disoluciones

Una vez preparada la disolucion stock debera seguir la serie de diluciones
como se muestra en el siguiente esquema, utilizando matraces aforados de
10 mL:

« Disoluciones de (1) -Isoproterenol (1x10*,3x107, 1x10%, 3x10°y 1x10° M).

Preparacién de la disolucion stock (4x1073 M).

- Disolver9.6 mgdeclorhidrato de () -Isoproterenol en agua destiladay aforar
a 10 mL en un matraz volumétrico.

Preparacion de las disoluciones

Una vez preparada la disolucion stock debera seguir la serie de diluciones
como se muestra en el siguiente esquema, utilizando matraces aforados de
10 mL:

Guion de Practicas. Farmacologia I I
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IV. Procedimiento
a) Manejo del Poligrafo Biopac System

Para el manejo adecuado del poligrafo Biopac System por medio del software
AcgKnowledge, véase el Apéndice | de esta guia.

b) Diseccion de la traquea y aorta de rata

1) Sacrificaralarata con unasobredosis de pentobarbital sédico (150 mg/kg), evite
el uso de la dislocacién cervical o la camara de CO, porque puede causar dano
al tejido.

2) Abrirel cuelloy realizar la diseccion de la trdquea. La localizacion de la traquea
se muestra en el siguiente esquema.

3) Disecar una longitud aproximada de 3-4 cm de traquea, lavarla con disoluciéon
KHS. Si es necesario retire el tejido conjuntivo que le rodea.

4) Cortar segmentos de aproximadamente 2-3 mm de largo y colocarlos en
disolucion KHS, con burbujeo continuo de gas carbdgeno.

5) Abrir el abdomeny realizar la diseccion de la aorta. La localizacion de la aorta se
muestra en el siguiente esquema.

IDr. Andrés Navarrete Castro



6) Disecar una longitud aproximada de 2-3 cm de aorta, lavarla con disolucion
KHS. Retire completamente el tejido conjuntivo que le rodea, evitando danar el
tejido.

7) Cortar segmentos de aproximadamente 2-3 mm de largo y colocarlos en
disolucion KHS, con burbujeo continuo de gas carbdgeno.

¢) Montaje de preparacion

1) Cada preparacion se suspenderd en una camara para organo aislado con
ganchos de alambre de Nicromel. Uno de los extremos se fija a la cdAmara y el
otro al transductor de fuerza conectado al poligrafo Biopac System, de acuerdo
con las siguientes figuras:

Guién de Practicas. Farmacologia Il I 21



Cada camara debera contener 10 mL de disolucién KHS con burbujeo constante
de gas carbogeno a una temperatura de 37+1°C.

La aorta y la trdquea se someten a una tension inicial (4 gy 1.5 g
respectivamente) dejandolos estabilizar por 20 min, con un lavado intermedio
alos 10 min.

Para aorta. Realizar 2 estimulaciones con 100 pL de Noradrenalina (1x10* M) a
intervalos de 20 min, con un lavado intermedio a los 10 min. Después de cada
estimulacién se lava el tejido con disolucién KHS dos veces para eliminar la
Noradrenalina.

Para traquea. Realizar 2 estimulaciones con 100 uL de Carbacol (1x103 M) a
intervalos de 20 min, con un lavado intermedio a los 10 min. Después de cada
estimulacién se lava el tejido con disolucién KHS dos veces para eliminar el
Carbacol.

Nota: La concentracion real en la cdmara de 6rgano aislado es 100 veces menor
debido a la dilucién (1:100).

El cronograma de los pasos 2 a 4 para ambos tejidos es el siguiente:

Tiempo corrido (min) Actividad
0 Inicio
(oprimir el botén Start)

10 Lavado con KHS

20 Estimulacion 1y
Lavado con KHS

30 Lavado con KHS

40 Estimulacion 2y
Lavado con KHS

50 Lavado con KHS

60 Lavado con KHS

70 Inicio de las evaluaciones

d) Curva acumulativa concentracion respuesta del Carbacol en traquea de rata

1)

22

Con el tejido estable, se registra una linea basal durante 5 min y se adicionan
0.1 mL de Carbacol 1x10® M. Las siguientes disoluciones se agregaran
sucesivamente en el momento en que la disolucién anterior alcance una meseta
de contraccién.

IDr. Andrés Navarrete Castro



Disolucion Concentracion de Carbacol

1 1x10® M
2 3x10° M
3 1x10° M
4 3x10° M
5 1x10* M

2) Después de evaluar se lava el tejido dos veces con disolucion KHS y se deja
reposar por periodos de 10 min entre cada uno.

e) Curva acumulativa concentracion-respuesta de Noradrenalina en aorta de rata

1) Con el tejido estable, se registra una linea basal durante 5 min y se adicionan
0.1 mL de Noradrenalina 1x10® M. Las siguientes disoluciones se agregaran
sucesivamente en el momento en que la disolucién anterior alcance una meseta
de contraccién.

Disolucion Concentracion de Noradrenalina

1 1x108 M
1x107 M

1x10°M
3x10° M
1x10° M

3x10° M

N| o] | |l w| N

1x10* M

2) Después de evaluar se lava el tejido dos veces con disolucién KHS y se deja
reposar por periodos de 10 min entre cada uno.

f) Curva acumulativa concentracion-respuesta de Carbacol en aorta de rata

1) Con el tejido estable, se registra una linea basal durante 5 min y se adicionan
0.1 mL de Noradrenalina 1x10* M. Al alcanzar el maximo de contraccién de la
Noradrenalina, se agregaran sucesivamente en el momento en que la disolucién
anterior alcance una meseta de contraccién las siguientes disoluciones de
Carbacol.
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Disolucion Concentracion de Carbacol

1 1x10° M
2 3x10°M
3 1x10° M
4 3x10°M
5 1x10*M

2) Después de evaluar se lava el tejido dos veces con disolucién KHS y se deja
reposar por periodos de 10 min entre cada uno.

g) Curva acumulativa concentracion-respuesta de (t) -Isoproterenol en traquea
de rata

1) Con el tejido estable, se registra una linea basal durante 5 min y se adicionan 0.1
mL de Carbacol 1x102 M. Al alcanzar el maximo de contraccién del Carbacol, se
agregaran sucesivamente, en el momento en que la disolucién anterior alcance
una meseta de contraccion, las siguientes disoluciones de Isoproterenol.

Disolucion Concentracion de (+)-Isoproterenol
1 1x10° M
2 3x10° M
3 1x10° M
4 3x10° M
5 1x10*M

2) Después de evaluar se lava el tejido dos veces con disolucién KHS y se deja
reposar por periodos de 10 min entre cada uno.

3) Sepuede comprobar larelajacién de la traquea de rata administrando 100 pL de
Aminofilina a una concentracién de 1x102 M.

V. Andlisis de resultados

1. Para analizar los datos es necesario descargar el software Acqgknowledge 3.7 Demo en
la siguiente direccion electronica:

http://fq-unam.org/
en la seccion de descargas.

Con ayuda del software y de su profesor debera llenar el cuadro de datos anexo.
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Experimento 1. Curva concentraciéon-respuesta de Carbacol en traquea

Num. Concentracién (M) Carbacol Log [CONC (M)] MUESTRA/CANAL
en camara 1 2 3 4

Basal

1

2

3

4

5

Experimento 2. Curva concentracidn-respuesta de Noradrenalina en aorta

Num. | Concentracién (M) Norepinefrina | Log [CONC (M)] MUESTRA/CANAL
en camara 1 2 3 4

Nam. Concentracion (M) Carbacol Log [CONC (M)] MUESTRA/CANAL
en cdmara 1 2 3 4

Basal

|

Experimento 4. Curva concentracion-respuesta de Isoproterenol en traquea

Num. | Concentracién (M) Isoproterenol | Log [CONC (M)] MUESTRA/CANAL
en camara 1 2 3 4
Basal
1
2
3
4
5

Guion de Practicas. Farmacologia I I
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2. Con los datos obtenidos:

a) Construir las curvas concentracion-respuesta de los agonistas en los diferentes
tejidos.

b) Determinar el modelo farmacodinamico al que se ajustan los datos.

¢) Calcular las CE5, de contraccién para el Carbacol (en traquea) y Noradrenalina
(en aorta), de acuerdo con el modelo determinado en el inciso anterior.

d) Calcular las CEs, de relajacion para el Carbacol (en aorta) e Isoproterenol (en
trdquea), de acuerdo con el modelo determinado en el inciso anterior.

e) Explicar claramente el por qué de los efectos de las sustancias en cada uno de
los tejidos.
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2. Evaluacion de pruebas asociadas al perfil
neurofarmacolégico del diacepam

Numero de sesiones sugeridas: 2 sesiones (ejecucion y analisis).

Temas relacionados con el curso de teoria de Farmacologia ll: Fisiopa-
tologia y enfermedades del Sistema Nervioso Central. Farmacos neuro-
lépticos. Farmacos antiepilépticos.

I. Introduccion

La busqueda de farmacos con actividad en el Sistema Nervioso Central (SNC) es
una actividad constante debido a que existen numerosas patologias relacionadas
con este sistema, entre las cuales encontramos: epilepsia, depresidn, ansiedad,
memoria, autismo, dolor, isquemia, Huntington, dislexia, Parkinson, desorden
bipolar, compulsiéon e insomnio. Ain cuando existen alternativas de tratamiento, los
farmacos existentes presentan baja efectividad, reacciones adversas, tolerancia y en
muchas ocasiones dependencia; por lo anterior, resulta interesante buscar nuevos
farmacos con actividad en el SNC.

Un perfil neurofarmacolégico es un conjunto de evaluaciones farmacoldgicas
conductuales que permite identificar de manera preliminar la actividad en el SNC que
tienen compuestos nuevos sintetizados quimicamente o por bioingenieria, asi como
los que se obtienen de plantas y/o animales. Dentro de estas pruebas se encuentra la
evaluacién general de la coordinaciéon motora, el efecto sedante-hipnético, la ansiedad
y la epilepsia. Debido a que las pruebas antes mencionadas son conductuales, la
respuesta que se observa es subjetiva y depende del experimentador, por lo que es
muy importante controlar factores ambientales como ruido y los olores.

El diacepam es un farmaco que actia en los receptores GABA,, los cuales se encuentran
en mayor concentracion en el cerebro. Debido a que este farmaco posee actividad
ansiolitica, sedante-hipnética y anticonvulsiva, se usa como referencia para comparar
su actividad con los compuestos y/o extractos nuevos a evaluar. La presente practica
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pretende demostrar la utilidad de un perfil neurofarmacolégico en la busqueda de
farmacos para el SNC, utilizando el diacepam como farmaco de referencia.

Il. Objetivo
Los objetivos de esta practica son:

1. Determinar la actividad del diacepam sobre la coordinacién motora mediante la
prueba de RotaRod en ratones.

2. Determinar la actividad sedante del diacepam sobre la actividad exploratoria
mediante el Cilindro de Exploracién en ratones.

3. Determinar el efecto del diacepam sobre la actividad motora de ratones por medio
de la prueba de campo abierto (Open Field Test) en ratones.

4. Determinar la actividad ansiolitica del diacepam mediante la prueba del tablero de
hoyos (Hole Board Test) en ratones.

lll. Material
1. Material bioldgico

- 30ratones ICR de 25-30 g de peso, con libre acceso al agua y comida.

2. Materiales, cristaleria y equipo

Seis jeringas de 1 mL
Tres cajas de acrilico transparente
- Rejilla de alambre
- Balanza granataria para animales
Cronémetro
- Marcador indeleble de punta gruesa
- Equipo RotaRod con 5 carriles, Ugo Basile
Cilindro de vidrio de 30 cm de alto y 15 cm de diametro interno
- Tablero de hoyos
3. Reactivos
- Vehiculo para disoluciones de diacepam. Colocar 40 mL de propilenglicol

en un matraz de 100 mL, agregar 5 mL de etanol y aforar a 100 mL con agua
destilada.
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- Diacepam (0.0625, 0.125, 0.25, y 0.5 mg/mL)

Colocar una ampolleta de 2 mL de Valium®10 (10 mg de diacepam/2 mL) en
un vial y llevar a un volumen de 20 mL con el vehiculo para disoluciones de
diacepam paraobtenerladisolucion A (0.5mg/mL)ya partirde estadisolucion
se realiza una serie de diluciones 1:2 tomando alicuotas de 10 mLy llevando a
un volumen de 20 mL con el vehiculo como se muestra a continuacion.

- Disolucién Salina 0.9 %
Disuelva 45 mg de cloruro de sodio en 5 mL de agua destilada.

IV. Procedimiento

a) Evaluacion de la coordinacion motora: Prueba de RotaRod

Equipo RotaRod con 5 carriles
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1. Ajustar el RotaRod a una velocidad de 16 rpm.

2. Entrenamiento de los ratones. Colocar a cada ratén en el RotaRod dejando que
el cilindro gire. El tiempo que deben permanecer los ratones sin caer es de 2 min.
En caso de que caigan se colocan nuevamente, hasta que puedan mantenerse
durante los 2 min.

3. Dividir los 30 ratones en 6 grupos de 5 individuos cada uno. Administrar a cada
grupo de ratones las siguientes dosis de diacepam por via intraperitoneal:

Grupo de ratones Diacepam
Dosis (mg/kg)
control 0.0
1 0.625
p) 1.25
3 2.5
4 5.0

4. LlevaracabolapruebadeRotaRod acadaratdén de cada grupo registrando el tiempo
que permanecen en movimiento constante sobre el cilindro, hasta un maximo de
120 s. Repetir el procedimiento cada 10 min a cada raton durante 30 min.

b) Evaluacion de la actividad exploratoria

Cilindro utilizado en la prueba de exploracion
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7.

Cercidrese de que el cilindro de vidrio esté limpio y seco.
Coloque el cilindro sobre un trozo de papel mayor al diametro del cilindro.

Pasados 35 min después de haber administrado el diacepam o la disolucion
salina introduzca al animal en el cilindro de exploracion.

Ponga a funcionar el cronémetro y registre el nimero de levantamientos que
realiza el animal en un periodo de 5 min. Sélo una persona debera cuantificar
esta conducta para que sean analizados bajo el mismo criterio.

Limpie con una franela hiumeda con disolucién hidroalcohdélica el interior del
cilindro y cambie el papel.

Continue con el mismo procedimiento para los 5 animales restantes. No olvide
limpiar el cilindro entre cada prueba.

El animal que recibi6 la disolucién salina se toma como control.

¢) Evaluacion de la actividad motora por medio de la prueba de campo abierto

1.

Para la evaluacién de la actividad motora debera dividirse el fondo de una caja
de acrilico en 12 cuadros de igual tamafno divididos por lineas de 1.5-2.0 cm,
como se ilustra en la siguiente figura:

Caja de acrilico con el fondo dividido para la prueba de campo abierto

Inmediatamente después de que el ratdon pasé por la prueba del cilindro de
exploracion es colocado en el centro de la caja de acrilico y se cuenta el nimero
de cuadros querecorre el ratén en unlapso de 2 min. Se considera un cuadro recorrido
cuando el raton ha colocado sus cuatro extremidades en el mismo.

Al terminar el lapso de tiempo, retire al ratéon y limpie con disolucion
hidroalcohdlica el interior de la caja de acrilico.

Continue con el mismo procedimiento con el resto de los animales.

La reduccién del numero de cuadros recorridos es indicativo de la pérdida de
actividad motora.
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d) Evaluacion de la actividad ansiolitica por medio de la prueba del tablero de hoyos

1. Paralaevaluacion delaactividad ansiolitica deberd utilizarse un tablero de 40 cm
por 40 cm con 16 orificios de 3 cm de didmetro equidistantemente elaborados
en el tablero, como se ilustra en la siguiente figura:

2. Inmediatamente después de que el ratdn pasé por la prueba de campo abierto,
es colocado en el centro del tablero de hoyos y se cuenta el numero de orificios
que explora el ratén en un lapso de 2 min. Se considera un orificio explorado
cuando el ratéon ha introducido completamente su nariz en el mismo.

3. Al terminar el lapso de tiempo, retire al ratén y limpie con disolucion
hidroalcohdlica el tablero de hoyos.

4. Continte con el mismo procedimiento con el resto de los animales.

5. La reduccién del nimero de orificios explorados es indicativo de actividad
ansiolitica.

e) Consideraciones técnicas importantes:

1. No hacer ruido ni movimientos bruscos durante el desarrollo del experimento,
ya que se esta evaluando una conducta que puede ser facilmente alterada por
factores externos. Se recomienda el uso de los cubiculos de experimentacion.
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V. Analisis de resultados

1. Capture los datos en los cuadros que se presentan a continuacion.

Captura de datos del efecto del diacepam en el SNC

Ratén Dosis Tiempo Tiempo Tiempo en Tiempo Tiempo en Tiempo Tiempo en
(mg/Kg) Admon. (min) corrido (min) RotaRod (s) corrido (min) RotaRod (s) corrido (min) RotaRod (s)
] (disolgalina) 0 10 20 30
2 0.625 6 16 26 36
3 1.25 12 22 32 42
4 25 18 28 38 48
5 5 24 34 44 54

Captura de datos del efecto del diacepam en el SNC

, Dosis . Tiempc?l Salida del cilindro Numero de Tiempo de Salida del Numero
Ratén (ma/Ka) introduccién (min) levantamientos Introduccién OFT (min) de cuadros
979 al cilindro (min) al OFT (min) explorados
1 0 33 38 38 40
(disol. salina)
2 0.625 39 44 44 46
3 1.25 45 50 50 52
4 2.5 51 56 56 58
5 5 57 62 62 64

Captura de datos del efecto del diacepam en el SNC

Tiempo Ndmero
Dosis Salida del HBT Muerte
Raton introduccion de hoyos Observaciones adicionales
(mg/Kg) (min) (si/no)
al HBT (min) explorados
1 40 42
(disol. salina)

2 0.625 46 48
3 1.25 52 54
4 25 58 60
5 5 64 66

Guion de Practicas. Farmacologia I I



34

2. Experimento de RotaRod.

a) Grafique el curso temporal del efecto sobre la coordinacion motora de cada una
de las concentraciones del diacepam.

b) Determine el tiempoy las dosis de diacepam que estadisticamente tienen efecto
sobre la coordinacion motora.

¢) Calculela DEs, del diacepam sobre la coordinaciéon motora al tiempo de maximo
efecto y por medio del método de areas bajo la curva.

3. Experimento del Cilindro de Exploracién, campo abierto y tablero de hoyos

a) Grafique la curva dosis-respuesta del efecto (sedacién, actividad motora o
actividad ansiolitica) del diacepam.

b) Calcule las DEs, del diacepam por cada actividad registrada.

4. Realice sus conclusiones sobre el efecto del diacepam sobre el Sistema Nervioso
Central.

VI. Bibliografia

1. Jones B y Roberts D. (1968). The quantitative measurement of motor inco-
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3. Evaluacion del efecto antinociceptivo
del diclofenaco

Numero de sesiones sugeridas: 2 sesiones (ejecucion y analisis).

Temas relacionados con el curso de teoria de Farmacologia ll:
Analgésicos, antiinflamatorios.

I. Introduccion

El dolor es una sensacion que todos hemos experimentado, es la principal causa por
la que se acude al médico y a través de éste se identifican las patologias que aquejan
al ser humano. El dolor es un estado subjetivo, ya que estd condicionado a factores
socio-culturales, ambientales y psicolégicos, es por ello que la misma intensidad de
dolor la percibimos diferente.

Cuando un estimulo nocivo de naturaleza térmica, mecanica o quimica se percibe en
el cuerpo, se genera un proceso conocido como nocicepcion. La nocicepcion es el
mecanismo fisioldgico del dolor, pero este proceso no va acompanado de factores
socio-culturales, ambientales y psicoldgicos. Es por ello que se utilizan animales para la
experimentacion del dolor.

Cuando se percibe un estimulo nocivo se activan receptores localizados en las
terminaciones nerviosas periféricas, estos receptores se conocen como nociceptores.
Al ser activados los nociceptores se liberan neurotransmisores (NT) como la serotonina
(5-HT), el éxido nitrico (NO). Estos NT ademas de participar en el proceso nociceptivo
(dolor), participan en la generaciéon de inflamacién, es por ello que el dolor puede
estar acompanado de un proceso inflamatorio. El estimulo nocivo se traduce a
potenciales de accién que se transmiten hacia la médula espinal por los nervios
periféricos. En la médula espinal se liberan mas NT y algunos péptidos que participan
en la transmisién de este estimulo hacia el tdlamo y la corteza, en donde se genera la
percepcién del dolor.
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Con la finalidad de evaluar el efecto de farmacos que puedan contrarrestar el proceso
nociceptivo se han desarrollado modelos experimentales en animales, en donde se
establece una condicién nociceptiva. El modelo de estiramiento abdominal permite
evaluar el efecto de farmacos que puedan tener utilidad en el dolor de tipo visceral.

Eldiclofenaco esunfarmaco que pertenece al grupo delosanalgésicos antiinflamatorios
no esteroideos (AAINE). El mecanismo de accidn de este farmaco es inhibir a la enzima
ciclooxigenasa (COX), esta enzima es responsable de la biosintesis de las PGs, que
participa en la transmisién de la nocicepcion.

Il. Objetivo
Los objetivos de esta practica son:

1. Evaluar el efecto antinociceptivo de diclofenaco en la prueba de estiramiento
abdominal en raton.

2. Comprender la utilidad de una prueba conductual para evaluar un proceso
nociceptivo.

lll. Material
1. Material biolégico

«  30ratones machos ICR de 25-30 g de peso, con libre acceso a agua y comida.

2. Materiales, cristaleria y equipo

- 2cajas de acrilico

- Jeringas de 1 mL con aguja del nimero 27
- Balanza para animales

- Marcador de tinta indeleble

- Crondémetro

- 6 frascos viales de 10 mL

«  Vaso de precipitado de 25 mL

- Vaso de precipitado de 50 mL
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3. Reactivos

. Acido acético al 0.6%

Adicionar 10 mL de agua destilada al vaso de precipitado de 50 mL,
posteriormente adicionar 0.18 mL de acido acético glacial y completar con
19.82 mL de agua destilada.

Cada equipo tomara 5 mL de esta disolucion en un vial, etiquetandolo como
acido acético al 0.6%.

- Diclofenaco (0.1, 0.3, 1y 3 mg/mL)

Pese 15 mg de diclofenaco, coléquelo en el vial y adicione 5 mL de disolucién
salina 0.9%, para obtener la disolucion de 3 mg/mL. A continuacién realice
las siguientes diluciones para obtener las demas concentraciones.

Las soluciones deberan etiquetarse y colocarse en un lugar adecuado para
que todos los equipos tengan acceso a ellas.

IV. Procedimiento
a) Administracion de farmacos

El diclofenaco y la disolucion salina se administran en la cavidad abdominal
derecha del ratén; 15 min después se administra la disolucién de acido acético
en la cavidad abdominal izquierda, como se muestra en la siguiente figura.
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Sitio de administracion intraperitoneal del diclofenaco, solucion
salina, y del acido acético en la prueba de estiramiento abdominal

b) Prueba de estiramiento abdominal

1.

Los ratones se separan en 6 grupos de 5 ratones cada uno. Cada equipo de
laboratorio recibird un grupo y marcara a los ratones del 1 al 5.

Se administra disolucién salina (0.9%) por via intraperitoneal al ratén ndimero 1
(0.1 mL/10 g de peso), posteriormente se coloca al animal en una caja de
acrilico limpia y seca. Se deja durante 15 min y posteriormente se administra
el acido acético por via intraperitoneal, inmediatamente se hace funcionar el
cronémetro.

Cada 5 min durante 20 min se registrara el numero de estiramientos y/o
contorsiones que presente el ratén durante 20 min. El nUmero de estiramientos
no es acumulativo, es decir, el nimero de estiramientos y/o contorsiones
es independiente cada 5 min. Los datos se registran en los cuadros de resultados.

Después de la administracién de disolucién salina, se administra el diclofenaco
en dosis crecientes 1, 3, 10 y 30 mg/kg a los ratones marcados como 2, 3,4y 5,
respectivamente.

De acuerdo conlos lineamientos éticos nacionales e internacionales, al finalizar el
experimento los animales deben ser sacrificados. Estos no se pueden conservar
debido a que se les administré un estimulo nociceptivo (acido acético al 0.6%).
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c) Consideraciones técnicas:

1.

No hacer ruido durante el experimento, ya que se estd evaluando una conducta
que puede ser facilmente alterada por factores externos.

Se recomienda que al menos dos o tres personas observen al mismo tiempo al
raton, ya que se esta determinando un parametro subjetivo, el cual depende del
observador.

Es muy importante administrar primero al control con disolucién salina, con
la finalidad de caracterizar la respuesta que se va a evaluar (estiramientos y/o
contorsiones). Posteriormente, administrar las dosis de manera creciente del
diclofenaco.

Los animales deben ambientarse en la caja en la cual se realizara la observacion
de estiramientos y/o contorsiones.

Es recomendable no colocar un ratdn en una caja que previamente haya sido
utilizada por otro raton.

Si usted tiene 2 cajas de acrilico, mientras cuenta el nimero de estiramientos de
un raton en la caja 1, puede ir ambientando al siguiente raton en la caja 2.

V. Anadlisis de resultados

1. Capture los datos en los cuadros que se presentan a continuacion.

Control (disolucion salina)

Tiempo

Numero de estiramientos (por equipo) Total Promedio EEM
p. 3 4 5 6

(min)
0

5

10

15

20

Total

Promedio

EEM

Guion de Practicas. Farmacologia I I

39



Diclofenaco (1 mg/kg)

Total Promedio EEM

Tiempo Numero de estiramientos (por equipo)

2 3 4 5 6

(min)

10
15
20
Total
Promedio
EEM

Diclofenaco (3 mg/kg)

Total Promedio EEM

Tiempo Numero de estiramientos (por equipo)

2 3 4 5 6

(min)
0
5
10
15
20
Total
Promedio
EEM

Diclofenaco (10 mg/kg)

Total Promedio EEM

Tiempo Numero de estiramientos (por equipo)

p 3 4 5 6

(min)
0
5
10
15
20
Total

Promedio
EEM

IDr. Andrés Navarrete Castro

40



Diclofenaco (30 mg/kg)

Tiempo Numero de estiramientos (por equipo) Total Promedio EEM

(min)

pi 3 4 5 6

20

Total

Promedio

EEM

2.

Realizar un curso temporal (nUmero de estiramientos vs tiempo), graficando el
promedio de estiramientos realizados en cada tiempo por los 6 ratones evaluados.
En la misma gréfica debera colocar el control de solucién salina y las cuatro dosis de
diclofenaco.

Realizar una grafica de barras en donde coloque los 5 grupos evaluados y en el eje Y
el promedio del numero total de estiramientos correspondiente a 6 animales por
grupo. En esta grafica debera anotar la diferencia estadistica correspondiente.

. Determinar la DEs, de la actividad antinociceptiva del diclofenaco por medio del

método de las areas bajo la curva.
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4. Farmacologia cardiovascular
en un sistema simulado

Numero de sesiones sugeridas: 2 sesiones (ejecucion y analisis).

Temas relacionados con el curso de teoria de Farmacologia ll:
Fisiologia del sistema cardiovascular. Farmacos que mejoran la
contractilidad cardiaca.

I. Introduccion

El corazén es un érgano muscular constituido por cuatro cavidades, 2 auriculas y
2 ventriculos, su principal funcion es el transporte y la distribucidon de sustratos
metabolicos (O,, glucosa, aminoacidos, etc.) a los tejidos y de productos de desecho
(CO,, acido lactico, entre otros). Este tejido posee propiedades eléctricas y mediante
bombas e intercambiadores se mantiene un gradiente de concentracién adecuado
tanto en células no marcapaso como en marcapaso. El corazén esta inervado por el
Sistema Nervioso Simpatico y Parasimpatico, dependiendo de la estimulacién se
puede liberar noradrenalina (NA) o acetilcolina (ACh) respectivamente. Esto trae como
consecuencia que se genere un proceso de contraccion o relajacion.

El corazén tiene un ciclo cardiaco constituido por una serie de eventos cardiacos; se
denominasistole ala contraccién ventriculary expulsion, y didstole a la relajacién ventricular
y llenado. El ciclo cardiaco tiene una regulaciéon neural por estimulacion simpatica (efecto
cronotropico, inotrépico y dromotrépico positivo) y parasimpdtica (efecto cronotrépico
y dromotrépico negativo), asi como una regulacion humoral dada por adrenalina,
angiotensina Il, vasopresina y aldosterona.
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En la presente practica se utilizara un sistema simulado en la computadora, el alumno
podrd administrar de manera directa algunos farmacos con efectos directos en el
corazon.

Il. Objetivo
El objetivo de esta practica es:

1. Comprender los efectos de los sistemas nerviosos simpatico y parasimpatico
sobre la frecuencia cardiaca mediante la administracion de sustancias sobre el
corazon en un sistema simulado.

I1l. Material
a) Software

Se utilizara el software PhysioEx 6.0 Laboratory Experiments in Physiology. Este
software acompana al libro Physioex 6.0 para fisiologia humana: Simulaciones
de laboratorio de fisiologia, editado por Pearson Addison-Wesley.

El software debera ser ejecutado en una PC o compatible con Microsoft Windows
98 o posterior, Internet Explorer 6.0 o superior y Adobe Flash Player 6 o superior.

IV. Procedimiento
a) Manejo del software PhysioEx 6.0

1. Insertar el CD-Rom PhysioEx 6.0 en la unidad CD-Rom de la PC. Si la PC tiene
activada la opcion de reproduccién automatica, se observara el navegador de
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internet con el inicio del programa. En caso contrario deberd explorar la unidad
y ejecutar el programa Start_PhysioEx6.0.exe

Nota: En caso de que no se observe el reloj con la leyenda PhysioEx 6.0 en el centro
de la pantalla inicial, se deberd instalar el programa Adobe Flash Player. Recuerde
que en una PC con Windows XP debera haber iniciado la sesion como Administrador.

2. Oprima sobre el botén PROCEED y en la siguiente pantalla sobre AGREE y
posteriormente sobre MAIN MENU para tener acceso al menu de los médulos
del programa.
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5.

Seleccione el médulo 6. FROG CARDIOVASCULAR PHYSIOLOGY.

En la pantalla siguiente seleccione en el menu EXPERIMENT, la opcion MODIFIERS
OF HEART RATE, y a continuacién aparecerala pantallasobre la cual se desarrollara
la presente practica.

Las partes que componen el médulo sobre el cual se desarrollara la practica, se
muestran en la siguiente figura.
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b) Desarrollo de la practica de simulacion en el software PhyisioEx 6.0

1.

Seleccione el gotero de Pilocarpina (Pilocarpine) y arrastrelo hacia el corazén.
Observara como el gotero suministrara el farmaco sobre el corazony la frecuencia
cardiaca comenzard a cambiar (el indicador de cambio de la frecuencia muestra
la leyenda Heart Rate Changing).

Cuando el indicador de cambio de la frecuencia muestra la leyenda Heart Rate
Stable, oprima sobre el botén Record Data del cuadro de registro de datos. En
el cuadro se mostrara la sustancia y la frecuencia obtenida con la Pilocarpina.

Oprima sobre el botéon de disoluciéon Ringer a 23°C (23° Ringers) para iniciar
el lavado de la preparaciéon. Cuando el indicador de cambio de la frecuencia
muestra la leyenda Heart Rate Normal, |la preparacién esta lista para ensayar
otra sustancia.

Realice los pasos 1 a 3 con las sustancias restantes: Atropina (Atropine),
Adrenalina (Epinephrine), Digital (Digitalis), iones calcio (Calcium ions), iones
sodio (Sodium ions) e iones potasio (Potassium ions).

Realice los pasos 1 a 3 con disolucién Ringer a diferentes temperaturas para
observar el efecto de la temperatura sobre la frecuencia cardiaca.
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V. Analisis de resultados

1. Capture los datos en el cuadro que se presenta a continuacion.

Efecto de farmacos, sustancias y la temperatura sobre la frecuencia cardiaca

’ ) Frecuencia ; _ Frecuencia
Nam. Sustancia ) Nam. Sustancia )
cardiaca cardiaca
0 Control Disolucién
1 Pilocarpina 1 Ringer a 5°C
2 Atropina Disolucién
- 2
3 Adrenalina Ringer a 23°C
4 Digitalis 3 Disolucion
5 lones calcio Ringer a 32°C
6 lones sodio
7 lones potasio

48

2. Explique brevemente el porqué del efecto de las sustancias y temperatura sobre
la frecuencia cardiaca, de acuerdo con el mecanismo de accién de las mismas.

3. Analice el efecto de las sustancias administradas de acuerdo con el sistema.

VI. Bibliografia

1. DiFrancesco D. (2006). Funny channels in the control of cardiac rhythm and mode of
action of selective blockers. Pharmacological Research, 53(5):399-406.

2. Page C, Curtis M, Sutter M, Walker M y Hoffman B. (2004). Integrated Pharmacology.
2nd Edition. Mosby, Espana.

3. Rang H, Dale M, Ritter J, y Flower R. (2007). Pharmacology. 6th Edition. Churchill
Livingstone, EUA.

4. Stabler T, Peterson G y Smith L. (2006). PhysioEx 6.0 para fisiologia humana.
Simulaciones de laboratorio de fisiologia. Pearson Addison-Wesley, Espana.
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5. Efecto diurético y su influencia sobre
la presion arterial y frecuencia cardiaca

Numero de sesiones sugeridas: 2 sesiones (ejecucion y analisis).

Tema relacionado con el curso de teoria de Farmacologia ll:
Farmacos que afectan la funcion renal y la presion arterial.

l. Introduccion

Los diuréticos son farmacos que favorecen la diuresis por su acciéon sobre el contenido
de orina excretada. Estos farmacos disminuyen la reabsorcion tubular de Na* y otros
cationes como K*, H*, Ca**, Mg?* asi como algunos aniones como CI’, HCO;" y H,PO,’,
ademas de acido urico. Estos farmacos actuan en la unidad funcional del rifndn, la
nefrona, la cual esta constituida por un tubulo contorneado proximal, elasadeHenleyun
tubulo contorneado distal, asi como un tubulo colector. A lo largo de la nefrona existe
un intercambio i6nico entre la membrana basolateral y la luminal, varios mecanismos
de transporte participan en la eliminacion y concentracion electrolitica de la orina.

Los farmacos diuréticos actian en diferentes sitios de la nefrona, ya sea modificando
la osmolaridad, como inhibidores de canales de Na*, inhibidores de cotransportadores,
como inhibidores de la enzima anhidrasa carbénica o como antagonistas a
mineralocorticoides.

Debido a que la filtracion glomerular esta relacionada con la cantidad de plasma
filtrada en el rindn, este 6rgano es el responsable de la regulacion de la cantidad de
constituyentes que pasan de la luz tubular a la sangre y por consiguiente de los efectos
cardiovasculares. Por lo anterior, estos farmacos son muy utiles para numerosos
procesos patoldgicos como la hipertensién, la insuficiencia cardiaca, la insuficiencia
renal y el sindrome nefrético.

En esta practica se determinara la influencia de sustancias diuréticas naturales sobre la
presion y pulso arterial en voluntarios sanos.
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Il. Objetivo

El objetivo de esta practica es:

1. Determinar el efecto de diferentes sustancias utilizadas como agentes diuréticos
sobre la presion y pulso arterial en voluntarios sanos.

Ill. Material

a)

Sujetos de estudio

Criterios de inclusion:Voluntarios adultos jovenes sanos, de 18 a 25 afnos de edad,
de 50-70 kg de peso, preferentemente del género masculino.

Criterios de exclusion: No entraran en el grupo personas con problemas
gastrointestinales (Ulcera gastroduodenal, gastritis), historia de alergias,
problemas en su funcién renal o intolerancia a las sustancias que se utilizaran,
mujeres con problemas de hemorragias o menstruando, ni sujetos que hayan
tomadomedicamentosenlas ultimas 24 horas. Cualquiera de estas contingencias
debe ser informada al profesor.

Todos los voluntarios deberdn contar con el Formato de Consentimiento
Informado, firmado por el voluntario, un testigo y los profesores de laboratorio.
El original lo entregaran a su profesor y conservaran una copia (ver Apéndice Il).

b) Materiales, cristaleria 'y equipo

)

- Una probeta graduada de 1000 mL
- Unbaumandémetro

Sustancias

- Agua potable

- Café

Prepare por decoccién durante 5 min o percolacién a partir de 50 g de café
de grano molido (no utilizar café soluble o descafeinado) en un litro de agua
potable.

- Agua de flores de Jamaica

Coloque 50 g deflores de Jamaica en 500 mL de aguay extraiga por decoccién
durante 5 min, filtre y lleve a un volumen de 1000 mL con agua potable.
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IV. Procedimiento

1. Los voluntarios deberdn orinar antes de comenzar el protocolo experimental y
medir el volumen de orina (vaciamiento de vejiga).

2. Seles realizara la toma de la presién arterial y la frecuencia cardiaca a los voluntarios
mediante el baumandémetro, siguiendo las instrucciones que acompanan al equipo.
Estos valores se consideraran como los valores basales por individuo. Se recomienda
que los voluntarios estén en reposo al menos 15 min antes de la toma de fa presion
arterial.

3. Aleatoriamente asignados los tratamientos, los voluntarios tomaran 250 mL de:

a) Agua potable
b) Café
¢) Agua de flores de Jamaica

4. Trascurridos 30 min después de la toma de los tratamientos, los voluntarios
deben orinar, midiendo el volumen de orina excretada. Posteriormente
se les tomara la presion arterial y la frecuencia cardiaca.

5. Se repite el procedimiento anterior transcurridos 60, 90 y 120 min después de la
toma de los tratamientos.
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V. Analisis de resultados

1. Capture los datos en el cuadro que se presenta a continuacion. Use una tabla por
voluntario.

Efecto de sustancias diuréticas sobre la presion arterial y frecuencia cardiaca

TRATAMIENTO

TIEMPO (min)

VOLUMEN DE
ORINA (mL)

FRECUENCIA
CARDIACA
(latidos/min)

PRESION ARTERIAL (mm Hg)

SISTOLICA

DIASTOLICA

Agua potable

Basal

30

60

90

120

Café

Basal

30

60

90

120

Agua de flores de

Jamaica

Basal

30

60

90

120

2. Construya las curvas temporales del efecto de las sustancias sobre la presién arterial,

frecuencia cardiaca y volumen de orina.

3. Determine el tiempo del maximo efecto y la duracién del mismo.

4. Determine estadisticamente si hay diferencia entre los tratamientos, y entre
los tiempos de un mismo tratamiento con respecto a su estado basal. Aplique
las pruebas estadisticas correspondientes.

5. Concluya sobre el efecto de las sustancias sobre cada parametro medido, de acuerdo
al posible mecanismo de accion de las mismas.
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6. Determinacién del efecto hipoglucemiante
de la insulina en un sistema simulado

Numero de sesiones sugeridas: 1 sesidon (ejecucion y analisis).

Tema relacionado con el curso de teoria de Farmacologia Il: FArmacos
en el tratamiento de la diabetes mellitus y la obesidad.

I. Introduccion

La insulina es una hormona que se produce en el pancreas (células B) a través de
la estimulacién de las inervaciones adrenérgicas y colinérgicas, asi como por la
activacion que ejerce la glucosa en los receptores GLUT2. Esta hormona controla el
metabolismo intermediario; favorece la captacion, utilizacién y almacenamiento de
glucosa, aminoacidos y lipidos después de la ingesta. Ademas, inhibe la degradacion
de glucégeno, grasas y proteinas. Muchas de estas acciones dependen del efecto de la
hormona sobre la transcripcion de genes.

La insulina actia en receptores tirosincinasa, los cuales estan conformados por un
tetramero, por dos subunidades a y dos subunidades B3, las cuales, al ser acopladas a la
insulina, se fusionan entre si permitiendo la autofosforilacion de la unidad § de ambas.
Estos receptores involucran dos vias de sefalizacién, como activadores de mitégeno
(MAPK) y la via de la fosfatidilinositol-3-cinasa (IP;K).

Ladisminucion en lasecrecion o actividad delainsulinagenera un desorden metabélico
de carbohidratos, lipidos y proteinas, esta alteracion es conocida como diabetes. La
diabetes mellitus es una alteracién de la cantidad de insulina (disfuncién de células 3)
asi como de la funcion de la hormona (resistencia a la insulina). La diabetes se clasifica
como tipo 1 cuando hay deficiencia de insulina absolutay tipo 2 cuando hay deficiencia
de insulina relativa (niveles séricos de insulina elevados, normales o reducidos).

En esta practica se estudiara el efecto de la insulina en ratas diabéticas en un sistema
simulado.
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Il. Objetivo
El objetivo de esta practica es:

1. Determinary cuantificarelefecto hipoglucemiantedelainsulinaenratasdiabetizadas
con Aloxan en un sistema simulado.

Ill. Material

a) Software

Se utilizard el software PhysioEx 6.0 Laboratory Experiments in Physiology. Este
software acompana al libro PhysioEx 6.0 para fisiologia humana: Simulaciones
de laboratorio de fisiologia, editado por Pearson Addison-Wesley.

El software debera ser ejecutado en una PC o compatible con Microsoft
Windows 98 o posterior, Internet Explorer 6.0 o superior y Adobe Flash
Player 6 o superior.

IV. Procedimiento
a) Manejo del software PhysioEx 6.0

1. Insertar el CD-Rom PhysioEx 6.0 en la unidad CD-Rom de la PCy continuar con
los pasos 1y 2 de la practica 5. FARMACOLOGIA CARDIOVASCULAR EN UN
SISTEMA SIMULADO.

2. Enelmenudelos médulos o MAIN MENU seleccione el médulo 4. ENDOCRINE
SYSTEM PHYSIOLOGY.

3. Enla pantalla siguiente seleccione en el menu EXPERIMENT, la opcion INSULIN
AND DIABETES - PART 1, y a continuacién aparecera la pantalla sobre la cual se
elaborara la curva estandar para el experimento simulado.
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b) Preparacion de la curva estandar de glucosa

1. En el siguiente esquema se identifican las partes del médulo a las que se hara
referencia en el procedimiento siguiente.
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2. Se colocan 5 tubos de ensayo en la gradilla, arrastrandolas con el raton.

3. Seagregaacadaunodelos5tubos,ladisolucion estandar de glucosa (Glucose
standard), posteriormente a los primeros 4 tubos se agrega agua desionizada
(Deionized water).

4. Se oprime el botén Mix y al terminar el mezclado, se oprime el botén Centrifuge y
posteriormente el botén Remove pellet, para centrifugar y eliminar el sélido precipitado.
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5. Seagrega el reactivo enzimatico de desarrollo de color (Enzime color reagent)
alos 5 tubos y se oprime el botén Incubate.

6. Se procedera ahora a leer las muestras en el espectrofotémetro. Se oprime
el botén Set Up del espectrofotdmetro y se abrira el portaceldas. Se coloca el
primer tubo arrastrandolo con el raton y se oprime el boton Analize. Después
delalectura, aparecerd el primer punto sobre la graficay la pantalla de lectura del
espectrofotdmetro indicard la absorbancia de la muestra (Optical density) y la
concentracion de glucosa en mg/dL.

7. Por ultimo, se coloca el tubo en la lavadora de tubos (Test tube washer) y se
oprime el botén Record data para registrar los datos en el cuadro destinado
para ello.

8. Serepiten los pasos 6y 7, omitiendo el botén Set up, con los cuatro tubos restantes.

9. Al terminar se oprime el botén Graph del espectrofotometro para obtener
la regresion lineal de la curva. Se procederd ahora al experimento de
hipoglucemiantes.

Guion de Practicas. Farmacologia I I

59



60

c) Experimento de hipoglucemiantes

1. En el menu del médulo se oprime en la opcion EXPERIMENT, y después en
la opcion INSULIN AND DIABETES - PART 2, y a continuacién aparecera la
pantalla sobre la cual se desarrollara el experimento.

2. En el siguiente esquema se identifican las partes del médulo a las que se hard
referencia en el procedimiento siguiente.

3. Para iniciar el experimento se administra disolucion salina (Saline) a la rata
control y Aloxan (Alloxan) a la rata problema, arrastrando con el ratén la jeringa
de la sustancia a la rata correspondiente.
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4. Setoma unamuestrade sangre a cada rata, comenzando por la rata control, con un
tubo de ensayo, arrastrando éste hacia la rata y colocandolo después en la gradilla.

5. Se administra a cada rata Insulina (Insulin) y se toma, a cada una de ellas, otra
muestra de sangre.

6. Se oprime el boton Obtain reagents, para ocultar a las ratas y mostrar los
reactivos que se utilizaran en el andlisis de las muestra de sangre.
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7. Se agrega a cada tubo y en el siguiente orden: agua desionizada (Deionized
water), hidroxido de bario (Barium hydroxide) y heparina (Heparin).

8. Seoprime el botén Mixy al terminar el mezclado, se oprime el botén Centrifuge
y posteriormente el botén Remove pellet, para centrifugar y eliminar el sélido
precipitado.

9. Se agrega el reactivo enzimdtico de desarrollo de color (Enzime color reagent)
a los 4 tubos y se oprime el boton Incubate.

10. Se procedera ahora a leer las muestras en el espectrofotémetro. Se oprime
el botén Set Up del espectrofotémetro y se abrira el portaceldas. Se coloca el
primer tubo arrastrandolo con el ratén y se oprime el botén Analize. Después
de la lectura, aparecera una linea sobre la grafica que indica la absorbancia de
la muestra (Optical density).
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11. Para obtener la concentracion de la muestra, se oprime el botén Graph glucose
standard y aparecera la curva estandar elaborada previamente, asi como una
linea roja que fungird como cursor. Se mueve el cursor hasta el cruce de la linea
de absorbancia (linea amarilla) y la curva estandar (linea blanca) para obtener por
interpolacién la concentracion de la muestra. Se oprime el botén Record data para
registrar el valor junto con las condiciones en que se obtuvo en el cuadro de datos.

12. Se repiten los pasos 10y 11 para las muestras restantes. Recuerde enviar el tubo
a la lavadora de tubos antes de continuar con las demas muestras.
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V. Analisis de resultados

1. Capture los datos en el cuadro que se presenta a continuacion.

Efecto hipoglucemiante de la insulina en un sistema simulado

Rata Muestra Absorbancia Conc. Glucosa
(mg/dL)
Control Sin insulina
Coninsulina
Problema Sin insulina
Coninsulina

2. Determine el efecto que provoca el Aloxan en ratas.

3. Determine el efecto que ejercié la insulina en ratas tratadas con Aloxan y en
ratas no tratadas con Aloxan.

4. Concluya sobre el efecto hipoglucemiante de la insulina.

VI. Bibliografia

1. Stabler T, Peterson G y Smith L. (2006). PhysioEx 6.0 para fisiologia humana.
Simulaciones de laboratorio de fisiologia. Pearson Addison-Wesley, Espafia.

2. Page C, Curtis M, Sutter M, Walker M y Hoffman B. (2004). Integrated Pharmacology.
2" Edition. Mosby, Espaia.

3. Rang H, Dale M, Ritter J, y Flower R. (2007). Pharmacology. 6" Edition. Churchill

Livingstone, EUA.
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(. Determinacion del efecto hipoglucemiante
de la glibenclamida en rata

Numero de sesiones sugeridas: 1 sesidon (ejecucion y analisis).

Temas relacionados con el curso de teoria de Farmacologia ll:
Farmacos en el tratamiento de la diabetes mellitus y la obesidad.

I. Introduccion

La diabetes mellitus tipo 2 es una patologia metabdlica que se caracteriza por el
aumento de los niveles de glucosa. La glucosa normalmente inicia la secrecion de
insulina con el aumento de la entrada de Ca*? a través de canales de K* dependientes
de ATP (Kup) localizados en la membrana plasmatica. La apertura y cierre de
estos canales estan determinados por el potencial de membrana en las células
del pancreas regulada a su vez por el canal Ky Cuando la célula B no esta estimulada,
los canales de Ky estan abiertos y el movimiento de los iones K* a través de ellos
produce un potencial de membrana negativo, como consecuencia los canales se
cierran. Cuando la concentracion de glucosa aumenta, ésta es captada por la célula'y
metabolizada. Los productos procedentes del metabolismo son los responsables del
cierre del canal K. La reduccion de la permeabilidad al K* en la célula B despolariza la
membrana plasmatica y abre los canales de Ca*? dependientes de voltaje, con lo cual
aumenta la concentracién de Ca*? intracelular y se induce la secreciéon de insulina.

Los hipoglucemiantes orales son farmacos antidiabéticos que disminuyen las
concentracionesdeglucosayde hemoglobinaglucosilada. Seclasifican en sulfonilureas,
analogos de meglitinidas, biguanidas, inhibidores de glucosidasa y glitazonas.
Particularmente, las sulfonilureas, como la glibenclamida, actian en un receptor de
sulfonilurea localizado en la membrana de las células 3, esto ocasiona que se bloqueen
los canales Ky» ocasionando una despolarizacién de la célula B y como consecuencia la
entrada de Ca*? estimulando los efectos que tiene la glucosa para inducir la secrecion
deinsulina.
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Continuando con el estudio de las sustancias hipoglucemiantes, en esta practica se
determinara el efecto hipoglucemiante de la glibenclamida en ratas normoglicémicas.

Il. Objetivo
El objetivo de esta practica es:

1. Determinar el efecto hipoglucemiante de la glibenclamida en ratas normoglicémicas.

lll. Material
1. Material biolégico

« 10ratas macho Wistar de 250-300 g de peso, con ayuno de 4 hy libre acceso
al agua

2. Materiales, cristaleria y equipo

« 1 cajadeacrilico
1 rejilla de alambre
- Balanza para animales de laboratorio
- 1 mango de bisturi con hoja
Marcador de tinta indeleble
Canula para administracion oral
- Jeringasde 1 mLy3 mL
«  Glucdmetro con tiras reactivas para cuantificar glucosa

3. Farmacos y reactivos

Disolucidn salina isotdnica
- Glibenclamida (10 mg/mL)

Pese 50 mg de glibenclamida, coléquelo en un vial, agregue una gota de
Tween 80 y adicione 5 mL de disolucion salina 0.9%. Disuelva para obtener
la disolucion de 10 mg/mL.
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IV. Procedimiento

a) Determinacion de la concentracién de glucosa sanguinea

1.
2.

Realizar una puncidn con una aguja en la vena caudal de la rata.

Colocar una gota de sangre en la tira reactiva para cuantificar la glucosa
sanguinea inicial para cada rata.

Siga las instrucciones del glucometro para determinar la concentracién de la
glucosa en sangre.

Para las siguientes mediciones de glucosa en sangre, introduzca la cola de la rata
en agua caliente (aproximadamente 40°C) durante unos segundos, retire, seque
y tome la muestra.

b) Administracion del farmaco y vehiculo

1.

La disolucion salina y la glibenclamida (dosis de 10 mg/kg) se administran por
via intragastrica con la canula.

c) Procedimiento

1.

Cada equipo contara con dos ratas, una de ellas sera la rata control y la segunda
serd la rata problema.

Se determina la concentracién de glucosa en sangre a ambas ratas como se
indicé anteriormente. Este valor serd la concentracién a tiempo igual a cero.

Por via intragastrica, se administra la disolucion salina (0.3 mL/100 g) a la rata
control y glibenclamida (10 mg/kg) a la rata problema.

Después de 30 minutos, se mide la concentracién de glucosa a las ratas y se les
administra un carga de glucosa de 2 g/kg de peso por via intragastrica (disuelva
2 g de glucosa en 1 mL de agua y administre 0.1 mL por kg de peso).

Se determina la concentracion de la glucosa en sangre a las ratas, a los 30, 60 y
90 min después de la administracion.
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V.

1.

Analisis de resultados

Capture los datos en el cuadro que se presenta a continuacion.

Concentracion sanguinea de glucosa (mg/dL)

68

Tiempo (min) RATAS CONTROL Promedio EEM
1 2 3 4 5
0
30
60
90
Tiempo (min) RATAS TRATADAS CON GLIBENCLAMIDA Promedio EEM
1 2 3 4 5
0
30
60
90
2. Construya el curso temporal de la concentracién de glucosa de las ratas control y de

las ratas tratadas con glibenclamida y calcule las areas bajo la curva.

Determine estadisticamente si existe diferencia significativa entre el grupo tratado y
el grupo control.

Concluya sobre el efecto de la glibenclamida en la concentracién sanguinea de
glucosa.

VI. Bibliografia

1.
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Livingstone, EUA.
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8. Determinacion del efecto antidiarreico
de la atropina en raton

Numero de sesiones sugeridas: 2 sesiones (ejecucion y analisis).

Temas relacionados con el curso de teoria de Farmacologia ll:
Farmacos que modifican la motilidad intestinal.

I. Introduccion

El aparato digestivo tiene funciones motoras, secretoras, digestivas, inmunoldgicas,
de absorcién y eliminacion. El aparato digestivo es regulado por el Sistema Nervioso
Entérico (SNE), el cual esta constituido por neuronas en la pared intestinal, un plexo
mientérico y submucoso, neuronas motoras, neuronas sensitivas e interneuronas.

Las neuronas localizadas en el SNE liberan acetilcolina (ACh), el éxido nitrico (NO),
sustancia P (SP), serotonina (5-HT), opioides, taquicininas y ATP, entre otros, quienes
regulan el proceso de contraccion y relajacion del intestino.

La motilidad intestinal es regulada por nervios que se dirigen hacia la médula espinal,
por lo que el SNC tiene una estrecha relacién con el SNE. Adicionalmente, existe una
gran regulacién del nervio vago sobre la respuesta motora gastrica en donde participa
importantemente el sistema colinérgico, siendo el principal mediador de la motilidad
la acetilcolina.

La diarrea se presenta por un cambio en la motilidad intestinal, debido a la presencia de
bacterias, parasitos, helmintos o virus. Algunos procesos inmunolégicos también estan
relacionados con la diarrea. En la presente practica se analizara uno de los sistemas
de neurotransmisién que interviene importantemente en cambios de la motilidad
intestinal como el sistema colinérgico.
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Il. Objetivo

El objetivo de esta practica es:

1. Determinar el efecto antidiarreico de la atropina en ratén, mediante la cuantificacion
del transito intestinal de carbén activado.

Ill. Material

1. Material biolégico

30 ratones ICR 0 CD1 de 20-30 g de peso con ayuno de 4 h y libre acceso a
agua

2. Materiales, cristaleria y equipo

Dos jeringas de 1 mL

Una caja de acrilico transparente con tapa
Una rejilla de alambre

Una balanza granataria para animales

Un crondmetro

Canula para administracion intragastrica
Una cinta métrica

Papel estraza o periodico

Equipo de diseccion

3. Farmacos y reactivos

Disolucién de Tween 80 al 2%

Disolver 1 mL de Tween 80 en 25 mL de agua destilada y llevar a un volumen
final de 50 mL

Disoluciones de atropina a 0.01, 0.03, 0.1 y 0.3 mg/mL en Tween 80 al 0.5%

Disolver 6.2 mg de sulfato de atropina monohidratado en 5 mL de agua y
aforar a un volumen de 10 mL. Esta disolucién equivale a una concentracion
de atropina base de 0.3 mg/mL. A partir de esta disolucién se sigue el
siguiente esquema para preparar las demds disoluciones, aforando los
matraces con disolucién de Tween 80 al 0.5%

Suspension de carboén activado al 3% en Tween 80 al 0.5%

Suspender 0.3 g de carbén activado en 10 mL de disolucion de Tween 80 al
0.5%. Antes de administrarse a los ratones, deberd resuspenderse cada vez.
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IV. Procedimiento

1. Hacer 6 grupos de 5 ratones cada uno. A cada ratén se le administrara una de las
disoluciones de atropina (una por raton) o el vehiculo. La administracion se realizara
a una razon de 0.1 mL de disolucién o vehiculo por cada 10 g de peso por via
intragastrica.

2. Transcurridos 15 min después de la administracion del tratamiento, se administrara
a cada raton 0.3 mL de la suspension de carboén activado por via intragastrica.

3. Transcurridos 15 min después de la administracion del carbén activado, se
sacrificaran los ratones en una camara de CO,, se disecara el intestino (del estémago
a la vélvula ileocecal), se estirara sin lesionarlo y se colocara sobre un papel.
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4. Se mide la distancia recorrida por el carbon activado y se calcula el porcentaje de

Recorrido

recorrido del carboén activado, por medio de la siguiente formula:

9% Recorrido =

V. Andlisis de resultados

1. Capture los datos en el cuadro que se presenta a continuacion.

Recorrido del carbdén activado en el intestino .

Longitud total del intestino delgado

Porcentaje de recorrido intestinal del carbdn activado

Dosis de
atropina
(mg/kg)

Grupo

4

Promedio

EEM

0
(control)

0.1

0.3

1

3

72
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2. Construir la curva dosis-respuesta del recorrido intestinal del carbén activado con
respecto a la dosis de atropina.

3. Determinar el modelo al que se ajustan los datos.
4. Calcular la DEs, de acuerdo con el modelo determinado en el inciso anterior.

5. Concluya sobre el efecto de la atropina.

VI. Observaciones

Eventualmente, enlugardesulfatodeatropinacomofarmacode prueba puede utilizarse
loperamida a las dosis de 1, 3, 5y 10 mg/kg. Para ello, pese 10.76 mg de clorhidrato de
loperamiday afore a un volumen de 10 mL con Tween 80 al 2%, la disolucién resultante
tendra una concentracion de 1 mg/mL.

VII. Bibliografia

1. Astudillo A, Hong E, Bye Ry Navarrete A. (2004). Antispasmodic Activity of extracts
and compounds of Acalypha Phleoides Cav. Phytotherapy Research, 18(2):102-106.

2. Page C, Curtis M, Sutter M, Walker M y Hoffman B. (2004). Integrated Pharmacology.
2" Edition. Mosby, Espaia.

3. Rang H, Dale M, Ritter J y Flower R. (2007). Pharmacology. 6" Edition. Churchill
Livingstone, EUA.

Guion de Practicas. Farmacologia I I

73






APENDICE I.
INSTRUCTIVO PARA EL USO DEL POLIGRAFO BIOPAC SYSTEM
MP-100

I. Materiales y reactivos

- Poligrafo Biopac System MP-100A-CE
Gas carbdgeno (oxigeno 95%-didxido de carbono 5%).

« Disolucion Krebs-Henseleit (KHS)

Disolucion Krebs-Henseleit (KHS)

D-glucosa CeH1,06 1.998 g
Sulfato de magnesio heptahidratado MgSO,+7H,0 0.2956 g
Dihidrogenofosfato de potasio KH,PO, 0.1632¢g

Cloruro de potasio KCl 0.351¢g

Cloruro de sodio NaCl 6.903 g

Hidrégenocarbonato de sodio NaHCO, 2149

EDTA disodico dihidratado Ci0H1405N,;Na2H,0 0.0117 g
Cloruro de calcio dihidratado CaCl»»2H,0 0.3677 g

Preparacion:Sedisuelventodaslas sales en aproximadamente 500 mLde aguadestilada.
Disolviendo en ultimo término al cloruro de calcio. Una vez disueltas las sales y sin
signos de precipitacion se lleva a un volumen de 1000 mL con agua destilada.

Disolucién de Acetilcolina 3x10° M
- Disolucién de Norepinefrina 1x10° M

. Disolucion de Carbacol 1x10* M
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Il. Procedimiento

A. Calibraciéon del poligrafo.

1. Se verifica que todos los canales estén firmemente conectados y ajustados.

2. Se enciende la computadora y el poligrafo oprimiendo el botén en la posicion ON.

3. Severificaqueelniveldeaguadel baforecirculadorcubralaresistenciaylabomba.Se
enciende y deja estabilizar la temperatura en 37+1°C. Este bafo proporciona el flujo
de agua que mantiene la temperatura de la disolucién KHS a dicha temperatura.
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4. En la pantalla de la computadora se selecciona el icono

parainiciar el programa BSL Pro 3.7, el cual registra los datos provenientes del poligrafo.

5. Al comenzar el programa se abre la ventana que se ilustra enseguida.

6. Para comenzar la configuracién del poligrafo se selecciona en el menu la opcion MP36,
y posteriormente la opcién Ajuste de canales que nos abrird una ventana emergente.
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7. En la ventana emergente Ajuste de canales, se activan los canales que se utilizaran
seleccionando las casillas Adquirir datos, Visualizar y Permitir valor con v para
cada canal CH,..

8. Para la calibracion de cada canal se oprime el boton y aparecerd la
siguiente ventana emergente.

9. En la ventana emergente Parametros del canal de entrada, puede cambiar la
Etiquete del Canal para una mejor identificacion del tejido en dicho canal, y para
calibrar, oprime el botén Calibrar y aparecera la ventana emergente Cambiar
parametros.
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10. En las casillas Valor de escala se colocan 0 (cero) y 2 (dos) y en Unidades se coloca
g (gramos) como se muestra a continuacion.

11. Con el valor Valor de escala = 0, se oprime el botén y el programa
automaticamente calculara el Valor de entrada (mV) correspondiente a 0 g (cero).
Con el valor Valor de escala = 2, se coloca una pesa de 2 gramos sobre el transductor
y se oprime el botén , el programa entonces, automaticamente, calculara el
valor Valor de entrada (mV) correspondiente a 2 g (dos gramos). Al terminar se
oprime el botén OK.

Este procedimiento se repite con cada canal que se utilizara.
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12. Continuando con la calibraciéon, se selecciona en el menu la opcién MP36, y
posteriormente la opcidn Ajuste Adquisicion.

13. Al seleccionar la opcién Ajuste Adquisicion se abrird la siguiente pantalla emergente.

14. En la pantalla emergente Ajuste Adquisicion, se seleccionard las opciones
Adquirir y Guardar una vez usando Disco duro. Posteriormente se seleccionara
Frecuencia de muestreo en 1.0 muestras /segundo, y en Tiempo de adquisicion
se seleccionard el maximo en horas, como se muestra a continuacion.
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15. El poligrafo ya esta calibrado y se puede seguir con el montaje del tejido.

B. Montaje del tejido.

1. Antes de montar el tejido se selecciona en el software BSL 3.7 se selecciona en el
menu la opcién MP36, y posteriormente la opcién Mostrar entrada.

2. Al seleccionar nos abrira una ventana emergente que muestra los valores que se
registran en el poligrafo.

En la ventana emergente se oprime el boton n y después el botén Propiedades.
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En esta ultima ventana se seleccionan Mostrar nimero de canales, Mostrar
unidades y Mostrar valores, y el tamafo de letra adecuado para su visualizacién
(se recomienda de 14 a18 puntos). Al terminar se oprime el boton OK.

3. Serealizala diseccién del tejido a utilizar de acuerdo con lo reportado en la literatura.
En caso de ileon o traquea de cobayo o aorta de rata, el tejido se cortara en anillos
para su montaje.

4. Para aorta y traquea, el tejido es sujetado por medio de ganchos de alambre
Nicromel como se muestra en la figura.
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Para ileon, el tejido es montado de acuerdo con la siguiente figura, insertando el
tejido en los ganchos:

5. Los ganchos, junto con el tejido, son colocados dentro de la cdmara de 6rgano
aislado previamente llena con KHS y con burbujeo constante de gas carbégeno,
como se muestra a continuacion.

6. Se le da una tensién a cada tejido de cada camara, por medio del tensor del
transductor de acuerdo con el siguiente cuadro.
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Tejido Tension

Aorta derata 4.0 gramos
Traquea de rata 1.5 gramos
ileon de rata 1.0 gramos

7. Se oprime el botdn Inicio para comenzar el registro del experimento.

8. Al oprimir el botén Inicio, comenzara el registro como se muestra a continuacion.
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9. Para personalizar las opciones de visualizacion se recomienda consultar el siguiente
cuadro.

Boton Nombre del boton Efecto

Modo Osciloscopio

(muestra todos los

canales juntos)

Modo Registro

(muestra cada canal
por separado)

Mostrar / Ocultar Journal

(Muestra / oculta la ventana
de anotaciones
en la parte inferior)

Mostrar / Ocultar Marcas

(Muestra / oculta la barra

de marcadores de evento.

Para agregar un marcador
se oprime la tecla F9)
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Boton Nombre del boton Efecto

Mostrar / Ocultar

Cuadricula

(Muestra / oculta la rejilla)

Escala vertical

Oprimir | (Cambia la visualizacion del
sobre el eje Y. Se recomienda un
ejey Scale Setting=1g)
Escala Horizontal
Oprimir
sobre el (Cambia la visualizacion del
eje X eje X. Se recomienda un

Scale = 15 minutos)

C. Estimulacidn del tejido para el experimento.

1. Una vez montados los tejidos se procederd a su estimulacion de acuerdo con el
siguiente cuadro.

Sustancia para Concentracion
estimulacion
Aorta de rata Noradrenalina 1x10° M
Traquea de cobayo Acetilcolina 3x10° M
ileon de rata Carbacol 1X10*M
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2. El cronograma de estimulacion y lavado de los tejidos se realizard como sigue.

Tiempo corrido (min) Actividad

0 Inicio (Oprimir el boton Start)
15 Lavado con KHS

30 Estimulacién 1y lavado con KHS
40 Lavado con KHS

50 Estimulacién 2y lavado con KHS
60 Lavado con KHS

70 Lavado con KHS

80 Inicio de las evaluaciones

3. En el minuto 80, se puede iniciar la evaluacion de las sustancias de acuerdo con lo
reportado en la literatura y con los objetivos establecidos.

lll. Bibliografia

1. Estrada S, et al. (1999). Nitric oxide/cGMP mediates the spasmolytic action
of 3,4’-dihydroxy-5,5"- imethoxybibenzyl from Scaphyglottis livida. Planta
Meédica. 65(2):109-114.

2. Hsieh G, etal.(2003).YC-1 potentiates the nitric oxide/cyclic GMP pathway in
corpus cavernosum and facilitates penile erection in rats. European Journal
of Pharmacology. 458:83-189.

3. Sanchez-Mendoza M, et al. (2007). Mechanisms of relaxant action of a crude
hexane extract of Gnaphalium liebmannii in guinea pig tracheal smooth
muscle. Journal of Ethnopharmacology. 111:142-147.
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APENDICE II.
FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
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