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...farmacia,
que no sigas
vendiendo
la esperanza,
y que sean
victorias
de la vida,
de toda
vida
humana
contra
la poderosa
muerte,
tus victorias.
Y asi seran mejores
tus laureles,
seran mas olorosos tus sulfatos,
mas azul el azul de metileno
y mas dulce la paz de la quinina.

(Pablo Neruda, Oda a la farmacia)
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INTRODUCCION

La reduccién parcial severa, o la suspension total del flujo sanguineo cerebral, produce
(dependiendo de la duracion) una lesion severa (necrosis tisular), irreversible en el tejido cerebral.
Sin embargo, el tejido cerebral ubicado alrededor de la zona de infarto es viable y susceptible al

tratamiento farmacolégico.

A la fecha, el manejo terapéutico de la enfermedad vascular cerebral esta orientado a la
prevencion del primer evento y a evitar su recurrencia a través de la eliminacion de los factores de
riesgo. Con la aplicacion de esta estrategia se ha logrado una disminucién aceptable en la
incidencia de este padecimientoso. La terapia postinfarto sélo se refiere a las medidas generales de
sostén y a la disminucién de la presion intracraneal. Sin embargo, recientemente, se aprobo6 la
trombolisis con la administracion temprana del activador del plasminogeno tisular (rtPA), que
favorece la reperfusién temprana de la zona infartada®'. El rtPA es actualmente la Gnica opcion
disponible para el tratamiento en la fase aguda del evento cerebrovascular, ya que los farmacos

denominados neuroprotectores carecen de eficacias clinica.

Tanto la identificacion como la caracterizacién de las consecuencias del dano isquémico
resultan dificiles de modelar en animales, particularmente al emplear roedores, debido a la
complejidad de los efectos y, en algunos casos, a la sutileza de éstos. Lo anterior, dificulta la
obtencién de datos que permitan determinar la presencia, cuantificacion de la severidad y
descripcion de la evolucion de las alteraciones inducidas por la isquemia cerebral, asi como los
resultados de la intervencion farmacologica a largo plazo. Experimentalmente se han probado
moléculas capaces de reducir el dafio estructural, es decir, el volumen del infarto, en animales de
laboratorio, conocidas como neuroprotectoras; sin embargo, al emplearse en la clinica como parte
del tratamiento en la fase aguda, se observan escasos efectos en la reduccion del indice de
mortalidad, asi como poca efectividad en la limitacién de la disfuncién neuroldgica en los pacientes

con infarto cerebral.

Con todo lo anterior, en este trabajo se decidid6 emplear el modelo de ileon aislado de
cobayo in vitro con el propésito de reducir los costos que genera la experimentacion con animales,
ademas de disminuir el gran nimero de animales que se utilizan en este tipo de investigaciones.
Por otro lado la utilizacién el ileon nos ha permitido mantener durante largos periodos de tiempo la
evaluacion del padecimiento, ya que por las caracteristicas anatomicas del plexo, nos permite
tener al musculo y a las neuronas funcionales, permitiéndonos la evaluacion de las alteraciones en

ambos tipos celulares de manera simultanea.
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I. MARCO TEORICO

1. ENFERMEDAD VASCULAR CEREBRAL

1.1 DEFINICION

La enfermedad vascular cerebral (EVC) constituye la tercera causa de muerte en
los paises industrializados, y es considerada como la primera causa de invalidez a nivel
mundial. Segun la estadistica de mortalidad en México, la enfermedad vascular cerebral
forma parte de las diez primeras causas de mortalidad. En EUA se considera que
aproximadamente 500,000 a 700,000 casos nuevos aparecen en un afo y cuyo costo de

atencién asciende a 30 billones de délares en ese pais’.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Enfermedad Vascular
Cerebral (EVC) 6 Accidente Vascular Cerebral (AVC) se define como un sindrome clinico
caracterizado por el rapido desarrollo de sintomas y/o signos correspondientes

usualmente a afeccién neuroldgica focal, sin otra causa aparente que el origen vascular.

El término latino “Ictus”, que al igual que su correspondiente anglosajona “stroke”

significa “golpe”, y describen perfectamente el carécter brusco y subito del proceso®.

Es de vital importancia reconocer que la EVC, como sindrome completo, es
producida por una gran cantidad de patologias diversas, que terminan en la oclusion y/o
ruptura de un vaso arterial 6 venoso. Esto ocasiona la reduccion o suspensién total del

flujo sanguineo hacia el cerebro y produce lesion irreversible (necrosis) del tejido cerebral.

Un accidente cerebrovascular ocurre cuando se interrumpe el suministro de sangre

a una parte del cerebro o cuando un vaso sanguineo en el cerebro se rompe, derramando
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sangre. De la misma forma que se dice que una persona que sufre una pérdida de flujo
sanguineo al corazon tiene un atagque cardiaco, puede decirse que una persona con una
pérdida de flujo sanguineo al cerebro o una hemorragia repentina en el cerebro tiene un

"ataque cerebral” o sufre un accidente cerebrovascular'.

1.2. CLASIFICACION

En 1990 fue propuesta la Il Clasificacion de Enfermedades Cerebrovasculares,
por el National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke
(NINCDS, 1990) con la finalidad de definir de forma precisa los tipos de accidentes
vasculares cerebrales, asi como los diversos aspectos etiolégicos, patogénicos y

diagnosticos.

ISQUEMIA . HEMORRAGIA

Figura 1. Clasificacion de los Accidentes Vasculares Cerebrales segun su etiologia.
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Segun su presentacion clinica, la enfermedad vascular cerebral puede ser
“asintomatica” o “sintomatica”. Segun su naturaleza, se puede presentar como
hemorragica o isquémica, en una proporcién del 16% para la primera y el 84% para la
segunda®. La diferencia entre una y otra es la presencia o ausencia de sangre,

respectivamente, (Fig. 1).

a. Hemorragia cerebral: ésta se produce por la ruptura de un vaso sanguineo. La
hemorragia puede ser dentro de los hemisferios cerebrales, tallo cerebral o cerebelo
denominandose ‘“intraparenquimal”, o bien, en el espacio subaracnoideo sobre la
superficie cerebral denominandose “subaracnoidea”. La intraparenquimal se presenta en
un 10% del total de las hemorragias cerebrales en tanto que la subaracnoidea soélo
representa el 6%. La causa mas frecuente de ruptura de un vaso sanguineo cerebral es la
presencia de un aneurisma (dilatacion permanente de una arteria ocasionada por la

debilidad de su pared)®*.

b. Isquemia cerebral: se produce por la disminucion o interrupcion del flujo
sanguineo a una area del cerebro y puede deberse a una reduccién de la presion de
perfusidbn o ser secundaria a una obstruccién de vasos de pequefio o gran calibre. En
base a la localizacién anatémica y al tamafo preciso de la lesibn a que da lugar, la
isquemia que involucra al cerebro completo y ocurre durante un ataque cardiaco o
hipotension sistémica severa se denomina “isquemia cerebral global”, y aquella que afecta
regiones restringidas del cerebro y ocurre en una amplia variedad de cuadros clinicos, se

denomina “isquemia cerebral focal™.

El mecanismo que produce la obstruccion o disminucion en el flujo sanguineo al

cerebro puede deberse a:
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» Arteriosclerosis: es una patologia que consiste en la acumulacién progresiva de
calcio, colesterol y otras grasas en la pared de las arterias (placas de ateroma), lo
que provoca que se vuelvan rigidas. En ciertas zonas de las arterias el
estrechamiento puntual es mas intenso, llegando a ocluir casi por completo el paso

de sangre al cerebro.

+ Trombosis cerebral: es producida como consecuencia de una zona obstruida por
placas de ateroma que llevan a la formacién de una agregacion plaquetaria,
formando coagulos o trombos que impiden la circulacién sanguinea en ésa area.

La trombosis ocupa el mayor porcentaje (53%) de las isquemias cerebrales.

+ Embolia cerebral: es producida por algunos trombos se pueden liberar llegando a
arterias mas pequefas por las que no pueden pasar, las bloquean totalmente
impidiendo el flujo de sangre. Esta situacibn es muy grave ya que puede
evolucionar a la muerte de las células cerebrales implicadas y por ende la pérdida

irreversible de las mismas.

» Hipoxia: generalmente se produce por hipotensién y poca perfusién lo cual causa

un infarto sin oclusién vascular (Figura 2).

Independientemente de su origen, las EVC pueden ocurrir a cualquier edad y por
diversas causas que incluyen enfermedades cardiacas, traumas, infecciones,

deformaciones vasculares, desérdenes inmunolégicos y toxinas exégena®’.
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Figura 2. Tipos de infartos.

Generalmente el tiempo de instalacion de los sindromes isquémicos cerebrales es
breve (minutos u horas). Asi, si la duracion es menor de 24 horas, se recupera
espontaneamente y no hay secuelas. En este caso se trata de isquemia cerebral
transitoria o ataque isquémico transitorio (TIA). Por otro lado, si los sintomas persisten, se
considera como isquemia cerebral permanente o infarto isquémico cerebral (ClI)®.
Aproximadamente el 10% de los infartos isquémicos es precedido por un TIA, y el 40% de

los pacientes que experimentan un TIA presentan un infarto posterior. El infarto puede
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desarrollarse en vasos sanguineos pequenos profundos del cerebro conocido como
infarto de pequenos vasos o bien; en vasos principales en la superficie del cerebro,

conocido como infarto de grandes vasos.

1.3. EVENTOS VASCULARES Y CELULARES EN LA ISQUEMIA

Uno de los principales logros de la neurologia vascular moderna es la descripcion
y la comprension de los cambios vasculares, celulares, eléctricos y bioquimicos que
constituyen la cascada de eventos bioquimicos que suceden después de la disminucion
del FSC®. El metabolismo y la viabilidad del tejido cerebral dependen principalmente del
aporte de oxigeno y nutrientes a través de la circulacion cerebral, con su intrincada red de
ramas colaterales que suplen la irrigacion en caso de necesidad y de estrictas medidas de

autorregulacion'.

Para comprender la evolucién y consecuentemente el evento isquémico se debe
considerar el FSC'". Un flujo sanguineo normal de 50 a 55 ml/min/100 g de tejido
garantiza la actividad eléctrica de las neuronas y la preservacion de sus funciones
biosintéticas. Después de la aparicion de una isquemia cerebral es posible observar dos
regiones morfoldgicas de importancia fisiologica para el desarrollo del dafio debido a que
la reduccién del flujo sanguineo no es homogénea en el territorio isquémico'® ' '*. Ambas
zonas seran determinadas por la extensién del tejido cerebral que sufre de la disminucién

de sangre secundaria a la oclusion del vaso sanguineo durante la isquemia (Figura 3).
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Figura 3. Zonas morfoldgicas secundarias a la privacion del flujo sanguineo cerebral.

La primera region es denominada nucleo del infarto donde el flujo sanguineo
cerebral disminuye a 10 ml/min/100 g de tejido o menos que corresponde al < 20% del
FSC normal y el dafio neuronal puede ser irreversible. Después de 30 minutos, sus
neuronas comienzan a perder gradientes idnicos, se despolarizan y mueren por procesos
necroéticos inmediatos. La segunda region localizada en la periferia del nucleo isquémico,
es denominada penumbra isquémica, en donde la reduccion del flujo sanguineo cerebral
es hasta de 10 a 25 ml/min/100 g de tejido (< 50% del FSC normal) y la evolucion a
irreversible es menos rapida (Figura 4)' . En las neuronas se deteriora su capacidad
para generar potenciales de accion pero se mantienen gradientes iénicos intactos hasta
que la produccion de trifosfato de adenosina (ATP) cae por debajo del 50% de sus niveles

normales®.
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Figura 4. Efectos de la reduccion del Flujo Sanguineo Cerebral.

La zona de penumbra es una zona potencialmente viable, en la que la integridad
de la membrana celular se preserva y puede ser rescatada de su conversion a ndcleo
isquémico (Figura 5). Aun cuando es un fendmeno relativamente progresivo debido a la
excitotoxicidad en curso o a un fendmeno deletéreo secundario como despolarizacion

expansiva, inflamacién post-isquémica, apoptosis o necrosis tardia'> *.
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Figura 5. Evolucién temporal de la zona de penumbra a nicleo isquémico.

Loégicamente, el periodo de tiempo durante el cudl la penumbra persiste representa
una ventana de oportunidad terapéutica potencial que depende fundamentalmente de la
severidad de la isquemia, del flujo sanguineo cerebral proveniente de colaterales, de la
vulnerabilidad selectiva del tejido neuronal afectado y de factores sistémicos, tales como

la glucemia sérica, la presién arterial sistémica y la temperatura corporal* "9

1.4. EVENTOS ELECTRICOS EN LA ISQUEMIA CEREBRAL

En las primeras fases de la isquemia se observan diversas alteraciones en la
electrofisiologia cerebral: disminucion de la amplitud, disminucion en la velocidad de las
sefnales electroencefalogréaficas espontaneas, y disminucién de los potenciales evocados
somatosensoriales. A medida que la isquemia progresa se produce un fallo eléctrico. No
todas las regiones cerebrales, ni todas las células del SNC presentan la misma

vulnerabilidad selectiva frente a la isquemia (las neuronas son mas sensibles que las
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células gliales como oligodendrocitos y astrocitos), por lo que el desarrollo de muerte
celular e infarto puede variar de minutos a horas®. En varios tejidos del SNC se presenta
un cambio bifasico del potencial de membrana por la inhibicién de la fosforilacion
oxidativa. La hiperpolarizacion transitoria es seguida por una despolarizacién terminal,

finalmente irreversible'®.

1.5. FISIOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA CEREBRAL

La falta absoluta de oxigeno y glucosa al tejido neuronal activa una serie de
cascadas patoldgicas que conllevan a la produccion de la muerte neuronal. Entre estas
vias con un papel critico en el dano isquémico, especialmente en la zona de penumbra,
estan la sobreactivacion de receptores de glutamato, la acumulacion intracelular de iones
calcio, la activacion de células inflamatorias, el aumento de la produccion de radicales

libres y procesos patolégicos de apoptosis (Figura 6)°.
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Figura 6. Cascada de eventos que se desencadenan durante la isquemia cerebral.

La cascada de eventos que se desencadenan durante la isquemia es muy

compleja, pero puede explicarse de la siguiente manera.

La isquemia cerebral aguda inicia con la falla energética relacionada con la
interrupcion de los procesos de fosforilacion oxidativa y una disminucion de ATP, lo cual

origina una disfuncién de las bombas iénicas (bombas de sodio-potasio ATPasa y otras
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bombas ibnicas dependientes de energia) y una perdida progresiva del potencial de
membrana. En estas condiciones, las neuronas y las células gliales se despolarizan
(despolarizacion andxica) por la entrada excesiva de sodio, cloro, calcio y agua al
citoplasma®, asi como la salida de potasio; incrementando la concentracién de potasio
extracelular®'. La falla energética y la despolarizaciéon andxica ocasionan la liberacién de
cantidades excesivas de glutamato y otros aminoacidos excitadores en el espacio
sinaptico®, que estimulan a los receptores AMPA, NMDA. La sobre-estimulacién de los
receptores NMDA induce un incremento en las concentraciones de calcio intracelular'
que activa una serie de enzimas (proteincinasas, proteasas, fosfolipasas, endonucleasas,
proteinfosfatasas, y sintasas del oxido nitrico) e induce la formacion excesiva de radicales

libres® produciendo muerte neuronal. (Figura 6).

1.6. SINTOMAS CLINICOS

Si el tejido cerebral es privado de sangre y oxigeno durante dos horas o mas, las
células cerebrales mueren y no pueden ser sustituidas. De esta manera las partes del
cuerpo que son controladas por el area afectada del cerebro presentan disfunciones. Esta
pérdida de la funcién, puede ser temporal o permanente segun la severidad del evento
isquémico. Los sintomas producidos por un infarto cerebral dependen del lugar en el que
se produzca la disminucién del flujo sanguineo, asi como de la intensidad y extension de
la isquemia. Conviene recordar que el principal aporte de sangre al cerebro se consigue
mediante las dos arterias carétidas y las dos arterias vertebrales que se unen formando el
tronco basilar; mismo que en la base del craneo establecen una comunicacion formando

el poligono de Willis.

Los principales sintomas que se producen durante un infarto cerebral son:
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+ Cefalea intensa y repentina de origen desconocido.

+ Entumecimiento u hormigueo en el brazo, la pierna o el rostro; generalmente de un
lado del cuerpo.

» Debilidad o pardlisis del brazo, la pierna o el rostro; generalmente de un lado del
cuerpo.

* Incapacidad para caminar y/o ataxia.

» Vista nublada en uno o ambos ojos.

» Tinnitus y/o hipoacusia.

+ Dislexia.

» Mareo, confusién, desmayo o coma.

1.7. DIAGNOSTICO

En la mayoria de los casos, los médicos detectan la enfermedad mediante una
exploracién de rutina, a partir de la historia clinica y de los sintomas que presenta el
sujeto. Ocasionalmente, la obstruccién de la arteria carétida produce un soplo que se
puede escuchar colocando un estetoscopio en el cuello encima de la misma; sin embargo,

no siempre se escuchan soplos.

Otros métodos de diagndstico utilizados son:

» Ultrasonografia Doppler: ecografia que utiliza ondas sonoras para examinar el flujo

sanguineo y medir el grosor de las arterias carotidas.

« Angiografia por resonancia magnética: resonancia magnética que emplea campos
magnéticos inofensivos pero potentes para producir una imagen detallada de las

arterias del cerebro.
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» Oculopletismografia: mide los pulsos de las arterias que se encuentran en el fondo
del ojo. Es una manera indirecta de detectar obstrucciones en las arterias

carotidas.

» Arteriografia y angiografia por sustraccion digital: métodos radiograficos que
permiten visualizar las arterias caro6tidas después de inyectar un medio de

contraste especial en el torrente sanguineo.

1.8. TRATAMIENTO

La estrategia del tratamiento de la isquemia cerebral en su fase aguda tiene dos
objetivos principales: la restauracion del flujo sanguineo cerebral (reperfusién) y la
limitacion del dano neuronal (neuroproteccion). La orientacion terapéutica mas importante
en estos pacientes con infarto cerebral consiste en mejorar el flujo sanguineo cerebral y

reducir o bloquear las consecuencias metabdlicas a nivel celular y subcelular®.

Por su significado terapéutico y como ya se mencioné anteriormente, es
importante recalcar que entre la zona de infarto y el tejido con perfusién sanguinea normal
se encuentra zona de penumbra, potencialmente recuperable y que es el blanco del
tratamiento farmacolégico (neuroproteccion). En esta zona la funcién neuronal eléctrica
esta disminuida, pero se conserva una actividad metabdlica minima que preserva su
integridad estructural durante algun tiempo, hasta que la produccion de ATP cae por
debajo del 50% de los niveles normales®. La viabilidad de las células en la zona de
penumbra tiene un tiempo limitado ya que la disminuciéon de las reservas de oxigeno y
glucosa desencadena diversos procesos patolégicos que pueden conducir a la muerte

celular®®. De manera que la zona de penumbra constituye el blanco principal para la
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mayoria de las intervenciones médicas agudas utilizadas entre las 3 y 6 horas post-

infarto®.

La terapia postinfarto so6lo se refiere a las medidas generales de mantenimiento y
a la disminucién de la presion intracraneal, ya que los farmacos capaces de reducir el
tamafio del infarto en animales de laboratorio carecen de eficacia clinica®. En este
sentido, los modelos animales juegan un papel importante en la continua busqueda de
compuestos con potencial efecto neuroprotector. En estos se han evaluado farmacos que
han demostrado ser Utiles en la reduccion del area de necrosis. Se ha confirmado en
estos modelos, que si se inicia la terapia al mismo tiempo que la isquemia, y antes de la
reperfusion, se obtiene un beneficio mayor. Esto se alcanza sé6lo cuando la terapia se

inicia a las pocas horas del inicio de la isquemia®".

2. MODELOS EXPERIMENTALES

A nivel experimental, con el empleo de diversos modelos animales de isquemia
cerebral, se ha demostrado la existencia de un gran nimero de moléculas capaces de
interferir con la cascada de eventos que producen dafo celular durante el evento
isquémico; sin embargo, ninguna de ellas reduce la mortalidad ni favorece la recuperacién
funcional de los pacientes con infarto cerebral. Esta falta de correlacion entre los estudios
experimentales y clinicos fundamenta los cuestionamientos a los modelos animales de
isquemia cerebral y las criticas a los protocolos de estudio utilizados, principal motivo por
el que se ha generado un gran interés en el desarrollo de modelos experimentales
alternativos, especialmente en aquellos que permitan la identificacion de moléculas

clinicamente (tiles®.
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El desarrollo de los modelos animales experimentales de isquemia cerebral focal,
han permitido mejorar el conocimiento que se tiene acerca de ésta fisiopatologia, asi

como implementar nuevas estrategias terapéuticas.

Estos modelos son objeto de el desarrollo de una situacion experimental similar a
la que ocurriria en una condicién clinica humana, las cuales han estudiado los
mecanismos de dafo de las lesiones y la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas. El
avance de estos estudios radica en que han podido reproducir la isquemia cerebral bajo
condiciones estandar, controlando variables que pudieran interferir con los resultados
deseados (gravedad, duracién y localizacion del evento), facilitando la omision de

variables inherentes a la enfermedad.

Un nuevo modelo experimental debe conocer algunos de los requerimientos que
tienen que ser evaluados. Este debe ser reproducible, facil y adecuadamente similar a las
condiciones clinicas, intentando imitarlo en la medida de lo posible, con la introduccién de

algunas variables y equipos.

Existen modelos experimentales de isquemia cerebral, global y focal. Los animales
utilizados con mayor frecuencia en el estudio de esta enfermedad, han sido ratas y jerbos,
ademas de una serie de mamiferos como perros, gatos, conejos y simios. Sin embargo
los pequenos roedores especificamente las ratas, son los animales con los que los
diversos modelos de isquemia cerebral han decidido trabajar. La decision de los
investigadores para utilizar estos animales, son primeramente, por su aceptacién desde
un punto de vista ecoldgico, ademas de ser mas econdmicos que otros animales, faciles
de manipular y permiten utilizar sistemas simples y accesibles para el estudio de

mecanismos fisiopatoldgicos especificos.
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Existen 5 modelos bésicos para el estudio de este padecimiento, de los cuales,
algunos de ellos han sido modificados para mejorarlos o0 adaptarlos a el objetivo de las

investigaciones.

e Ligadura de la arteria cerebral media

Proximal/Distal

e Ligadura adicional en una o ambas carétidas
e Trombosis focal inducida fotoquimicamente
e Oclusion arterial por un nudo intravascular

e Oclusion arterial por Embolia

Microesferas
Trombo

Todos los modelos animales de isquemia cerebral focal han demostrado dos
principales desventajas cuando son usados para el estudio de agentes neuroprotectores.
La primera desventaja es la variabilidad en el tamafo de la lesién producida. La cual
requiere un control extremo de variables que pueden afectar el desarrollo del dafo
isquémico y el incremento sustancial del tamafo de la muestra para obtener diferencias
significativas entre grupos, la cual reduce el intervalo costo-eficacia, y en gran medida el

costo econémico de los experimentos.

Por otro lado, esto podria sugerir la necesidad para usar otros métodos para
evaluar la accién terapéutica de un agente y en adicion efectos en el tamano del dafo

isquémico producido.

La segunda gran desventaja, es la alta tasa de mortalidad, particularmente en
modelos de isquemia cerebral global y cuando se ocluyen grandes arterias lo que provoca
un dano cerebral extenso, pero si estos resultados muestran una reduccién el costo-
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eficacia del modelo, desde que se involucran la necesidad de estudiar un gran numero de
animales y lograr un adecuado numero de sobrevivientes, si la mortalidad puede ser
mostrada gracias al dafo, cerebral producido por la isquemia, los efectos benéficos de un
agente terapéutico podrian ser medidos en términos de la reduccion en la mortalidad del

dano cerebral.

3. MODELO DE iLEON DE COBAYO

El Sistema Nervioso Entérico (SNE) comprende una coleccién de neuronas
presentes en los plexos mientérico y submucoso® que pueden funcionar relativamente de
manera independiente del SNC y que produce 25 o mas sustancias transmisoras® 3> %
que han sido involucradas en la transmision de las sinapsis entéricas. Como otros
organos, la integridad del instestino delgado requiere un continuo aporte de oxigeno y
glucosa; y, aparantemente, la isquemia/reperfusion en el intestino dispara una cascada de

eventos moleculares patoldgicos®*%% |os cuales también juegan un papel central en la

patogénesis del infarto asociado con dafio neuronal en el SNC%*'2,

La mayoria de los estudios sobre la isquemia intestinal se han enfocado al efecto

de la isquemia/reperfusion sobre la mucosa intestinal*® *®

, indicando que el dano en la

mucosa después de la isquemia induce un incremento en la permeabilidad vascular,

edema intestinal, pérdida de la funcidén de la barrera y translocacion bacteriana, asi como

absorcién de endotoxinas, produciendo un incremento en la respuesta inflamatoria
44,45,46,47 .

sistémica ; pero pocos estudios han determinado los cambios sobre las neuronas

entéricas y la funcién contractil del intestino.

FES-ZARAGOZA,UNAM 37



Por otra parte, dependiendo del tiempo y la intensidad de la isquemia, cuando un
tejido es reoxigenado, el dafio tisular puede ser exacerbado®. Esto ha sido atribuido
principalmente a la generacion de radicales libres, ya que se ha demostrado que estos
juegan un papel central en el dafo intestinal postisquémico*®, incrementando la

3

peroxidacion lipidica en membranas celulares, y el dafo oxidativo al ADN y a las

proteinas®.
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4. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOSO ENTERICO

Las funciones gastrointestinales requieren del funcionamiento coordinado e
integrado de varios componentes del tubo digestivo como son: el epitelio mucoso,
submucoso, la musculatura lisa, vasos sanguineos, ganglios linfaticos y glandulas anexas
como son: glandulas salivales, pancreas o la vesicula biliar*. EI SNE integra motilidad,
secreciones, flujo sanguineo y respuestas inmunes a través de una red neural cuyos
cuerpos celulares se encuentran en la pared del tubo digestivo (inervacion intrinseca) y
que estd comunicado con el SNC (inervacién extrinseca)®. Otros subcomponentes
importantes del sistema digestivo como es el sistema endocrino®® y el sistema
inmunoldgico® también tienen relaciones estructurales y funcionales con el sistema

neural, automodulandose.

Las neuronas entéricas llevan a cabo sus funciones utilizando multiples
mecanismos de neurotransmision que aumentan o disminuyen la excitabilidad neuronal.
Los cuerpos celulares de las neuronas del SNE se encuentran agrupadas en estructuras
ganglionares las que, a su vez, se interconectan entre si formando dos grandes plexos: el
plexo mientérico, situado entre la capa muscular lisa longitudinal externa y circular interna,
y se extiende a lo largo de todo el tubo digestivo, del eséfago hasta el recto; y el plexo
submucoso ubicado entre la capa muscular circular y la mucosa, se localiza sélo en el
intestino delgado y grueso (Figura 7). En general, el plexo mientérico controla la
contraccion y relajacién del muasculo liso intestinal, mientras que el plexo submucoso se
ocupa del control de las funciones de absorcion y secrecidén del epitelio gastrointestinal y
el flujo sanguineo local. Los dos plexos estan conectados entre si y contienen neuronas
motoras que inervan tanto al musculo liso como a las células secretoras de la mucosa, asi
como a las neuronas sensitivas que responden a la distencion, a la tonicidad y a las
sefiales quimicas especificas® %,
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Figura 7. Localizacion de los plexos mienterico y submucoso.

El SNE tiene tantas neuronas como las de la médula espinal y controla varias
funciones de la musculatura lisa, de la micro-circulacion local y del transporte
transepitelial, ademas de ser responsable de importantes reflejos como el peristéltico y el
complejo motor migratorio (MMC). Aunque es altamente auténomo, el SNE mantiene
estrechas conexiones con el SNC. Posee una doble inervacién extrinseca a través de los
sistemas simpatico y parasimpético. Ambos contienen fibras aferentes, sensoriales que
transmiten informacion al SNC, y fibras eferentes motoras que inervan los 6rganos

efectores (Figura 8).

Las fibras preganglionares parasimpaticas proyectan hacia los ganglios entéricos
del estobmago, el colon y el recto a través de los nervios vagos, pélvicos y esplacnicos.
Las fibras simpaticas se originan fundamentalmente en los ganglios paravertebrales,
aunque algunas lo hacen en los ganglios prevertebrales, y se proyectan a los plexos

mientérico y submucoso®*®°,
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Figura 8. Vias aferentes y eferentes de los sistemas simpatico y parasimpatico. NTS: nucleo del
tracto solitario. DRG: ganglio de la raiz dorsal. NVD: nucleo dorsal del vago. GPV: ganglios
prevertebrales (celiaco, m. superior, m. inferior, pélvico) (Modificado de Kandel y cols., 2000).
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4.1. TIPOS DE NEURONAS ENTERICAS.

Al igual que el sistema nervioso central, las neuronas del Sistema Nervioso
Entérico se pueden clasificar de acuerdo a su funcionalidad en: motoras, sensoriales e

interneuronas.

4.1.1. NEURONAS MOTORAS

Las neuronas motoras representan la conexion final motora con las células del
musculo liso de las capas circular y longitudinal. Se pueden subclasificar en
motoneuronas excitatorias e inhibitorias, segln los neurotransmisores que codifican®, y
también se pueden subclasificar segun la capa muscular®. Se ha establecido que los
neurotransmisores que codifican mayoritariamente las motoneuronas excitatorias son la
acetilcolina (ACh) y las taquininas, como son la neuroquinina A (NKA) y la sustancia P.
como principales neurotransmisores inhibitorios codificados por motoneuronas se han
propuesto el éxido nitrico (NO), el ATP, el péptido intestinal vasoactivo (VIP), el péptido
activador de adenil-ciclasa-pituitaria (PACAP) y el monéxido de carbono (CO). Por sus
caracteristicas electrofisiolégicas se les clasifica como neuronas “S”, que al ser
estimuladas eléctricamente se generan potenciales postsinapticos excitatorios (EPSPs)
rapidos. Dentro de las motoneuronas podemos encontrar un pequeno subgrupo, las
neuronas secretomotoras y vasomotoras (Figura 9), que son neuronas que se proyectan a

la mucosa y a vasos sanguineos locales®®.
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4.1.2. NEURONAS SENSORIALES

Las neuronas sensoriales son llamadas también neuronas aferentes primarias
intrinsecas (IPANs), tienen sus cuerpos celulares tanto en los ganglios del plexo
mientérico como en los del plexo submucoso y proyectan sus terminales hacia la mucosa
intestinal. Responden a estimulos quimicos, deformacion mecanica de la mucosa y otros
estimulos como el estiramiento radial y la tensién muscular®. En el cobayo estas
neuronas son Dogiel tipo Il (poseen diversos axones que se pueden o no ramificar a poca
distancia del cuerpo celular) y tienen propiedades electrofisiolégicas tipo AH
(Afterhyperpolarization) que se caracteriza por una hiperpolarizacién de larga duracion
seguida por un potencial de accion (AHP). Se piensa que esta AHP reduce grandemente
la excitabilidad de los cuerpos neuronales de las células sensoriales®. Esta
hiperpolarizacion se debe a la entrada de Calcio (Ca®) durante el potencial de accién que
abre canales de potasio activados por Ca®*. Las IPANs recibe EPSPs lentos, la fuente de
estos potenciales son otras neuronas sensoriales intrinsecas formando redes inervadas
reciprocamente. Estos EPSPs lentos son principalmente mediados por sustancias P vy
taquininas actuando sobre receptores a neuroquinina como NK3 y posiblemente NK1.
Ademas presentan varios receptores unidos a proteinas G que cuando se activan también
producen despolarizaciones similares a EPSPs lentos, en particular receptores activados
por Serotonina (5-HT), colecistoquinina (CCK), prostaglandina PGE,, histamina y ATP,
éste Udltimo actuando a través de los receptores P.Y inhibidores. Las IPANs estan
interconectadas formando redes y reciben entradas de otras IPANs, ademas se conectan
con interneuronas y con motoneuronas. Por lo general, no es frecuente que las neuronas
sensoriales intrinsecas reciban entradas sinapticas rapidas pero se ha encontrado que
poseen muchos de los receptores que median éstas entradas como son los receptores

nicotinicos a ACh, 5-HT3, GABAAY P.X*.
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4.1.3. INTERNEURONAS

Las interneuronas se han identificado en todas las regiones del tracto
gastrointestinal y forman cadenas en direccién oral. Por lo que, se pueden diferenciar en
ascendentes y descendentes. Las interneuronas ascendentes son colinérgicas y forman
cadenas que se extienden a lo largo del intestino. Al parecer estas interneuronas estan
implicadas en reflejos locales asi como dos de los tipos de interneuronas descendentes.
Las interneuronas tienen el siguiente codigo quimico: ChAT/NOS/VIP-+tBN+ GABA:NPY,
ChAT/SOM y ChAT/5-HT. Estudios de las conexiones de estas neuronas sostienen la
hipbtesis de que, las neuronas ChAT/NOS/VIP, estan involucrados en los reflejos de
motilidad local, que las neuronas ChAT/SOM estéan involucradas en la conduccion de
MMC en el intestino delgado y las neuronas ChAT/5-HT estén involucradas en los reflejos
secreto-motores, pero no directamente en los reflejos de motilidad®. Investigaciones
farmacoldgicas de transmision de neurona a neurona en el intestino delgado han revelado
dos EPSP rapidos no colinérgicos, uno mediado por ATP y el otro por 5-HT. La
transmision por ATP es una via descendente, sin embargo, ésta al parecer, no es una via
para el control de la motilidad a través de reflejos locales. Asi pues, el ATP podria ser un
neurotransmisor de las interneuronas ChAT/SOM o ChAT/5-HT. Otra posibilidad es que el
ATP seria un neurotransmisor de un sub-grupo de neuronas aferentes primarias, las
cuales tienen axones largos analmente dirigidos. Al igual que las motoneuronas, se

clasifican como neuronas “S™.
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Figura 9. Tipos de Neuronas del Intestino de cobayo: (1) interneuronas ascendentes; (2)IPAN
mientérica; (3) neurona intestinofugal; (4) motoneurona longitudinal excitatoria; (5) motoneurona
longitudinal inhibitoria; (6) motoneurona circular excitatoria; (7) motoneurona circular inhibitoria; (8)
interneurona descendente (reflejo local); (9) interneurona descendente(reflejo secretomotor); (10)
interneurona descendente (MMC); (11) IPAN submucosa; (12) neurona secretomotora vy
vasodilatadora no colinérgica; (13) neurona secretomotora y vasoldilatadora colinérgica; (14)
neurona secretomotora (no vasodilatadora) colinérgica: (Furness, 2000).

Ademéas de las neuronas, en el SNE encontramos la glia entérica, que fue en un
principio descrita por Dogiel. Actualmente se sabe que superan a las neuronas entéricas
en un numero 4 a 1. En un principio se pensaba que la glia entérica tenia basicamente un
papel de soporte y de aporte de nutrientes, pero recientemente se ha demostrado que la
glia entérica puede tener varias funciones asociadas a la neurotransmision, participando a
su vez, en diversas funciones motoras y de barrera. Diversas evidencias experimentales
apoyan dichas hipétesis®'. Aunque en la actualidad, la funcién de la glia en el SNE es adn

poco conocida.

FES-ZARAGOZA,UNAM 45



4.2. TRANSMISION SINAPTICA EN EL SNE

El sitio donde una neurona se comunica con otra célula se le conoce como
sinapsis. Dos elementos pueden ser identificados en todas las sinapsis, el presinaptico y
el postsinaptico. La transmisién sinaptica puede ser de dos tipos: una eléctrica debido a
que la comunicacién se establece a través de canales intercelulares (uniones
comunicantes) que se caracterizan por una baja resistencia eléctrica, y otra quimica
debido a que se utilizan sustancias llamadas neurotransmisores, las cuales son liberadas
del elemento presinaptico y activan proteinas receptoras en el postsinaptico. En ambos
tipos de comunicacién sinaptica se modula el potencial de membrana en reposo del
elemento postsinaptico. En la transmision sindptica quimica, estos cambios de potencial
suceden por la activacién de receptores que modifican del flujo i6nico a través de la
membrana plasmatica®. La transmisién sindptica en el SNE se realiza mediante
receptores unidos a proteinas G (GPCRs) o receptores metabotropicos y receptores
directamente asociados a canales i6nicos mejor conocidos como canales ionotrépicos o

canales i6nicos operados por ligando (LGIC).

4.3. NEUROTRANSMISORES DEL SNE

El SNE es una coleccion de neuronas que se encuentran dentro de los plexos
mientérico y submucoso® las cuales pueden funcionar relativamente independiente al
SNC y controlar o modular la motilidad, secreciones endocrinas o exocrinas, la
microcirculacion y procesos a las respuestas inmunes e inflamatoria®. Producen

alrededor de 25 o mas neurotransmisores, los cuales pueden ser péptidos, aminas,
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062,63,36

aminoacidos, y los monéxidos NO y C uno de los cuales podria estar involucrado

en la transmision de la sinapsis entérica®.

La estimulacién eléctrica del SNE provoca respuestas secretoras®™. Los reflejos
secretomotores son iniciados fisiol6gicamente por interaccion quimica y mecénica con las
sustancias de la luz intestinal. Un importante estimulo de secrecion aparece por la

presencia de la recaptura activa de nutrientes, como la glucosa®®¢¢¢7,

Estos efectos no sélo son locales, también aparecen en otras partes del intestino,
principalmente con la participacion de reflejos intrinsecos, los cuales indican una
activacion general del SNE®. Estos reflejos son circuitos integrados, que consisten en
neuronas sensoriales (principalmente neuronas intrinsecas) son terminaciones en la
mucosa y un circuito integrado en los plexos mientérico y submucoso que alimenta a
neuronas secretomotoras con células en los ganglios del plexo submucoso. Las
neuronas no colinérgicas parecen mediar mas de las respuestas locales, utilizando
taquicininas (Sustancia P) y el péptido intestinal vasoactivo (PIV) como sus principales

neurotransmisores.

Otros neurotransmisores involucrados en los procesos de secrecion son el ATP, el
cual es liberado desde la mucosa y causa secrecién de HCI después de la activacion de
los receptores P,Y. Otro importante neurotransmisor involucrado en la secrecién es el 5-
HT, que es liberado por células enterocromafines. 5-HT activa neuronas intrinsecas, estas
activan tetodrotoxin sensitivo colinérgico y el péptido intestinal vasoactivo enlazan los
receptores epiteliales y estimulan la secrecién de fluidos, HCI e inhibe la absorcion de
Na* % Numerosas sustancias (ej. Adenilato Ciclasa y glutamato) modulan la actividad de
neuronas secretomotoras. De tal modo estos potencian o inhiben secreciones de iones y
65-67,56'

agua
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4.3.1. ACETILCOLINA

La Acetilcolina (ACh) que actia en receptores neuronales muscarinicos. El
mecanismo predominante de neurotransmision excitatoria en el sistema nervioso entérico.
La ACh esta, por lo tanto, involucrada en casi todas las funciones gatrointestinales. Todos
los potenciales eléctricos evocados de potenciales sinapticos excitatorios, desde

)*"%% son inhibidos, al

neuronas entéricas tipo S (Synaptic) y AH (afterhyperpolarization
menos una parte, por receptores antagonistas de ACh’. La ACh actta en los receptores
neuronales muscarinicos de ACh activando la conductancia, la cual incluye permeabilidad
de calcio. El receptor neuronal de ACh es un ligando con dos subunidades y cuatro
dominios transmembranales. Los receptores neuronales de ACh estan localizados en las
interneuronas y neuronas motoras en donde median la excitacién. Los receptores
presinépticos de ACh tal vez, también pueden mediar la liberacién de neurotransmisores
en ganglios mientéricos y uniones neuroefectoras’®. Un ndmero significante de
interneuronas, en particular del tipo descendentes, contienen acetiltransferasa y
serotonina, sugiriendo que la ACh y serotonina son cotransmisores en muchos procesos

moduladores’.
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4.3.1.1. MECANISMO DE ACCION EN EL MUSCULO LISO

La activacién del sistema nervioso parasimpatico modifica la funcién de érganos,
por dos mecanismos principales. En primer lugar, la ACh liberada de los nervios
parasimpaticos activa los receptores muscarinicos en las células efectoras, para modificar
en forma directa la funcién de ese érgano. Luego, dicha catecolamina del mismo origen,
interactla con receptores muscarinicos en las terminaciones nerviosas para inhibir la
liberacién de su neurotransmisor. A través de este mecanismo, la ACh liberada modifican
de manera indirecta la funcién de los 6rganos, al modular los efectos de los sistemas

simpatico y parasimpatico.

Se han definido subtipos de receptores muscarinicos (M;-Ms), los cuales se
activan y uno o mas de ellos podrian actuar como segundos mensajeros para la
activacion muscarinica. En el musculo liso, en su mayoria, los receptores presentes son
los subtipos M, y Ms. Al igual que en otros tejidos con musculo liso, en el intestino delgado

se presentan una combinacién del 20% de receptores Mz y un 80% de receptores M, "".

Estos receptores muscarinicos al parecer son del tipo acoplado a proteina G y
estan asociados a la respuesta contractil del muasculo liso. Al parecer el mecanismo por el
cual actia la ACh a través de los receptores M; parte cuando la ACh activa dicho
receptor, produciendo un efecto en la proteina Gq la cual activa la hidrdlisis del
fosfatidilinositol difosfato por medio de la fosfolipasa C. De esta hidrélisis se obtiene el
inositol trifosfato y el diacilglicerol (DAG). Algunos datos indican que DAG participa en la
apertura de canales de calcio de musculo liso; el trifosfato de inositol actia sobre el
receptor de inositol trifosfato (IP;R) en la membrana del reticulo sarcoplasmico. Este
permite un aumento en la concentracién citosélica de Ca** debido a su liberacién desde el

reticulo sarcoplasmico’®. Tras la salida del Ca** éste se une a la calmodulina (una
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proteina con 4 sitios de union de calcio), la cual funciona como activador de la cinasa de
miosina de cadena corta (MCLK, en inglés). La MLCK lleva a cabo la fosforilacién de la
miosina de cadena corta generando que se desplace entre los filamentos de actina,
generando una respuesta contractil en las fibras musculares del musculo liso. Los agentes
muscarinicos también incrementan las concentraciones del monofosfato ciclico de
guanosina intracelular (GMPc). La activacion de receptores muscarinicos también
intensifica el flujo de potasio a través de las membranas de los miocardiocitos y lo
disminuye en las células ganglionares y del musculo liso. La activacion del receptor
muscarinico en algunos tejidos como corazén e intestinos inhibe la actividad de la

adenilato ciclasa (AC) y modula el incremento de monofosfato ciclico de adenina (AMPc).
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Figura 10. Mecanismo de accién de ACh en receptores M;
En conclusion la acetilcolina y los agonistas muscarinicos presentan un efecto

doble sobre la contraccién del intestino delgado; ya que mientras que la activacion de los
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receptores M3 producen una contraccion directa del tejido, los receptores M2 inhiben la

relajacién del tejido por una disminucion de AMPc.

4.3.2. SEROTONINA

La serotonina (5-hidroritriptamina, 5-HT) es un importante neurotransmisor
enddcrino en el tacto gastrointestinal y tiene acciones complejas en el intestino. Es
sintetizada, almacenada y liberada por células enterocromafines y neuronas entéricas,
participando en funciones motoras y de secrecion. A lo largo del tracto gastrointestinal las
neuronas inmunorreactivas de 5-HT son principalmente interneuronas del plexo
mientérico. Las neuronas mientéricas serotoninérgicas son relativamente largas y actiuan

en sentido descendente.

La serotonina se libera desde células enterocromafines en respuestas al contenido
intestinal y estimulos. La liberacién de la serotonina ejerce varios reflejos, a través de
receptores, los cuales son localizados en neuronas aferentes primarias intrinsecas y
extrinsecas, en ganglios, en membranas axonales, nervios terminales, células

enterocromafines, enterocitos y células del sistema inmune.

La serotonina en general, es un agente procinético liberador de ACh, pero tal vez
también inhiba la peristalsis intestinal bloqueando la liberacion de ACh desde nervios
colinérgicos presinapticos que terminan en los ganglios®. Esto parece ser provocado por
la accion de 5-HT sobre multiples receptores de 5-HT. Con excepcion del receptor 5-HTj,
quien forma un ligando con canal idnico, todos los receptores 5-HT pertenecen a la
superfamilia de receptores acoplados a proteina G’. Los receptores 5-HT estan
dispuestos funcionalmente en parejas o en series. Por primera instancia los receptores 5-
HT; y 5-HT, son dispuestos en vias paralelas, las cuales median los reflejos de motilidad
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y secrecién. Estos son expresados por distintas neuronas en el tacto gastrointestinal’™.
Los receptores excitatorios son del subtipo 5-HTg 5-HT3, y 5-HT, y el receptor inhibitorio
es el 5-HT;a. Los receptores 5-HT, median respuestas rapidas promoviendo la facilitacion
presinaptica de potenciales postsinapticos excitatorios rapidos de neuronas mientéricas,
por lo tanto facilitan el peristaltismo. La 5-HT activa la submucosa generando potenciales

y respuestas por secrecion de ACh, calcitonina o sustancia P en el sistema nervioso

entérico’.

Los nervios entéricos que contienen 5-HT exhiben el mismo mecanismo de
recaptura para 5-HT como lo hacen las neuronas serotoninérgicas del SNC. La
importancia de la neurotransmisién serotoninérgica para la motilidad intestinal ha sido
demostrada por experimentos, en los cuales la neurotoxina 5,7-dihidroxitriptamina, fue
empleada para destruir neuronas serotoninérgicas selectivas. Estos experimentos
establecen que la motilidad normal es disminuida y el transito del intesino es lenta cuando

se pierden las neuronas serotoninergicas’®.

Al menos los receptores 5-HT;, y 5-HT, estan involucrados como mediadores de
la secrecién de 5-HT y actividad peristéltica, el antagonismo de estos dos receptores

reducen la secrecion y peristaltismo de 5-HT %%
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4.3.3. HISTAMINA

La histamina ejerce sus acciones biolégicas al combinarse con receptores
especificos que estan en la membrana de la célula. Los cuatro receptores distintos de
esta sustancia que se han identificado se han clasificado como H;, H,, Hs, Hy. A diferencia
de otros receptores de transmision aminicos, dentro de esta division no hay subfamilias.
Se ha logrado la clonacién de los cuatro tipos de receptores y pertenecen a la gran super
familia de las estructuras que tienen siete regiones de membrana y se acoplan a proteinas
G. La estructura de los receptores H; y H, difiere de manera significativa y al parecer
guarda una semejanza con los receptores muscarinicos y de 5-HT;, respectivamente,

que entre si.

En el encéfalo los receptores H; y H, se encuentran en las membranas
postinapticas, mientras que los receptores Hz son presinapticos de manera predominante.
La activacion de los receptores H; que estdn en endotelio, células de musculo liso y
terminaciones nerviosas, suelen desencadenar un incremento en la hidrélisis de

fosfoinositol y también en la concentracién de calcio intracelular’.

En el musculo liso del tubo digestivo, la histamina contrae el musculo liso y la
contraccién inducida en el ileon de cobayo es un bioensayo estandar para identificar la
amina. El intestino de los seres humanos no es tan sensible como el de cobayo, pero
dosis grandes de histamina pueden ocasionar diarrea, en parte como consecuencia de

dicho efecto; tal accién de la histamina es mediada por receptores H; "2.
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4.3.4. EFECTO DE ALTAS CONCENTRACIONES DE K* EXTRACELULAR

La contraccion del musculo liso estd directamente relacionada con la
concentracién citosélica de Ca®*. A su vez, las contracciones y la elevacion del Ca?
intracelular, se encuentran reguladas por mecanismos fisioldgicos y por mecanismos
electromecanicos. Estos ultimos involucran la despolarizacion de la membrana, en donde
no es necesaria la presencia de receptores especificos como en los mecanismos
farmacoldgicos. En el caso de la administracion de concentraciones altas de cloruro de
potasio (KCI) sobre el musculo liso, se sigue un mecanismo electromecanico donde la
elevada concentracion de K* extracelular induce la despolarizacion de la membrana, lo
cual abre los canales dependientes de voltaje de Ca** tipo L, generando de esta manera
un incremento en la concentracién de este ion en el interior de la célula, y por

consiguiente, la generacion de la contraccion (Figura 11)””.

Canales de Ca?* dependientes de ligando

Ca?* Canales de calcio tipo L

L)
L) W Membrana
5 plasmatica

CaM Ca®+-CaM
MLCK
T
Miosina Miosina - P

Contraccion

Figura 11. Contraccion inducida por la entrada de calcio extracelular
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4.3.5. EFECTO DEL BARIO EN EL MUSCULO LISO.

El i6n Bario (Ba®*), el cual entra en el espacio intracelular, estimula directamente el
mecanismo contractil, indicando que el Ba®** y funciona mediante la activacién del canal
de Ca*', libera Ca®** de las vesiculas, pero no se acumula en ésta, y se activan
directamente las proteinas contractiles a través de la formacién de un complejo Ca** -

calmodulina, siguiendo un mecanismo contractil muy similar al de el ion Ca ** 2.

4.3.6. ESTIMULACION ELECTRICA DEL INTESTINO DELGADO

Ademas de la clasificacién que ya se habia revisado sobre las neuronas presentes
en el SNE, existe otra clasificacidon desde un punto de vista electrofisiolégico donde las
neuronas son designadas como “S” y “AH”. Las neuronas de tipo S, al ser estimuladas
eléctricamente, presentan un potencial exitatorio postsinaptico rapido (PEPR); mientras
que las neuronas tipo AH, presentan un potencial exitatorio postsinaptico lento (PEPL). Se
ha demostrado, mediante estudios funcionales y neuroanatémicos, que las neuronas de
tipo S representan a las interneuronas y a las neuronas motoras de la clasificacién
revisada anteriormente. Por otro lado, las neuronas AH representan a las neuronas

intrinsecas aferentes primarias.

Como ya se ha mencionado, el mecanismo excitatorio predominante en el SNE se
encuentra mediado por ACh quien a la vez, también es responsable del PEPR de las
neuronas S. Varios estudios han mostrado que al igual que las neuronas AH, las
neuronas tipo S presentan un PEPL. Sin embargo, éste no se encuentra principalmente
mediado por ACh. En el caso del PEPL, la influencia de otros transmisores como las
taquicininas, serotonina (5HT), prostaglandinas, somastatina y glutamato (exégeno) son
de gran importancia’®.
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Por lo tanto, al estimular eléctricamente el intestino delgado se produce la

contraccion del musculo liso debido a la secrecién de varios transmisores, principalmente

ACh.

Ademas de liberarse estos transmisores excitatorios, también se produce la
estimulacion de nervios inhibitorios provocando de esta manera la secrecion de

norepinefrina y ATP, dando como resultado una disminucion en la contraccién del

musculo liso®.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Al ser la enfermedad vascular cerebral (EVC) un problema de salud publica que
esta considerada como la tercera causa de muerte en el mundo, y al ser el proceso
isquémico el mas recurrente en la poblacidn, se buscan farmacos neuroprotectores que

actuen en la zona de penumbra que es potencialmente recuperable.

Es muy importante recalcar que existen diversos modelos experimentales de
isquemia cerebral en animal integro que han sido empleados para estudiar los
mecanismos que inducen dafo durante el proceso de isquemia y encontrar farmacos
capaces de proteger contra este dano. El nimero de animales empleados en estos
modelos aunado a su mantenimiento durante el tiempo de evaluacion de las alteraciones
inducidas por el procedimiento experimental, los convierte en modelos poco practicos y
costosos. En contraste, el modelo de ileon de cobayo es un modelo practico y menos
costoso que los modelos in vivo. Esto se debe a que una vez que se obtienen varios
segmentos intestinales de un animal, cada uno se puede someter a diversos tratamientos,
convirtiéndolos en sujetos experimentales independientes. De esta manera podemos

tener una n de 6 a 9 segmentos de un solo animal.

En estudios recientes del Laboratorio de Desarrollo de Medicamentos de la
Facultad de Medicina, UNAM, se ha demostrado la utilidad del modelo de ileon de cobayo
con isquemia in situ y superfusién in vitro para el estudio de la isquemia neuronal, ya que
se prob6é que el dexrazoxano, un agente antioxidante, mostré6 ser un buen agente
neuroprotector. Estos estudios sefialan la utilidad de este modelo para el cernimiento de

moléculas con potencial efecto neuroprotector.
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Por estas razones se pretende usar el modelo de ileon aislado de cobayo in vitro
sometido a diferentes tiempos de hipoxia e isquemia in vitro, como una herramienta
farmacologica que pueda ser usada como primera instancia para probar farmacos
capaces de interferir con la cascada de eventos que producen dafo celular durante el

evento isquémico.
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lIl. HIPOTESIS

Al inducir hipoxia o isquemia en el tejido de ileon de cobayo in vitro, se producira
una disminucion de la actividad contractil del tejido, al ser estimulada quimica y
eléctricamente, de manera tiempo-dependiente, y esta disminucién se reflejara mas en los

tejidos sometidos a isquemia que en los tejidos sometidos a hipoxia.
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IV. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Evaluar las alteraciones funcionales en el ileon aislado de cobayo producidas por
diferentes tiempos de hipoxia/reoxigenacion e isquemia/reoxigenacion a través de

las respuestas contréctiles del tejido

4.2. ESPECIFICOS

Determinar las alteraciones funcionales en el ileon de cobayo producidas por
varios periodos de hipoxia seguida por reoxigenacioén in vitro en la presencia de
varios estimulos quimicos.

Determinar las alteraciones funcionales en el ileon de cobayo producidas por
varios periodos de hipoxia seguida por reoxigenacion in vitro en la presencia de un
estimulo eléctrico.

Determinar las alteraciones funcionales en el ileon de cobayo producidas por
varios periodos de isquemia seguida por reoxigenacion in vitro en la presencia de
varios estimulos quimicos

Determinar las alteraciones funcionales en el ileon de cobayo producidas por
varios periodos de isquemia seguida por reoxigenacion in vitro en la presencia de
un estimulo eléctrico.

Establecer el tiempo al cual se produce el dafio neuronal en tejidos sometidos a

ambas condiciones experimentales.
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V. DISENO EXPERIMENTAL

5.1. TIPO DE ESTUDIO
e Experimental
5.2. POBLACION DE ESTUDIO

Cobayos machos de 400 a 600 g de peso corporal, obtenidos del bioterio de la
Facultad de Medicina. El manejo de los animales esta apegado a la NOM-062-Z0O0-1995.
Los animales se colocaran en cajas individuales en un cuarto con temperatura controlada
(22+/- 2°C) con un ciclo automatico de luz/oscuridad (12h/12h, luz de 07:00-19:00). 24

horas antes del experimento, se les retirara el alimento y se dejara libre acceso de agua.
5.3. CRITERIOS DE:

5.3.1. Inclusidén: cobayos machos de 400-600g de peso, en condiciones de ayuno,
porcién de ileon de aproximadamente 15 cm., seis porciones de 2 cm. del ileon del mismo

animal que se contraigan por lo menos 4 g Con ACh 1x10°M.

5.3.2. Exclusién: peso menor o mayor al indicado, tejidos que se contraigan a

menos de 4 g con ACh 1x10°M.

5.3.3. Eliminacion: cobayos hembras, poligrafo descalibrado o descompuesto,
camara de érgano aislado rota, tejido rasgado o roto, animal enfermo, el tejido no

presenta actividad espontanea.
5.4. VARIABLE DE RESPUESTA

e Fuerza de contraccion del tejido en gramos de tension o ABC.
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VI. METODOLOGIA

6.1. MATERIALES

6.1.1. BIOLOGICO: 6 porciones de 2 cm de ileon de cobayo macho entre 400 y

600 g de peso corporal, para cada experimento.

6.1.2. MATERIAL
e (Camaras de 6rgano aislado

e Estuche de diseccion

e Estuche de cirugia

e Agujas

e Vasos de precipitados plastico y vidrio (50, 100, 250, 1000 mL.)
e Matraz Erlenmeyer 4000 mL.

e Espatula

e Agitador de vidrio

e Hilo nylon blanco y verde

e La&mpara con lupa

e (Caja de Petri

e Agitador magnético

e Algoddn

e Sanitas

e Jeringas de vidrio de 1mL. y de 15 mL.
e Frascos de vidrio de 10 mL.

e Embudo de vidrio

e Probetas de vidrio de 10,50,100 y 250 mL
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6.1.3. EQUIPO
e Poligrafo 7D polygraph

e Equipo para estudios de érgano aislado (serpentines, cdmaras de 6rgano aislado,
mangueras para agua, soportes universales, pinzas de tres dedos con nuez,
tapones de hule)

e Transductor Grass 7B polygraph

e Recirculador Haake E2

e Placa de agitacién y calentamiento

e Estimulador Grass S88

6.1.4. INSTRUMENTOS
¢ Balanza analitica

e Balanza granataria

e Termdémetros

6.1.5. SUSTANCIAS
e Agua destilada

e Agua corriente

e NaCl

e KCI

e (CaCl,

e MgCl,

e NaH,PO,
e NaHCO;

e Dextrosa
e Colina
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e Acetilcolina

e Serotonina

e Histamina

e BaCl,
e 0O,

e N,

e CO;

6.1.6. SOFTWARE
e PolyView, version 2.5 (Grass Instruments)

e GraphPad Prism, version 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA).
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VIl. METODO

7.1. PREPARACION DEL TEJIDO

Los experimentos se realizaron de las 7:00 a las 15:00 horas. Se usaron cobayos
de 400 a 600 g de peso con 24 horas de ayuno; los cuales se sacrificaron por
dislocacion cervical. Se obtuvo una porcién de ileon de aproximadamente 15 cm,
(descartando los 10 cm cercanos a la union ileocecal). La porcién de ileon removida se
colocd en una caja Petri con solucién de Krebs-bicarbonato (K-B) a 37°C, bajo continuo
burbujeo con una mezcla de 95% O, y 5% CO, La solucién de Krebs-bicarbonato se
prepard con las siguientes concentraciones de sales (mM): NaCl, 118; KCI, 4.7; CaCl, 2.5;

MgCl,, 1.2; NaH,POQOy,, 1.2; NaHCOg, 25; dextrosa, 11;y colina, 0.3.

El tejido se limpid, quitando el tejido conectivo y restos del bolo alimenticio.
Posteriormente, se cortaron seis porciones de 2.0 cm de ileon, sujetando un hilo de color
blanco para la parte proximal y un hilo de color verde para la parte distal, cada porcion se
mont6 en una camara de 6rgano aislado de 30 mL con solucién K-B a 37°C, con 95% O,y
5% CO.. La parte proximal del ileon se conect6 a un transductor y se fij6 una tensioén de
1g a cada tejido. Las preparaciones se mantuvieron en equilibrio por 30 minutos, con
superfusion (10ml/min), a 37°C y con 95% O, y 5% CO,, registrando la actividad
espontanea. Para asegurar la viabilidad de los tejidos, se estimularon con ACh (1X10° M),
se registro la contracciéon durante 30 segundos, con ayuda del poligrafo y con el software
Polyview, al terminar el registro se lavé el tejido con la solucién K-B para asegurar la

eliminacion de la ACh de la camara.
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7.2. HIPOXIA 10, 20 40 Y 80 MINUTOS

La hipoxia tisular se indujo sustituyendo la mezcla de 95% O,y 5% CO, por N, en
las seis camaras de 6rgano aislado durante 10, 20, 40 y 80 minutos, después de
transcurrido el tiempo de hipoxia se hizo el cambio de N, por la mezcla de gases inicial y
se dejo reposar el tejido 10 minutos, pasado este tiempo los segmentos se estimularon
eléctricamente a través de dos electrodos de una aleacibn de plata que estan
posicionados paralelamente al segmento. Se les aplicé pulsos de corriente de 3 ms de
duracion con un voltaje progresivo desde 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14 volts, por medio de
un estimulador Grass S88. Al final de este periodo las mismas preparaciones se utilizaron
para hacer una curva concentracién respuesta no acumulativa de ACh (1X107°- 1X10°
M), Histamina (1x10°-1X10° M), Serotonina (1x10°-1X10° M), entre cada curva se dejé
reposar el tejido 10 minutos, terminadas las curva se realizé un estimulo con KCI (3.2X 10°
2M) y finalmente una curva de BaCl, (1x10°- 1x10?M). Es importante mencionar que se
hicieron lavados después de cada concentracion y cada curva de las diferentes

sustancias ya que es una curva no acumulativa.

7.3. ISQUEMIA 10, 20, 40 Y 80 MINUTOS

La isquemia tisular se indujo sustituyéndola mezcla de 95% O, y 5% CO, por N, vy
sustituyendo el K-B normal por Krebs sin glucosa, en las seis camaras de érgano aislado
durante 10, 20, 40 y 80 minutos. Después de transcurrido el tiempo de isquemia se hizo el
cambio de N, por la mezcla de O,/CO; inicial y se sustituy6 la solucion Krebs sin glucosa
por K-B (con glucosa) y se dejé reposar durante 10 minutos, pasado este tiempo los

segmentos se estimularon eléctricamente aplicandoles pulsos de corriente de 3 ms de
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duracion con un voltaje progresivo desde 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14 volts, por medio de
un estimulador Grass S88. Al final de este periodo las mismas preparaciones se utilizaron
para hacer una curva concentracién respuesta no acumulativa de ACh (1X107°- 1X10°
M), Histamina (1x10°-1X10° M), Serotonina (1x10°-1X10®° M), entre cada curva se dejé
reposar el tejido 10 minutos, terminadas las curva se realizd un estimulo con KCI (3.2X 10°
2 M) y finalmente una curva de BaCl, (1x10°- 1x10®M). Es importante escribir que se
hicieron lavados después de cada concentracion y cada curva de las diferentes
sustancias ya que es una curva no acumulativa. Cada periodo de isquemia representa un

experimento desde la preparacion del tejido hasta la induccién de la isquemia.

7.4. CONTROL

Se realiz6 un experimento control, preparando el tejido como se mencioné
anteriormente, y realizando el estimulo eléctrico y quimico anteriormente descrito y
manteniendo las condiciones de K-B a 37°C bajo continuo burbujeo con una mezcla de

95% 02 y 5% C02

7.5. ANALISIS ESTADISTICO

Las respuestas contractiles a la estimulacién quimica y eléctrica se obtuvieron
usando el sistema PolyView, version 2.5 (Grass Instruments). En todos los casos, las
respuestas contractiles se expresaron como gramos de tensién y los datos de las curvas
contraccién-tiempo de hipoxia e isquemia se analizaron por comparacion de la respuesta

del grupo control a las diversas condiciones experimentales.
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Se calcul6 el area bajo la curva (ABC) de las curvas concentracién-respuesta a los
diferentes estimulos quimicos en los tejidos sometidos a hipoxia e isquemia asi como del

grupo control.

Para el caso del estimulo eléctrico, y KCI, sélo se calcularon los gramos de
tension, ya que sélo se graficéd el efecto contractil inducido por 14 volts para estimulo

eléctrico y la concentracién de 3.2X10% M para KCI.

En todos los casos los resultados se expresaron como la media +/- desviacién
estandar, con una n=6, para cada tratamiento. Los valores se compararon mediante una
ANOVA de una via, seguida por una prueba de Dunnett, un valor de P<0.05 fue
considerado como significante. El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa

GraphPad Prism, versién 5 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Viil. RESULTADOS

8.1. RESPUESTA CONTRACTIL DEL iLEON DE COBAYO SOMETIDO A DIFERENTES
TIEMPOS DE HIPOXIA

Con el objeto de evaluar la respuesta contractil del tejido bajo un estimulo eléctrico
en diferentes tiempos de hipoxia, se realiz6 una estimulacién eléctrica a 14 volts en los
segmentos de ileon de cobayo y estos resultados se pueden observar en la figura 12
indicando que a los 10, 20 y 40 minutos de hipoxia hay diferencia significativa en el efecto
contractil inducido por e.e.( 0.5 £ 0.04, 1.5 £ 0.1, 0.4 =+ 0.05 vs el grupo control 2.1 + 0.1
ANOVA, Dunnet P< 0.05). La disminuciéon del efecto contractil es de aprox. 63% con

respecto al control a los 10, 20 y 40 min. de hipoxia.

e.e.
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Figura 12.Gramos de tensién de la respuesta contractil inducida por un Estimulo Eléctrico (14
volts.) en ileon de cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de hipoxia. Cada barra representa la
media + error estandar de 6 preparaciones. * Muestra diferencia significativa con respecto al grupo
control (P< 0.05, ANOVA, seguido por una prueba de Dunnett).

FES-ZARAGOZA,UNAM 69



Con el objeto de evaluar la respuesta contractil del tejido bajo una estimulacion
quimica con ACh en diferentes tiempos de hipoxia, se realizo una curva dosis respuesta
no acumulativa de ACh (1X10- 1X10®° M) estos resultados obtenidos en gramos de
tensidén se pueden observar en la figura 13, posteriormente estos datos fueron procesados
como ABC como se observa en el figura 14 indicando que en todos los tiempos de hipoxia
disminuy0 significativamente el efecto contractil inducido por ACh (9.8 + 0.5, 10.6 £ 0.5,
51 £ 0.3, 10.4 £ 0.6 vs el grupo control 13.6 £ 1.2, ANOVA, Dunnet P < 0.05). La

disminucion del efecto contractil fue aprox. del 34% con respecto al control.

ACh

-= Control
Hipoxia 10 min
=&~ Hipoxia 20 min
=4 Hipoxia 40 min
=2~ Hipoxia 80 min

g de Tension

-10 -9 -8 -7 -6 -5

Concentracion M

Figura 13.Curva dosis respuesta en g de tension de ACh (1x10'%-1x10° M) en ileon de cobayo
sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de hipoxia.
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Figura 14. Area Bajo la Curva de la respuesta contractil inducida por ACh (1x10"-1x10° M) en
ileon de cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de hipoxia. Cada barra representa la media * error
estandar de 6 preparaciones. * Muestra diferencia significativa con respecto al grupo control (P<
0.05, ANOVA, seguido por una prueba de Dunnett).
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Con el objeto de evaluar la respuesta contractil del tejido bajo una estimulacion
quimica con Histamina en diferentes tiempos de hipoxia, se realizo una curva dosis
respuesta no acumulativa de Histamina (1X10°- 1X10° M) estos resultados obtenidos en
gramos de tension se pueden observar en la figura 15, posteriormente estos datos fueron
procesados como ABC como se observa en el figura 16 indicando que en todos los
tiempos de hipoxia disminuy6 significativamente el efecto contractil inducido por Histamina
(8.7 £ 0.6, 11.7 £0.7, 88 £ 0.3, 10.4 £ 0.5 vs el grupo control 14.6 + 0.6, ANOVA,
Dunnet P< 0.05). La disminucion del efecto contractil fue aprox. del 32 % con respecto al

control.

HISTAMINA

-=- Control
Hipoxia 10 min
-e- Hipoxia 20 min
=4~ Hipoxia 40 min
=&~ Hipoxia 80 min

g de Tension

-9 -8 -7 -6 -5

Concentracion M

Figura 15.Curva dosis respuesta en gramos de tension de Histamina (1x10°-1x10° M) en ileon de
cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de hipoxia.

FES-ZARAGOZA,UNAM 72



HISTAMINA
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Figura 16. Area Bajo la Curva de la respuesta contractil inducida por Histamina (1x10°-1x10° M)
en ileon de cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de hipoxia. Cada barra representa la media +
error estdndar de 6 preparaciones. * Muestra diferencia significativa con respecto al grupo control
(P< 0.05, ANOVA, seguido por una prueba de Dunnett).
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Con el objeto de evaluar la respuesta contractil del tejido bajo una estimulacion
quimica con Serotonina en diferentes tiempos de hipoxia, se realizo una curva dosis
respuesta no acumulativa de Serotonina (1X10°- 1X10° M) estos resultados se obtuvieron
en gramos de tensién como se pueden observar en la figura 17, posteriormente estos
datos fueron procesados como ABC como se observa en el figura 18 indicando que solo a
los 80 minutos de hipoxia hay una diferencia significativa en el efecto contractil inducido

por Serotonina (9.5 £ 1.0 vs el grupo control 5.2 + 0.9, ANOVA, Dunnet P< 0.05).

SEROTONINA

-= Control
Hipoxia 10 min
-6~ Hipoxia 20 min
-4 Hipoxia 40 min
-4~ Hipoxia 80 min

g de tension

Concentracion M

Figura 17. Curva dosis respuesta en gramos de tensién de Serotonina (1x10°-1x10° M) en ileon de
cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de hipoxia.
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SEROTONINA
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Figura 18. Area Bajo la Curva de la respuesta contractil inducida por Serotonina (1x10°-1x10°° M)
en ileon de cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de hipoxia. Cada barra representa la media +
error estdndar de 6 preparaciones. * Muestra diferencia significativa con respecto al grupo control
(P< 0.05, ANOVA,seguido por una prueba de Dunnett).
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Con el objeto de evaluar la respuesta contractil del tejido bajo una estimulacion
quimica con KCI en diferentes tiempos de hipoxia, se realiz6 una estimulacion con KCI
(3.2 X 10®M) y estos resultados se pueden observar en la figura 19 indicando que no hay
diferencia significativa en el efecto contractil inducido por KCI con respecto al grupo
control (ANOVA, P<0.05) en ninguno de los tiempos de hipoxia a los que fueron

sometidos los tejidos.
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HIPOXIA 40
HIPOXIA 80

Figura 19. Gramos de tensién de la respuesta contractil inducida por KCI (3.2 X1O_2 M) en ileon de
cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de hipoxia. Cada barra representa la media * error
estandar de 6 preparaciones. * Muestra diferencia significativa con respecto al grupo control (P<
0.05, ANOVA)
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Con el objeto de evaluar la respuesta contractil del tejido bajo una estimulacion
quimica con BaCl, en diferentes tiempos de hipoxia, se realizo una curva dosis respuesta
no acumulativa de BaCl, (1X10®°- 1X10? M) estos resultados se obtuvieron en gramos de
tensibn como se pueden observar en la figura 20, posteriormente estos datos fueron
procesados como ABC como se observa en el figura 21 indicando que solo a los 10, 20 y
80 minutos de hipoxia hay una diferencia significativa en el efecto contractil inducido por
BaCl, (9.6 £ 0.5, 10.8 £ 1.4, 10.8 £ 0.7 vs el grupo control 3.4 £ 0.3, ANOVA, Dunnet P <

0.05).

BaC|2

-=- Control
Hipoxia 10 min
-e- Hipoxia 20 min
=2 Hipoxia 40 min
=4~ Hipoxia 80 min

g de Tension

Concentracion M

Figura 20. Curva dosis respuesta en gramos de tension de BaCl, (1x10°-1x10” M) en ileon de
cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de hipoxia.
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Figura 21. Area Bajo la Curva de la respuesta contractil inducida por BaCl, (1x10'5-1x10'2 M) en
ileon de cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de hipoxia. Cada barra representa la media * error
estandar de 6 preparaciones. * Muestra diferencia significativa con respecto al grupo control (P<
0.05, ANOVA,seguido por una prueba de Dunnett).
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8.2. RESPUESTA CONTRACTIL DEL iLEON DE COBAYO SOMETIDO A DIFERENTES
TIEMPOS DE ISQUEMIA

Con el objeto de evaluar la respuesta contractil del tejido bajo un estimulo eléctrico
en diferentes tiempos de isquemia, se realiz6 una estimulacion eléctrica a 14 volts en los
segmentos de ileon de cobayo y estos resultados se pueden observar en la figura 22, los
cuales indican que no hay diferencia significativa en la respuesta contractil inducida por
estimulacion eléctrica con respecto al grupo control (ANOVA , P<0.05), en ninguno de los

tiempos de isquemia a los que fueron sometidos los tejidos.
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Figura 22.Gramos de tension de la respuesta contractil inducida por Estimulo Eléctrico (14 volts.)
en ileon de cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de isquemia. Cada barra representa la media +
error estandar de 6 preparaciones. * Muestra diferencia significativa con respecto al grupo control
(P< 0.05, ANOVA, seguido por una prueba de Dunnett).
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Con el objeto de evaluar la respuesta contractil del tejido bajo una estimulacion
quimica con ACh en diferentes tiempos de isquemia, se realizo una curva dosis respuesta
no acumulativa de ACh (1X10- 1X10®° M) estos resultados obtenidos en gramos de
tensidén se pueden observar en la figura 23, posteriormente estos datos fueron procesados
como ABC como se observa en el figura 24 indicando que solo a los 10, 40 y 80 minutos
de isquemia disminuy6 significativamente el efecto contractil inducido por ACh (9.6 = 0.9,
9.0 £+ 1.0, 4.0 £ 0.4, vs el grupo control 13.6 £ 1.2, ANOVA, Dunnet P< 0.05). La

disminucion del efecto contractil fue aprox. del 45% con respecto al control.

ACh

== Control
Isquemia 10 min

=e- |squemia 20 min
=2~ [squemia 40 min
== |squemia 80 min

g de Tension

Concentracion M

Figura 23. Curva dosis respuesta en gramos de tensién de ACh (1x10'%-1x10®° M) en ileon de
cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de isquemia.
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Figura 24. Area Bajo la Curva de la respuesta contractil inducida por ACh (1x10"%-1x10° M) en
ileon de cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de isquemia. Cada barra representa la media +
error estdndar de 6 preparaciones. * Muestra diferencia significativa con respecto al grupo control
(P< 0.05, ANOVA,seguido por una prueba de Dunnett).
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Con el objeto de evaluar la respuesta contractil del tejido bajo una estimulacion
quimica con Histamina en diferentes tiempos de isquemia, se realizo una curva dosis
respuesta no acumulativa de Histamina (1X10°- 1X10° M) estos resultados obtenidos en
gramos de tension se pueden observar en la figura 25, posteriormente estos datos fueron
procesados como ABC como se observa en el figura 26 indicando que todos los tiempos
de isquemia disminuyeron significativamente el efecto contractil inducido por Histamina
(89+ 0.6,11.1 £0.7, 8.3 0.9, 4.8 0.6 vs el grupo control 14.6 + 0.6, ANOVA, Dunnet

P< 0.05). La disminucién del efecto contractil fue aprox. del 42 % con respecto al control.

HISTAMINA

-=- Control
Isquemia 10 min
-~ Isquemia 20 min
=&~ [squemia 40 min
== |squemia 80 min

g de Tension

Concentracion M

Figura 25. Curva dosis respuesta en gramos de tensién de Histamina (1x10°-1x10° M) en ileon de
cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de isquemia.
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Figura 26. Area Bajo la Curva de la respuesta contractil inducida por Histamina (1x10°-1x10° M)
en ileon de cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de isquemia. Cada barra representa la media +
error estdndar de 6 preparaciones. * Muestra diferencia significativa con respecto al grupo control
(P< 0.05, ANOVA,seguido por una prueba de Dunnett).
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Con el objeto de evaluar la respuesta contractil del tejido bajo una estimulacion
quimica con Serotonina en diferentes tiempos de isquemia, se realizo una curva dosis
respuesta no acumulativa de Serotonina (1X10°- 1X10° M) estos resultados se obtuvieron
en gramos de tensién como se pueden observar en la figura 27, posteriormente estos
datos fueron procesados como ABC como se observa en el figura 28 indicando que a los
20 minutos de isquemia hay una diferencia significativa en el efecto contractil inducido por

Serotonina (8.8 £ 0.70 vs el grupo control 5.2 + 0.9, ANOVA, Dunnet P< 0.05).

SEROTONINA

-= Control
Isquemia 10 min
=e- Isquemia 20 min
=4~ [squemia 40 min
== |squemia 80 min

g de Tension

Concentracion M

Figura 27.Curva dosis respuesta en gramos de tension de Serotonina (1x10°-1x10° M) en ileon de
cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de isquemia.
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Figura 28. Area Bajo la Curva de la respuesta contractil inducida por Serotonina (1x10°-1x10°° M)
en ileon de cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de isquemia. Cada barra representa la media +
error estandar de 6 preparaciones. * Muestra diferencia significativa con respecto al grupo control
(P< 0.05, ANOVA,seguido por una prueba de Dunnett).
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Con el objeto de evaluar la respuesta contractil del tejido bajo una estimulacion
quimica con KCI en diferentes tiempos de isquemia, se realiz6 una estimulacién con KCI
(3.2 X 10®M) y estos resultados se pueden observar en la figura 29 indicando que a los 80
minutos de isquemia hay una disminucién significativa en el efecto contractil inducido por
KCI (2.0 £ 0.2 vs el grupo control 4.1 £ 0.2 ANOVA, Dunnet P< 0.05). La disminucion del

efecto contréactil es de aprox. del 57% con respecto al control.
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Figura 29. Gramos de tension de la respuesta contractil inducida por KCI (3.2X10% M) en ileon de
cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de isquemia. Cada barra representa la media £ error
estandar de 6 preparaciones. * Muestra diferencia significativa con respecto al grupo control (P<
0.05, ANOVA, seguido por una prueba de Dunnett).
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Con el objeto de evaluar la respuesta contractil del tejido bajo una estimulacion
quimica con BaCl, en diferentes tiempos de isquemia, se realiz6 una curva dosis
respuesta no acumulativa de BaCl, (1X10°- 1X10% M) estos resultados se obtuvieron en
gramos de tensidon como se pueden observar en la figura 30, posteriormente estos datos
fueron procesados como ABC como se observa en el figura 31 indicando que solo a los
10, 20 y 40 minutos de isquemia hay una diferencia significativa en el efecto contractil
inducido por BaCl, (7.0 £ 0.6, 11.7 £ 1.0, 8.4 £ 1.1 vs el grupo control 3.4 + 0.3, ANOVA,
Dunnet P< 0.05).

BaCI2

-2 Control
Isquemia 10 min
=e= Isquemia 20 min
=4~ [squemia 40 min
== |squemia 80 min

g de Tension

Concentracion M

Figura 30. Curva dosis respuesta en gramos de tension de BaCl, (1x10°-1x10 M) en ileon de
cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de isquemia.
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Figura 31. Area Bajo la Curva de la respuesta contractil inducida por BaCl, (1x10°-1x102 M) en
ileon de cobayo sometido a 10, 20, 40 y 80 min. de isquemia. Cada barra representa la media =
error estandar de 6 preparaciones. * Muestra diferencia significativa con respecto al grupo control
(P< 0.05, ANOVA, seguido por una prueba de Dunnett).
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

La Enfermedad Vascular Cerebral (EVC) 6 Accidente Vascular Cerebral (AVC) se
define como un sindrome clinico caracterizado por el rapido desarrollo de sintomas y/o
signos correspondientes usualmente a afeccion neuroldgica focal, sin otra causa aparente

que el origen vascular (OMS).

La enfermedad vascular cerebral (EVC) constituye la tercera causa de muerte en
paises industrializados, y es considerada como la primera causa de invalidez a nivel
mundial. Segun la estadistica de mortalidad en México, la enfermedad vascular cerebral
forma parte de las diez primeras causas de mortalidad. En EUA se considera que
aproximadamente 500,000 a 700,000 casos nuevos aparecen en un afo y cuyo costo de

atencion asciende a 30 billones de délares en ese pais’.

Se han desarrollado una variedad de métodos para estudiar la fisiopatologia y el
tratamiento del infarto cerebral, los cuales se basan principalmente en estudios detallados
con modelos animales. Estos modelos presentan un amplio conocimiento de los
mecanismos moleculares que resultan en un dafno durante y después de la isquemia
cerebral*'®'. La informacién que se obtiene de la experimentacion en animales,
proporciona una posibilidad de manipulacion farmacoldgica para reducir la muerte, el
dafio tisular y la disfuncién neuronal. Muchos de estos modelos animales han mostrado la
existencia de un gran niumero de compuestos con mecanismos de accion diferentes que

reducen el dafio tisular después de la isquemia®.

Con éste proposito un grupo de investigadores desarrollé el modelo de ileon

aislado de cobayo “in situ” como una herramienta farmacol6gica para el estudio de la

FES-ZARAGOZA,UNAM 89



isquemia. Sin embargo, en éste modelo no se puede establecer la diferencia entre el

dafio neuronal producido por hipoxia e isquemia.

Por este motivo, en este trabajo reportamos el uso de un modelo de ileon aislado
de cobayo ‘in vitro”, desarrollado por nuestro grupo de trabajo, con la finalidad de aplicar
la experiencia previa en un modelo reproducible, econémico y que permite utilizar menos

animales de laboratorio.

Nuestros resultados indican que el proceso de hipoxia produce una alteracion en la
respuesta contractil del ileon de cobayo. Esta alteracion provoca una disminucion en la
respuesta inducida por estimulacién eléctrica (Figura 12), ya que la estimulacion eléctrica,
durante la sinapsis, provoca que los segmentos intactos de ileon liberen varios
neurotransmisores, principalmente ACh, la cual actia sobre receptores Ms activando
receptores acoplados a proteina G,. Estos eventos elevan la concentracion intracelular de
calcio activando la cinasa de miosina de cadena corta, fosforilandola y activando la
miosina I, provocando la contraccién®. La disminucién que observamos en la respuesta
contractil, podria deberse a una reducida liberacion de neurotransmisores, o a una
reduccion en la fuerza de respuesta del musculo para provocar la liberacion de
neurotransmisores®. Para el proceso de isquemia la respuesta inducida por la

estimulacion eléctrica, no se altero.

Ademas, nuestros resultados muestran que durante el proceso de hipoxia y de
isquemia, se producen alteraciones en la respuesta contractil del tejido a los diversos
estimulos quimicos, (Figuras 14 y 24) las cuales parecen ser tiempo dependientes. Se ha
observado que tanto la hipoxia como la isquemia, producen los primeros efectos de
deterioro en neuronas entéricas, estos datos nos indican que la privacién de glucosa u

oxigeno, provocan una disminucién en la liberacion espontanea de ACh en preparaciones
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del plexo mientérico de ileon aislado de cobayo, mientras que la combinacién de ambas,
(isquemia), causan un incremento en la liberacion de ACh como resultado de una
elevacion en los niveles de calcio intracelular'®, lo anterior explicaria porque en la

isquemia no se observan alteraciones en los tejidos.

Por otro lado, nuestros resultados muestran que los procesos de hipoxia e
isquemia producen alteraciones en la respuesta contractil inducida por Histamina,
provocando una disminucion en la susceptibilidad del tejido a esta sustancia (Figuras 16 y
26). La histamina ejerce sus acciones biologicas al unirse con receptores H; que estan en
endotelio, células de mdusculo liso y terminaciones nerviosas, desencadenando un
incremento en la hidrélisis de fosfoinositol y también en la concentracion de calcio
intracelular, produciendo la activacion de la MCLK, fosforilando la miosina, la cual forma el
emparejamiento con las cadenas de actina, para producir la contraccion , esto nos
sugiere una alteracién en la funcién motora del musculo o en su capacidad para liberar al

neurotransmisor

En nuestros resultados sobre la respuesta contractil inducida por Serotonina,
parece ser que no existen alteraciones a cortos de tiempos de hipoxia, solamente a 80
min. se observa un ligero incremento en la respuesta contractil, éste incremento podria
deberse a que con la aplicacidon exdgena de serotonina, la cual ademas de ser un
neurotransmisor en el SNC; se encuentra en altas concentraciones en células
enterocromafines en el tracto gastrointestinal, controlando varios reflejos fisiolégicos,
patoldgicos y farmacolbgicos, y estimula la liberacion de ACh en la mayoria de los
segmentos intactos de tejido (Figuras 18) bajo condiciones de hipoxia. Para el proceso
isquémico no se observaron alteraciones en la respuesta contractil del tejido (Figura 28).
Como ya se menciond, ademas de ser un importante neurotransmisor en el SNC; la

liberacion de ésta produce varios reflejos, a través de sus receptores, de los cuales se
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conocen aproximadamente 14 subtipos que estan localizados en neuronas aferentes
primarias intrinsecas y extrinsecas, en ganglios, en membranas axonales, nervios
terminales, células enterocromafines, enterocitos y células del sistema inmune®. Los
receptores 5-HT; y 5-HT, median los reflejos de motilidad y secrecidn; y se encuentran

expresados por distintas neuronas en el tacto gastrointestinal”™.

Los receptores 5-HT, estan acoplados a una proteina Gs para activar la adenilato
ciclasa (AC) provocando un incremento en el AMP. intracelular. En el tracto
gastrointestinal estos receptores estan localizados en neuronas del plexo mientérico,

musculo liso y células secretoras®*.

Los resultados sugieren, que la hipoxia produce cambios en la liberacion de
neurotransmisores desde las terminales nerviosas, e indican que existe un dafno mas
severo en las neuronas entéricas que en los receptores especificos, vias de sefalizacién
intracelular, y en el mecanismo de contraccion muscular, lo que se refleja en la
disminucién en la respuesta contractil a la estimulacion eléctrica, a la administracién de
ACh e Histamina. Los efectos inhibitorios parecen ser en su mayoria mas funcionales que
estructurales. En este sentido, podemos inferir que el descenso en la respuesta a la
estimulacion eléctrica es un indicador importante de dafo funcional neuronal debido a la
forma en que actua la estimulacion eléctrica en este modelo experimental. La disminucion
en la respuesta a estimulacion neurogénica puede ser cuantificada, por lo que se podria
utilizar como un parametro de medida para evaluar el grado de dano de diferentes

tratamientos con el objeto de reducir el dafio neuronal producido por la hipoxia®.

Nuestros resultados muestran que en caso de la estimulacién inducida por KCl, el
cual induce la despolarizacién de la membrana, permitiendo la apertura de canales de

Ca** dependientes de voltaje tipo L, generando asi un incremento en la concentracién de
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este ion en el interior de la célula, y por consiguiente, la generacién de la contraccién; no
se observan alteraciones en la respuesta contractil del tejido en el proceso de hipoxia
(Figura 19). Este resultado sugiere que el dano que pudiera haber causando la falta de
oxigeno y después una reoxigenacion, no afecta los mecanismos fisiolégicos contractiles
del musculo liso. En la estimulacion para la isquemia a 80 min se observa una
disminucion en la susceptibilidad del tejido (Figura 29), lo cual sugiere que antes de este
tiempo el musculo mantiene controlados los mecanismos electromecanicos en donde el
proceso de isquemia in vitro (ausencia de oxigeno y glucosa) y una posterior reperfusion
podrian estar disminuyendo la capacidad del musculo para generar una fuerza de

contraccién.

Nuestros resultados por estimulacién con KCI, bajo las condiciones de isquemia in
vitro parecen concordar con los obtenidos por estimulacién con KCI sobre el ileon de

cobayo bajo condiciones de isquemia in situ y reperfusion in vitro®.

Nuestros resultados indican que la hipoxia y la isquemia producen alteraciones
sobre la respuesta contractil del ileon aislado de cobayo inducidas por BaCl,. Estas
alteraciones parecen aumentar la sensibilidad del tejido por los iones Ca?*, al incrementar
la respuesta contractil del tejido (Figuras 21 y 31). El Ba** estimula directamente el
mecanismo contractil de forma muy similar al del i6n Ca*, por lo tanto la fase de
contraccién/relajacion en el muasculo liso, depende, del incremento y caida de la
concentracion interna del Ca®. Asi, una vez que el Ca®* extracelular penetra en el interior
de la célula, se une a una proteina reguladora intracelular: la Calmodulina, dando origen
al compuesto Ca®* /Calmodulina, que activa a la quinasa de las cadenas ligeras de la
miosina mediante fosforilacion, lo que permite la activacion de la miosina-ATPasa y la

contraccién.
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Algunos autores sugieren que los procesos de hipoxia e isquemia aumentan la
sensibilidad de los iones de Ca*, induciendo un aumento en la contraccién. Por esta

razén la administracién de BaCly, el Ba?*, actuaria como el Ca?*, produciendo una mayor

contraccion en los tejidos sometidos a hipoxia e isquemia®.

FES-ZARAGOZA,UNAM 94



X. CONCLUSIONES

+« 1. La hipoxia produce alteraciones en la respuesta contractil del ileon de cobayo
inducidas por ACh, Histamina y BaCl,. Este proceso disminuye la susceptibilidad
del tejido a la ACh y a la Histamina. Estas alteraciones son mayores con ACh e

Histamina, por el contrario, la susceptibilidad se ve incrementada para BaCl,.

+ 2. La hipoxia también produjo una disminucién en la respuesta contractil del tejido
inducida por estimulacién eléctrica. Estos resultados sugieren que la hipoxia

induce un dafio neuronal en el ileon aislado de cobayo.

+« 3. Por otro lado, la isquemia produjo alteraciones en la respuesta contractil del
tejido inducidas por ACh, Histamina, BaCl, y KCI. Este proceso disminuye la
susceptibilidad del tejido a la ACh e Histamina de una manera tiempo-dependiente
y en la misma proporcidén; mientras que incrementa la susceptibilidad del tejido al

BaC|2.

+« 4. Finalmente se concluye que la hipétesis propuesta no se cumplié, ya que
ademas no se pudo establecer el tiempo al cual se produce un dafio neuronal en
los tejidos sometidos a ambas condiciones experimentales. Sin embargo, la
isquemia no alteré la respuesta contractil del tejido inducida por Estimulacién
Eléctrica. Sugiriendo que éste proceso no induce dafo neuronal en el ileon aislado
de cobayo. Se sugiere que para poder obtener resultados mas precisos se

aumenten los periodos de tiempo en ambos procesos.
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ANEXO 1 (Resumen del método)

PREPARACION DEL
TEJIDO.

!

Cobayos macho de color, de 400 a 600
g, se sacrifican por dislocacion
cervical.

!

Se obtienen seis segmentos de ileon de 2.0 cm a partir de una porcion de
15 cm aproximadamente. Los segmentos son colocados en camaras de
organo aislado de 30 mL. , las cuales estan conectadas a un poligrafo.

)

Las preparaciones se dejan estabilizar durante 30 minutos
en solucion Krebs a 37°C con una mezcla de 95% O,y

5% CO, y tension de 1 gramo.

!

Se realiza una prueba de viabilidad del tejido con ACh

[1x10 M] para aplicar los criterios de inclusion, exclusion
y/o eliminacion

! |

[ HIPOXIA ] [ ISQUEMIA
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ANEXO 1.1.

o)
|

Sustituir la mezcla de gases por N,

Durante el tiempo respectivo.

Volver a sustituir el N, por

la mezcla de gases inicial.

|

Realizar la estimulacion
eléctrica
a0.5,1,2,4,6,8,10,12 y14 volts.

|

Realizar las curvas concentracion respuesta no acumulativa
ACh (1X10 - 1X10" M), Histamina (1x10°-1X10" M),
Serotonina (1x10 -1X10" M),

!

Realizar el estimulo con KCI (3.2X 10° M)
y finalmente una curva de BaCl, (1x10 - 1x10 “M).
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ANEXO 1.2.
[ ISQUEMIA ]

|

Sustituir la mezcla de gases inicial por N, y cambiar el Krebs original
de las camaras por uno sin glucosa durante el tiempo respectivo.

Restaurar la mezcla inicial de gases y de solucién K-B completa.
(con glucosa)

|

Realizar la curva de E.E.
a0.5,1,2,4,6,8,10,12 y14 volts.

!

Realizar las curvas concentracion respuesta no acumulativas
ACh (1X10 - 1X10" M), Histamina (1x10 -1X10" M),
Serotonina (110 -1X10" M),

|

Realizar la estimulacion con KCI (3.2X 10~ M)
y finalmente una curva de BaCl, (1x10 - 1x10 °M).
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