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1. INTRODUCCION

La enfermedad vascular cerebral (EVC) es un padecimiento que ocupa el tercer lugar en
mortalidad a nivel mundial y el primero en producir discapacidad motora. Tomando en cuenta
que el EVC de tipo isquémico es mas comun en la poblacion que el de tipo hemorragico, se
han llevado a cabo estudios para obtener nuevos farmacos con efecto neuroprotector.

La busqueda de una terapia neuroprotectora efectiva para la EVC sigue siendo un reto
para investigadores y clinicos. La mejor herramienta de que disponemos actualmente para
estudiar la fisiopatologia de la isquemia cerebral son los modelos experimentales, que nos
permiten abordar de forma controlada el estudio de esta patologia, que se caracteriza por su
heterogeneidad y complejidad.

La informaciéon que se obtiene de los experimentos con modelo experimentales en
animales ofrece una oportunidad en la terapéutica farmacolégica de limitar la muerte y
reducir el dano tisular asi como la disfuncién neuronal.

En la busqueda de modelos experimentales para el desarrollo de farmacos
neuroprotectores, recientemente se propuso el modelo de ileon de cobayo para el
cernimiento farmacolégico de compuestos con posible efecto neuroprotector, basandose
principalmente en la presencia del Sistema Nervioso Entérico (SNE) en el ileon de cobayo.

Utilizando este modelo, en este estudio se evalud la respuesta contractil del ileon de
cobayo después de inducir isquemia e hipoxia in vitro variando las concentraciones de
oxigeno (5, 20 y 80%). El propésito del estudio fue determinar la funcionalidad del tejido a la

estimulacién quimica y eléctrica, asi como establecer las condiciones experimentales que

—
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inducen el mayor dafio neuronal y a su vez determinar la utilidad del modelo de isquemia in

vitro propuesto en el estudio de moléculas neuroprotectoras.

2. MARCO TEORICO

2.1. ENFERMEDAD VASCULAR CEREBRAL

2.1.1 Definiciéon

La enfermedad vascular cerebral (EVC), también conocida como accidente vascular
cerebral (AVC), constituye la segunda causa de muerte (5.5 millones de defunciones al afo)
y la primera causa de discapacidad motriz a nivel mundial. Mas del 85% de estas muertes se
presentan en personas que viven en paises de bajos y medianos ingresos; y una tercera
parte, en personas menores de 70 afios." También contribuye al déficit econdmico de un
pais, debido a la asistencia médica que requieren los pacientes que la han padecido, la cual,
es costosa e incluye consultas médicas, tratamientos, rehabilitacién, etc.; ademas, en
muchas ocasiones les produce incapacidad laboral permanente. Se calcula que cerca de un
16% de los pacientes permanecen hospitalizados a largo plazo, 20% necesita asistencia para
caminar y 70% no puede regresar a su trabajo.

La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) define al AVC como un sindrome clinico
caracterizado por el subito desarrollo de sintomas y/o signos correspondientes usualmente a
una afeccion neurolégica focal, que persiste por mas de 24 horas, sin otra causa aparente
que la de origen vascular. Un AVC ocurre cuando se interrumpe el suministro de sangre a
una parte del cerebro o cuando un vaso sanguineo cerebral se rompe, produciendo una

hemorragia.1

—
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2.1.2 Clasificacion

El EVC o AVC se clasifica en isquémico o infarto cerebral, que representa el 64% de los
eventos en México y hemorragico, (Figura 1) que representa el 36% segun cifras reportadas
por el Instituto Panvascular de Occidente y la Asociacion Mexicana de Enfermedad Vascular

Cerebral? (Figura 2).

Figura 1. Tipos de EVC segun su naturaleza.

—
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Figura 2. Clasificacion de la EVC modificado de la Asociacion Mexicana de Enfermedad Vascular Cerebral y
Diez —Tejedor. ATI (Accidente isquémico transitorio).

EI EVC isquémico se produce por la disminucién o interrupcion del flujo sanguineo a un area
del cerebro a consecuencia de una reduccion de la presidon sanguinea; o bien, secundaria a
una obstruccién de vasos de pequefio o gran calibre; y de acuerdo a su localizacién puede
ser global 6 focal. El de tipo global se produce cuando disminuye el flujo sanguineo en todo
el cerebro debido, generalmente, a hipotension arterial sostenida; mientras que, el focal es el
que afecta sélo algunas regiones del cerebro.?

El EVC hemorragico se produce por la ruptura de un vaso o arteria y segun su localizacién

puede ser: parenquimatosa o intracerebral porque se produce en cualquiera de los

—
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hemisferios cerebrales, tallo cerebral o cerebelo y subaracnoidea que se produce en el

espacio subaracnoideo sobre la corteza cerebral (Figura 3).

Figura 3. Tipos de hemorragia cerebral

Los EVC isquémicos también pueden clasificarse de acuerdo a la evolucién temporal de los
sintomas como transitorios, en evolucion y completos. En los primeros, el déficit
neurologico generalmente es reversible y se resuelve en menos de 24 horas con secuelas
minimas. La mayoria de éstos duran menos de una hora y no son considerados propiamente
un infarto cerebral; sin embargo, los pacientes en los que se ha presentado corren riesgo de
sufrir un infarto cerebral severo. En los que se encuentran en evolucion, el déficit neuroldgico
se agrava después del inicio. Finalmente, en los EVC completos, se induce un déficit

permanente sin cambios tempranos luego de la evaluacion inicial.?
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La obstruccion o disminucion en el flujo sanguineo al cerebro en el EVC isquémico puede

deberse a un proceso arterioescleroético, tromboético, embalico o hipoxico.

La arteriosclerosis es una patologia que consiste en la acumulacion 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.

La_trombosis cerebral es producida como consecuencia de una zona obstruida por placas de

ateroma que llevan a la formacion de una agregacion plaquetaria, formando coagulos o
trombos que impiden la circulacion sanguinea en ésa area.

La embolia cerebral es producida por algunos trombos se pueden liberar llegando a arterias

mas pequenas por las que no pueden pasar, las bloquean totalmente impidiendo el flujo de
sangre. Esta situacion es muy grave ya que puede evolucionar a la muerte de las células
cerebrales implicadas y por ende la pérdida irreversible de las mismas.

La hipoxia generalmente se produce por hipotension y poca perfusion lo cual causa un infarto

sin oclusion vascular.®

2.1.3 Sintomas

Los sintomas de una isquemia cerebral dependen del lugar en el que se produzca la
disminucién del flujo sanguineo, asi como de la intensidad y extensiéon de la misma; sin
embargo, los principales sintomas que presentan los pacientes con un ataque isquémico son:
cefalea intensa y repentina de origen desconocido; entumecimiento u hormigueo en el brazo,

la pierna o el rostro, generalmente de un lado del cuerpo; seguido de debilidad o paralisis
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muscular; incapacidad para caminar y/o ataxia; vista nublada o en uno o ambos o0jos;

disfagia, dislexia y/o afasia; mareo, confusién, desmayo o coma.*

2.1.4 Diagnéstico

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 paciente.
Ocasionalmente, la obstruccién de la arteria carétida produce un soplo que a veces se puede
escuchar con el estetoscopio.* Otros métodos de diagnéstico utilizados son: ultrasonografia
Doppler, angiografia por resonancia magnética o por sustraccion digital, ecografia,

resonancia magnética y arteriografia.’

2.1.5 Tratamiento

Hasta el momento, el tratamiento de la isquemia cerebral es solo preventivo, e involucra
cambios en el estilo de vida asi como atencién a los problemas de arterioesclerosis y
trastornos subyacentes que pueden provocar la isquemia. Ademas, pueden ser necesarios
cateterismos e intervenciones quirurgicas para contrarrestar los efectos de la enfermedad de
las arterias carétidas y reducir el riesgo de sufrir un EVC.°

El unico tratamiento que ha demostrado eficacia clinica en pacientes con isquemia cerebral
es la alteplasa (t-PA o activador del plasminégeno tisular), un fibrinolitico que activa el
plasmindgeno tisular e incrementa su conversién a plasmina, enzima que hidroliza la fibrina
y disuelve los coagulos.” Los objetivos de la terapia trombolitica son recanalizacion arterial y
la protecciéon de las neuronas de la penumbra isquémica. Los beneficios clinicos del

tratamiento con la alteplasa se basan en la reperfusion del tejido y la disminucion del
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desarrollo del infarto, lo que depende del grado de dano irreversible, asi como la presencia y
extension de la penumbra isquémica. Sin embargo, el uso de alteplasa a nivel clinico es
limitado, su administracion se recomienda dentro de las 3 primeras horas después del inicio
de la enfermedad cerebrovascular® y aunque puede minimizar las lesiones causadas por el
EVC isquémico agudo, esta absolutamente contraindicado en el EVC hemorragico, de
manera que la determinacion del tipo de EVC es esencial antes de iniciar un tratamiento
medico. Entre los requisitos para que un paciente pueda ser tratado con alteplasa es que no
debe haber signos de hemorragia intracraneal, sospecha clinica importante de hemorragia

subaracnoidea, antecedentes de cirugia intracraneal o en la columna vertebral, entre otras.®

2.1.6 Factores de riesgo

Existen algunos factores que aumentan el riesgo de sufrir un EVC, como: edad avanzada,
geénero, hipertension arterial, tabaquismo, diabetes mellitus, dislipidemia, ataque isquémico

transitorio, alcohol, problemas cardiovasculares.* '°

2.2. EVENTOS QUE SE PRESENTAN DURANTE LA ISQUEMIA

2.2.1 El nucleo isquémico y la penumbra

El metabolismo y la viabilidad del tejido cerebral dependen principalmente del aporte de
oxigeno y nutrientes a través de la circulacién cerebral; por lo tanto, para comprender el dafo
y la evolucion del evento isquémico, es necesario conocer datos del flujo sanguineo cerebral
(FSC). Un flujo sanguineo normal de 50 a 55 mL/min/100g de tejido garantiza la actividad

eléctrica de las neuronas y la preservacion de sus funciones bidsinteticas'"; sin embargo,
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cuando el EVC comienza, se produce una hipoperfusion grave y el grado del dafio que
ocasione dependera de la duracion y grado de isquemia.

En los pacientes que sufrieron una isquemia cerebral es posible observar dos regiones
cerebrales morfolégicamente importantes: el nucleo del infarto y la penumbra (Figura 4). En
la primera, el flujo sanguineo cerebral (FSC) disminuye a 10 mL/min/100 g de tejido que
corresponde a menos del 20 % del FSC normal y el dafio neuronal puede ser irreversible
después de 30 minutos. Las células en esta zona mueren rapidamente por lipdlisis,
protedlisis, fallo energético total y ruptura de la homeostasis idnica. La segunda regién
localizada en la periferia del nucleo isquémico se denomina penumbra isquémica,
caracterizada por una perfusion cerebral criticamente disminuida, con un FSC de 10 a 22
mL/min/100g de tejido, pero en la que el suministro de oxigeno es todavia suficiente para
preservar la supervivencia tisular. En las neuronas localizadas en esta zona, la capacidad de
generar potenciales de accion se encuentran disminuidos, pero aun se mantienen los
gradientes ionicos. Las neuronas de esta zona son potencialmente rescatables y si no se
restablece una perfusion adecuada 6 se protegen, éstas, con el trascurso del tiempo, se

transformaran en una zona de nuicleo del infarto, con muerte neuronal’" ' (Figura 5).
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Figura 4. Nucleo y penumbra isquémica

Figura 5. Evolucion temporal de la penumbra a nucleo isquémico
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2.2.2 Eventos Bioquimicos

2.2.2.1 La cascada isquémica

La cascada de eventos que se desencadena durante la isquemia es un proceso complejo al
cual varios autores e investigadores han tratado de dar explicacion. Se sabe que el tejido
cerebral tiene un consumo relativamente alto de oxigeno y glucosa; y depende practicamente
de manera exclusiva de la fosforilacion oxidativa para producir energia y llevar a cabo todos
sus procesos metabdlicos.'® > La isquemia cerebral aguda induce una falla energética que
interrumpe los procesos de fosforilacion oxidativa y la sintesis de ATP."™ '® El consecuente
déficit energético ocasiona, en la zona del nucleo del infarto, la deplecidon energética casi
total, la pérdida de la funcion de membrana y del gradiente idnico, la formacion de edemay la
destruccion celular; mientras que, en la zona de penumbra, en donde el déficit de energia es
menor, la isquemia ocasiona la pérdida de funciones celulares produciendo diversas

alteraciones bioquimicas con efectos nocivos a largo plazo.

Diversos investigadores han determinado que durante los primeros minutos de la isquemia,
el déficit de oxigeno provoca un metabolismo anaerébico de la glucosa, produciendo un
aumento de &cido lactico y acidosis.”®'” La acidosis inhibe la fosforilacién oxidativa,
contribuyendo a la deplecién energética que afecta al correcto funcionamiento de los
procesos celulares activos dependientes de trifosfato de adenosina (ATP). Entre ellos se
observa un descenso en la actividad de las bombas de Na+/K+, provocando la entrada de
Na® a la célula y la salida de K" al espacio extracelular, resultando en una despolarizacion

membranal andxica.'* Esto produce la entrada de calcio a través de los canales de calcio
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dependiente de voltaje, desencadenando la liberacion de aminoacidos excitadores como
glutamato12 en el espacio sinaptico. La sobre-estimulacion de los receptores NMDA por el
glutamato induce un incremento en la concentracion de calcio intracelular, el cual activa
diversas enzimas liticas que destruyen componentes celulares (proteasas, lipasas,
endonucleasas), esto facilita la sintesis de 6xido nitrico y la formaciéon de radicales libres
derivados de Oxido nitrico (peroxinitritos), desacoplando la fosforilacion oxidativa y
comprometiendo aun mas la disponibilidad energética, lo que finalmente produce la muerte

neuronal’® (Figura 6).
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2.2.2.2. La hipoxia

Una de las causas principales de lesion cerebral secundaria es la hipoxia cerebral,
fundamentalmente de origen isquémico. La hipoxia se define como la disminucién de oxigeno
en los tejidos, incluido el cerebro. Este fendbmeno puede producirse por isquemia, asfixia,
anemia, envenenamiento (p.ej. mondxido de carbono) o disminucion en la presion parcial de
oxigeno atmosférico.

Las células del cerebro son extremadamente sensibles a la disminucion del aporte de
oxigeno, algunas comienzan a morir en menos de cinco minutos después de iniciada la

' En condiciones

hipoxia, resultando en la muerte o dafio cerebral grave de manera rapida.’
normales, las mitocondrias consumen la mayor cantidad (aproximadamente 85-90%) de
oxigeno en las células para permitir la fosforilacion oxidativa, que es la principal via
metabdlica para la produccidén de ATP. Por lo tanto, la hipoxia produce una disminucion en la
sintesis de ATP, como consecuencia la célula consume glucosa mas rapido en un intento de
producir ATP a través de la glucdlisis anaerdbica, menos eficiente energéticamente y la cual
produce desechos metabdlicos como el lactato, esto ocasiona que disminuya el pH celular.
De igual forma, se promueve la sintesis de NO y especies reactivas de oxigeno. Todos estos

procesos pueden resultar en la muerte celular.® 9%

2.3. MODELOS EXPERIMENTALES PARA EVALUAR EFECTO NEUROPROTECTOR

La busqueda de una terapia neuroprotectora efectiva para el dafo inducido por isquemia

cerebral sigue siendo un reto para investigadores y clinicos.?' La mejor herramienta de que
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disponemos para estudiar la fisiopatologia de la isquemia cerebral son los modelos
experimentales, que nos permiten abordar de forma controlada el estudio de la isquemia, que

se caracteriza por su heterogeneidad y complejidad.?

El objetivo principal de los modelos experimentales de isquemia cerebral es el estudio del
dafio isquémico en las neuronas en condiciones fisioldgicamente controladas vy
reproducibles, ademas de adquirir conocimientos validos de caracter basico sobre la
fisiopatologia del dafio cerebral isquémico y los efectos de nuevos compuestos capaces de
minimizar dicho dafo, lo que es de especial interés para su aplicacién clinica. El
conocimiento de los mecanismos subyacentes al dafo cerebral es el paso previo al
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas y nuevos farmacos que eviten la aparicion de
lesiones irreversibles.??

Sin embargo, a pesar de que se han evaluado varios agentes neuroprotectores en ensayos
clinicos de fase lll que evidencian efectos terapéuticos en modelos de isquemia cerebral en
ratas, ratones, o jerbos, ninguno de ellos ha demostrado eficacia en pacientes. Esta falta de
correlacion entre los estudios experimentales y clinicos fundamenta los cuestionamientos a
los modelos 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 utiles.?®

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 pequefios roedores como las ratas, son los animales mas utilizados en
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modelos de isquemia cerebral. La decision de los investigadores para utilizar estos animales,
es principalmente, por su aceptacion desde un punto de vista ecologico y ético, ademas de
ser mas economicos que otros animales, faciles de manipular y permiten utilizar sistemas
simples y accesibles para el estudio de mecanismos fisiopatoldgicos especificos.24

Los modelos experimentales para el estudio de la isquemia cerebral se clasifican en modelos
in vivo e in vitro. Los modelos in vivo pueden ser de tipo global, dentro de los que se
encuentran paro cardiaco e interrupcion de la circulacidon cerebral (interrupcién completa o
incompleta de la circulacién cerebral); o de tipo focal donde encontramos oclusiéon de la
arteria carétida comun, oclusion de la arteria cerebral media, oclusion microvascular de la
arteria cerebral media e infartos espontaneos en ratas espontaneamente hipertensas. Dentro
de los modelos in vitro encontramos principalmente los cultivos celulares que pueden ser de
neuronas, organotipicos y cortes de cerebro.?? 22

En general, los principales problemas de los modelos de isquemia cerebral son su alta

variabilidad y su elevada mortalidad.?*

2.3.1 Modelo de ileon de cobayo

Las técnicas in vitro involucran el aislamiento de un tejido que ha sido tomado de un animal y
se mantienen viables en una solucién de sales adecuada, temperatura, pH, etc., para la
evaluacion biolégica de los farmacos en investigacion. Algunas de las ventajas de las
técnicas in vitro son que varios medicamentos nuevos pueden ser probados en los tejidos
obtenidos a partir de un solo animal, la cantidad del material que se requiere para la prueba

es relativamente menor, se prueba directamente el efecto del farmaco manteniéndolo libre de
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los factores de absorcion, metabolismo, excrecién o interferencia debida a reflejos nerviosos
del organismo.

Muchas preparaciones in vitro se han utilizado para estudiar los patrones de motilidad y las
respuestas del musculo liso gastrointestinal, estos incluyen ileon de cobayo, ileon del conejo,
duodeno, yeyuno y estbmago de ratones, rata y hamster, siendo los intestinos de cobayo y
conejo utilizados con mayor preferencia que los de otras especies.

Los segmentos del intestino de un animal produciran respuestas fisiolégicas “normales” por
varias horas si se mantiene en una solucion fisiolégica adecuada y con temperatura y aporte
de oxigeno apropiados. El tejido que se prefiere para los estudios farmacoldgicos es el ileon
de cobayo, debido a que muestra una linea basal mas constante en su respuesta, ademas
de ser relativamente mas resistente al trauma y mas facil de manipular.?*

Recientemente, un grupo de investigadores propuso el ileon de cobayo como un modelo util
para el estudio de la isquemia neuronal y propiedades neuroprotectoras de diversas
moléculas.?’

Esta propuesta se basa en la existencia del sistema nervioso entérico (SNE), presente en el
ileon de cobayo; y su similitud en funcionalidad con las neuronas y neurotransmisores
presentes en el sistema nervioso central (SNC). Ademas, como ya se menciono, la
supervivencia y la integridad de las neuronas del intestino delgado requieren un suministro
continuo de oxigeno y glucosa, por lo que se ha demostrado que la isquemia intestinal
desencadena la cascada de eventos moleculares patolégicos que juegan un papel central en

la patogénesis de la lesidon neuronal asociada con el accidente cerebrovascular en el SNC.%
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2.4. SISTEMA NERVIOSO ENTERICO

El sistema nervioso entérico (SNE) tiene la capacidad de funcionar de forma independiente al
SNC para el control intrinseco de las funciones del tracto digestivo, regulando su motilidad,
secrecion, flujo sanguineo y el sistema inmunolégico. Por esta razén, el SNE se considera
como el "segundo cerebro”. Ademas, tanto el SNC como el SNE tienen un origen comuin.??°
El SNE esta organizado en dos plexos ganglionares: mientérico y submucoso, compuesto
por neuronas y células gliales entéricas. El plexo mientérico (o plexo de Auerbach) se
encuentra entre las capas del musculo longitudinal y el musculo circular; y se encarga de
controlar la actividad del musculo liso del intestino. El plexo submucoso (o plexo de
Meissner) se encuentra entre la capa del musculo circular y la submucosa y se encarga de
regular las funciones de absorcion y secrecion del epitelio gastrointestinal y el flujo sanguineo

local®®3? (

Figura 7).
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 distencién, a la tonicidad y a las sefiales quimicas especificas.?
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Figura 7. Sistema nervioso entérico.

2.4.1 Tipos de neuronas entéricas

Los movimientos del intestino son el resultado de la interaccion de las células neuronales y
las musculares. El aparato neuronal se compone de un gran numero de neuronas entéricas
que se pueden clasificar principalmente por su funcionalidad en neuronas aferentes
intrinsecas primarias, neuronas motoras e interneuronas.?® *'

Las neuronas aferentes primarias entéricas o neuronas aferentes primarias intrinsecas
(IPANs) estan presentes en los plexos tanto mientérico y submucoso y son neuronas

colinérgicas. Estas neuronas responden a estimulos mecanicos y quimicos y regulan las

funciones fisioldgicas del tubo digestivo, transmitiendo la informaciéon a otras neuronas. No

[ 25] FES _Zaraaoza



UNAM

conducen informacion sensorial; esta funcion se lleva a cabo a través de las células
enterocromafines, localizadas en el epitelio entérico y funcionan como transductores
sensoriales.®! En el cobayo estas neuronas tienen propiedades electrofisiologicas tipo AH
(After hyperpolarization) que se caracterizan por una hiperpolarizacion de larga duracion
seguida por un potencial de accion. Las IPANs reciben potenciales postsinapticos
excitatorios lentos los cuales son principalmente mediados por sustancias P y taquicininas.
Las IPANs estan interconectadas formando redes y reciben entradas de otras IPANSs,
ademas se conectan con interneuronas y con motoneuronas.?®

Las neuronas motoras representan la conexion final motora con las células del musculo liso
de las capas circular y longitudinal, vasos sanguineos y las glandulas. Los cuerpos celulares
se encuentran en los ganglios mientéricos, pero puede haber algunos en los ganglios
submucosos. De acuerdo a su funcion pueden dividirse en excitatorias o inhibitorias®' (Figura
8). Los principales neurotransmisores relacionados con las neuronas excitatorias son:
acetilcolina y taquicininas (substancia P y neuroquininas). Las neuronas inhibitorias utilizan
un espectro mas amplio de neurotransmisores como Oxido nitrico, péptido intestinal
vasoactivo y acido gamma-aminobutirico (GABA). Hay un subgrupo de estas células
encargadas de regular la secrecion de agua y electrolitos (neuronas secretomotoras) y del
flujo sanguineo (vasomotoras). Por sus caracteristicas electrofisioloégicas se les clasifica
como neuronas “S”, que al ser estimuladas eléctricamente se generan potenciales
postsinapticos excitatorios rapidos.?

Las interneuronas son las encargadas de integrar la informacion generada por las IPANs y
de enviar la informacién a las neuronas motoras. Se clasifican en ascendentes o

descendentes, de acuerdo a la direccion de las sefiales que emiten (oral — caudal).*’ Se han
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descrito diversos tipos, siendo las ascendentes principalmente colinérgicas. Las
descendentes tienen mayor complejidad neuroquimica, inervan el plexo submucoso y
contienen la enzima para la sintesis de la acetilcolina (la colina acetiltransferasa); mientras
que, las ascendentes contienen no solo la enzima para la sintesis de acetilcolina, sino
también taquicininas y péptidos opioides. Las interneuronas, al igual que las motoneuronas,

se clasifican como neuronas “S”.%°

Figura 8. Tipos de neuronas en el sistema nervioso entérico

A continuacion se enlistan algunos neurotransmisores que se encuentran en las neuronas del

SNE asi como sus funciones™” *? (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Neurotransmisores y péptidos del SNE. Modificado de Benarroch, 2007
Neurona Neurotransmisor Funcion
IPAN Acetilcolina Activado por  estimulo
mecanico o0 quimico, inicia
la peristalsis y reflejos

secretomotores.
Interneuronas Acetilcolina, substancia P Activa neuronas motoras
ascendentes ascendentes
Interneuronas Acetilcolina, serotonina, Activa motoneuronas
descendentes ATP mientéricas descendentes.
Motoneuronas VIP, oxido nitrico, NPY Provoca relajacion  del
descendentes ATP, GABA musculo liso.
(inhibitorias)
Células enterocromafines Serotonina Activa IPANS via 5-HT;
Células intersticiales de Oxido nitrico Media la influencia de las
Cajal neuronas del SNE sobre el
musculo liso

2.4.2 Contraccion del musculo liso

Como ya se menciond, el principal neurotransmisor excitatorio en el sistema nervioso
entérico es la acetilcolina, por lo que juega un papel importante en la contraccion del musculo

1°: por tal motivo, a continuacion explicaremos detalladamente como participa

liso intestina
ésta en este proceso.

Los receptores de membrana, cuya funcién principal es la transduccién de sefiales, pueden
dividirse en dos tipos: los receptores ionotropicos que permiten la apertura de canales
idnicos, como los nicotinicos para ACh, receptore GABAA y los receptores de glicina, que
poseen un sitio de union para el neurotransmisor y contiene el canal idnico responsable de
transmitir la sefial hacia el interior de la célula y un segundo tipo de receptores que
interactian con proteinas unidas a nucleétidos de guanina (proteina G), como los

colinérgicos de tipo muscarinico.®*®* Se han identificado varios subtipos de receptores

muscarinicos (M, My, M3, My y Ms).2#3>3¢3" En el musculo liso los que predominan son los
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del subtipo My y M3.333%% En general, la via de sefializacidon que desencadena al activarse el
receptor M3 es activar a una proteina Gq, la cual a su vez activa la hidrdlisis del
fosfatidilinositol difosfato (IP;) por medio de la fosfolipasa C (PLC). De esta hidrélisis se
obtiene el inositol trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG).*® El receptor para IP3 (receptor de
inositol trifosfato rlIP3) es un canal iénico formado por cuatro subunidades proteicas, cuyos
extremos carboxilo forman la pared del canal. Cuando el IP; activa a su receptor, estos
sufren un cambio conformacional que origina la apertura del canal y promueve la liberacion
de Ca®" de almacenes intracelulares.®® Tras la salida del Ca®*, éste se une a la calmodulina
(una proteina con 4 sitios de unién de calcio), la cual funciona como activador de la cinasa de
miosina de cadena corta (MCLK, por sus siglas en inglés). La MLCK lleva a cabo la
fosforilacion de la miosina induciendo que se desplace entre los filamentos de actina,

generando asi, una respuesta contractil en las fibras musculares del musculo liso*®(Figura 9).

Figura 9. Contraccion del musculo liso intestinal.
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Por otro lado, el receptor ACh neuronal es un receptor de ligando con dos subunidades y
cuatro dominios transmembranales que se localizan en interneuronas y neuronas motoras
donde median la excitacidn.®® La ACh se sintetiza en el citoplasma celular de las neuronas y
puede ser liberada de las vesiculas al espacio sinaptico; o bien, ser transportada al interior
de las vesiculas sinapticas para ser liberada a través de la propagacion del impulso nervioso
que genera una despolarizacion y la apertura de canales de calcio voltaje-dependientes para
promover el aumento de Ca®" y asi su liberacion. La acetilcolina liberada actia sobre sus
receptores o puede ser hidrolizada por accién de la acetilcolinesterasa.®® Lo anterior permite
la induccion de cambios bioquimicos y eléctricos en la célula postsinaptica, que depende del
tipo de receptor y de la forma en que éste se encuentre sincronizado con los sistemas de
transduccion, por ejemplo en el musculo liso genera la contraccion por unidén en receptores

de tipo muscarinico.>

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los modelos animales in vivo para el estudio del dafio neuronal inducido por isquemia han
sido muy utiles para el conocimiento de la fisiopatologia responsable del dafo celular, asi
como para la identificacion de blancos farmacoldgicos. Estos modelos también han sido
utilizados en el estudio de farmacos con efecto neuroprotector; sin embargo, su valor se ha
visto cuestionado por las evidencias que indican que los farmacos que han tenido éxito en los
modelos experimentales no reproducen los mismos resultados en la clinica. En ese sentido
es importante el desarrollo de nuevos modelos experimentales que nos permitan estudiar un

amplio numero de moléculas nuevas con posible efecto neuroprotector.
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Estudios recientes de un grupo de investigadores del Departamento de Farmacologia de la
Facultad de Medicina de la UNAM, ha demostrado la utilidad de un modelo de isquemia
neuronal in vitro en el que se emplea el ileon aislado de cobayo para el estudio del dafo
neuronal inducido por la isquemia intestinal y lo propone como un modelo adecuado para el
cernimiento de moléculas con posible efecto neuroprotector. Con el empleo de este modelo
se pudo demostrar que la isquemia in situ y la superfusion in vitro disminuye la respuesta
contractil del tejido a la estimulacion eléctrica y quimica de manera dependiente al periodo de
isquemia y que esta respuesta fue mas sensible a la estimulacion eléctrica que a la quimica
en los tejidos isquémicos. El trabajo experimental sobre la utilidad de este modelo para el
estudio de la isquemia neuronal indica que la disminucion en la reactividad de tejidos
isquemicos a la estimulacion eléctrica se mejord con el dexrazoxano, un agente antioxidante
que, en un modelo de isquemia cerebral, ha mostrado ser un buen agente neuroprotector.
Esto resultados sefialan la utilidad de este modelo para el cernimiento de moléculas con
potencial efecto neuroprotector y que la reduccion en la maxima contraccién producida por
estimulacién eléctrica en tejidos isquémicos es un parametro 0til para evaluar
neuroproteccion. Sin embargo, el modelo desarrollado no permite el control preciso de las
concentraciones de oxigeno durante los procesos de isquemia y superfusién generando una
variacion importante en los datos obtenidos. Por lo tanto, se considerdé importante la
evaluacion de diferentes grados de dafio por isquemia y/o por hipoxia bajo un control preciso

de las concentraciones de oxigeno.
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4. HIPOTESIS

En este proyecto se postula que al inducir hipoxia e isquemia in vitro en el ileon aislado de
cobayo se producira una disminucion de la actividad contractil a la estimulacion quimica y
eléctrica de manera dependiente de la concentracion de oxigeno. Esta disminucion en la
respuesta del tejido sera mas evidente en los tejidos sometidos a isquemia que en los tejidos

sometidos solo a hipoxia.

5. OBJETIVOS

5.1 General

v' Determinar las alteraciones en la respuesta contractil inducidas por diferentes
concentraciones de oxigeno, en ausencia (isquemia) y presencia (hipoxia) de glucosa
en el modelo experimental de ileon aislado de cobayo. Con el propoésito de determinar
la utilidad del modelo de isquemia in vitro para el estudio de moléculas

neuroprotectoras.

5.2 Particulares

v' Determinar las alteraciones funcionales por medio de la respuesta contractil al
estimulo eléctrico producidas por hipoxia con diferentes concentraciones de oxigeno
(5, 20 y 80%) en el ileon aislado de cobayo.

v' Determinar las alteraciones funcionales por medio de la respuesta contractil a diversos
estimulos quimicos producidas por hipoxia con diferentes concentraciones de oxigeno

(5,20 y 80%) en el ileon aislado de cobayo.
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Determinar las alteraciones funcionales por medio de la respuesta contractil al
estimulo eléctrico producidas por isquemia con diferentes concentraciones de oxigeno
(5, 20 y 80%) en el ileon aislado de cobayo.

Determinar las alteraciones funcionales por medio de la respuesta contractil a diversos
estimulos quimicos producidas por isquemia a diferentes concentraciones de oxigeno
(5, 20 y 80%) en el ileon aislado de cobayo.

Determinar las diferencias entre las respuestas funcionales del tejido hipdxico y el
tejido isquémico a los diversos estimulos.

Determinar las condiciones experimentales en el modelo de ileon de cobayo in vitro
que induzcan dafo neuronal sin dafar las células musculares para determinar la

utilidad del modelo de isquemia in vitro en el estudio de moléculas neuroprotectoras.

f 33] FES _Zaraaoza



UNAM

6. DISENO EXPERIMENTAL

6.1 Tipo de estudio

De tipo experimental en un modelo in vitro.

6.2 Poblacion en estudio

Segmentos intestinales del ileon de cobayo obtenidos de cobayos macho de 400 a 600 g de
peso en condiciones previas de ayuno y mantenidos en un cuarto con temperatura

controlada y un ciclo de luz obscuridad.

6.3 Criterios de inclusion

e Segmentos de ileon de cobayo de 2 cm, limpios y sin alteraciones fisicas evidentes.
e Segmentos que alcancen una contraccion de 4 a 5 gramos de tensién en respuesta a

acetilcolina (1X10° M), después de 30 min de equilibrio.

6.4 Criterios de exclusion

e Segmentos de ileon de cobayo con fisuras, necrosis y alteraciones fisicas notables.
e Segmentos que no alcancen una contraccion de 4 a 5 gramos de tension en respuesta

a acetilcolina (1X107° M), después de 30 min de equilibrio.
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6.5 Variables a controlar

Concentracion de oxigeno y ausencia o presencia de glucosa en la solucién Krebs.

6.6 Variable de respuesta

Fuerza de contraccion en gramos de tension del ileon de cobayo ante diversos estimulos

bajo las diferentes condiciones experimentales.

7. MATERIAL

7.1 Biolégico

» 6 porciones de 2 cm de ileon de cobayo macho entre 400 y 600 g de peso corporal,
para cada experimento.
» Agitador de vidrio
7.2 Materiales > Hilo nylon blanco y verde

» Camaras para 6rgano aislado )
» Lampara con lupa

> Estuche de diseccion .
» Caja de Petri
» Estuche de cirugia . .
» Agitador magnético
» Agujas
> Algodon
» Vasos de precipitados plastico y vidrio .
» Sanitas
(50, 100, 250, 1000 mL) . o
» Jeringas de vidrio de 1mL y de 15 mL
» Matraz Erlenmeyer 4000 mL
» Frascos de vidrio de 10 mL
» Embudo de vidrio
> Espatula > Probetas de vidrio de 10, 50,100 y 250 mL
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7.3 Equipo
» Poligrafo Grass. Modelo 7D » Transductor para poligrafo Grass,
» Equipo para estudios de 6rgano modelo 7B
aislado (serpentines, camaras de » Recirculador Haake E2
organo aislado, mangueras para agua, » Placa de agitacion y calentamiento
soportes universales, pinzas de tres » Estimulador Grass S88
dedos con nuez, tapones de hule) » Oxystreamer

7.4 Instrumentos

> Balanza analitica

7.5 Sustancias

» Agua destilada

Agua corriente

Cloruro de sodio (NaCl)
Cloruro de potasio (KCI)
Cloruro de calcio (CaCly)

Cloruro de magnesio (MgCl, )

vV VYV Vv V¥V V VY VY

Bicarbonato de sodio (NaHCO3 )

7.6 Software

Fosfato dibasico de sodio (NaH,POy4 )

vV Vv VY V VYV VYV V¥V

» Termdometros

Dextrosa

Colina

Acetilcolina (ACh)
Cloruro de bario (BaCl, )
Oxigeno (O3)

Nitrégeno (N2 )

Dioxido de carbono (COy)

» PolyView, versidon 2.5 (Grass Instruments).
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» GraphPad Prism, versién 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,

USA).

8. METODO

8.1 Preparacion del tejido

Se utilizé un cobayo macho de 400 a 600 g por experimento. El animal se sacrifico
por dislocacion cervical. Se extrajo una porcion de 15 cm de ileon y se coloco en
una camara con solucion Krebs bicarbonato a 37° C y burbujeo continuo con 95%
O2 y 5% CO,. La solucion de Krebs-bicarbonato se prepard con las siguientes
concentraciones de sales (mM): NaCl, 118; KCI, 4.7; CaCl,, 2.5; MgCl,, 1.2;
NaH,;PO4, 1.2; NaHCO3, 25; dextrosa, 11 y colina, 0.3. Posteriormente se limpio el
tejido y se obtuvieron seis porciones de aproximadamente 2 cm de longitud. Cada
porcidn de ileon se colocd en una camara de organo aislado de 30 mL con
solucion Krebs-bicarbonato a 37° C y burbujeo continuo con 95% O, y 5% CO.. La
parte proximal de cada segmento se conectdé a un transductor y se fij6 una
tensién de 1 gramo. Una vez colocado el tejido se comenzé a registrar su actividad
espontanea a través de un poligrafo. Se mantuvieron las preparaciones en
equilibrio para que se estabilizaran durante treinta minutos. Para asegurar la
viabilidad del tejido se estimuld con una solucién de acetilcolina (ACh, 1x107° M)
durante treinta segundos registrando la contraccion del tejido en el poligrafo y en

el software Polyview. Finalmente, se lavaron los tejidos con solucion de Krebs-
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bicarbonato para eliminar los residuos de acetilcolina. Los tejidos que no
alcanzaron una contraccién de entre 4 y 5 g de respuesta a la ACh se

descartaron.

8.2 Tejidos sometidos a hipoxia

Para inducir la hipoxia se formaron tres grupos, en cada uno de ellos se sustituyo
la mezcla de 95% O3, y 5% CO, por las siguientes mezclas de gases durante 80

minutos:

a) Grupo 1, 5% de O, 5 de % CO2y 90 % de Ny,
b) Grupo 2, 20% de Oy, 5de % CO,y 75 % de Ny,

c) Grupo 3, 80% de O, 5de % CO2y 15 % de Na.

Después de transcurrido el tiempo de hipoxia, se cambid la mezcla de gases por la
mezcla inicial (95% O2 y 5% CO,). Se dejaron estabilizar los tejidos por 10
minutos y se estimularon eléctricamente aplicando pulsos de corriente de 3 ms de
duracién, 0.3 Hz y un voltaje progresivo de 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14 V por
medio del estimulador Grass S88. Posteriormente se dejaron reposar 10 minutos
los tejidos y se realizd una curva concentracion respuesta no acumulativa de
acetilcolina (1x10° - 1x10° M). También se estimularon con KCI (3.2x10% M) y
BaCl, (1x10? M). Los tejidos se lavaron entre cada administracion de las

diferentes concentraciones de los farmacos.
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8.3 Tejidos sometidos a Isquemia

Para inducir la isquemia se formaron otros tres grupos, en los cuales, ademas de
cambiar la mezcla de gases por las anteriormente descritas, se sustituyd la

solucion Krebs-bicarbonato por una solucion sin glucosa durante 80 minutos.

d) Grupo 4, 5% de O3, 5 de % CO2y 90 % de Nz + Krebs sin glucosa,
e) Grupo 5, 20% de O, 5 de % CO2y 75 % de N,+ Krebs sin glucosa,

f) Grupo 6, 80% de O, 5 de % CO,y 15 % de N,+ Krebs sin glucosa.

Después de transcurrido el tiempo de isquemia, se cambio la mezcla de gases por
la mezcla inicial (95% Oz y 5% CO,) y la solucidon Krebs sin glucosa por una
completa. Se dejaron estabilizar los tejidos por 10 minutos y se estimularon tanto

eléctrica como quimicamente como se describié previamente.
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Figura 10. Diagrama de la metodologia general

(Método general)

Preparar la solucion Krebs-Bicarbonato

!

Sacrificar al cobayo por dislocacion cervical

|

[ Obtener una porcién de 15 cm de ileon cercanos a la union ]

ileocecal

\ 4

Limpiar el tejido y cortar 6 porciones de 2 cm

|

[ Montar en la camara de 6rgano aislado y fijar a una tension de 1 g ]

\ 4

Dejar estabilizar por 30 minutos y estimular con ACh 1x10 ° M

! |

Hipoxia Isquemia

Figura 11. Diagrama de la metodologia para inducir hipoxia
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Induccion de hipoxia
Hipoxia
(Krebs normal)

P RN

Grupo 1: Grupo 2: G”ipo 3:
5% O, 20% O, 80% O2
\‘ 80 Minutos

l

{ Restaurar las condiciones iniciales de burbujeo ]

en los tejidos (95% O2/5 % COy)

l

Estimular eléctricamente a los tejidos (3 ms de duracion, 0.3 Hz, 0.5 a 14 V)

l

Estimular quimicamente con
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Acetilcolina KCl_2 1 B180C_32|2M
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Figura 12. Diagrama de la metodologia pata inducir isquemia

Induccién de isguemia

Isquemia
(Krebs sin glucosa)

- O

Grupo 4: Grupo 5: { Grupo 6: ]

5% Oo 20% O- 80% O,

N /

80 minutos

Restaurar las condiciones iniciales a los tejidos
(95% O3, 5 % CO, y Krebs completo)

|

Estimular eléctricamente a los tejidos (3 ms de duracion, 0.3 Hz, 0.5 a 14 V)

1

Estimular quimicamente con:

Acetilcolina KCI BaCl,
1x10°-1x10° M 3.2x102 M 1102 M
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9. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se obtuvieron como gramos de tension del efecto contractil de los
tejidos sometidos a diferentes estimulaciones. En cada experimento, la respuesta
de los tejidos a la estimulacion quimica y eléctrica en condiciones normales (con
95% de oxigeno y con solucion Krebs) se utilizo como control contra el cual se
compararon las respuestas contractiles de los tejidos sometidos a los diferentes
tratamientos. También, en el caso del analisis de la respuesta de los tejidos a
concentraciones crecientes de ACh (curva concentracion respuesta de ACh), se
comparo la respuesta de cada tratamiento experimental con la respuesta inicial de
los tejidos (antes de la hipoxia ¢ la isquemia). En este caso, se calculo el area bajo
la curva (ABC) de la curva concentracion respuesta a la acetilcolina de los tejidos

sometidos a los diferentes tratamientos.

Los resultados del efecto contractil de los tejidos sometidos a los diferentes
tratamientos se expresaron como la media + error estandar, con una n=6, para
cada tratamiento experimental. Los valores se compararon mediante un analisis
de varianza de una via (ANOVA de una via), seguida de una prueba de Dunnett.

Un valor de P<0.05 fue considerado como significante.
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10. RESULTADOS

10.1 Respuesta contractil del ileon de cobayo sometido a diferentes grados
de HIPOXIA in vitro

En este grupo de experimentos, para inducir diferentes grados de hipoxia in vitro,
los segmentos intestinales se sometieron a un burbujeo con 80, 20 6 5% de
oxigeno durante 80 min. Después, se restauraron las concentraciones habituales
de oxigeno (al 95%) y se dejo reposar a los tejidos durante 20 min (reperfusion).
Bajo estas condiciones, se determinaron las alteraciones funcionales en la
respuesta contractil a estimulos quimicos o eléctricos de los tejidos sometidos a

diversos grados de hipoxia.

2.51

c
0
: |
g *
O '
CONTROL 95%  80% 20% 5%

Concentracion de O,

Figura 13.Contraccién inducida por estimulacién eléctrica (0.3 ms de duraciéon, 3 Hz de
frecuencia y 14 volts de intensidad) en ileon de cobayo sometido a hipoxia in vitro con varias
concentraciones de oxigeno. Cada barra representa la media * error estandar de 6
preparaciones. El asterisco muestra diferencia significativa del tratamiento con respecto al grupo
control (barra verde), con oxigeno al 95% (P<0.05, ANOVA, seguido por una prueba de Dunnett).
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Como se puede observar en la figura 13, en los tejidos sometidos hipoxia con 80%
de oxigeno no se alterd la respuesta contractil inducida por la estimulacion
eléctrica en comparacion con su respuesta control con oxigeno al 95% (2.0 £ 0.23
vs 1.88 £ 0.12 g de tension). Sin embargo, en los tejidos sometidos a hipoxia con
concentraciones de 20 y 5% de oxigeno, la respuesta contractil de los tejidos a la
estimulacion eléctrica disminuyd en un 50 y 20%, respectivamente en
comparacioén a su respuesta control. Esta disminucion solo alcanzé significancia
estadistica en los tejidos sometidos a hipoxia con 20% de oxigeno (0.85 £ 0.13 vs
1.88 £ 0.12 g de tension, P<0.05, ANOVA seguida por una prueba de Dunnett);
pero no en los tejidos sometidos a 5% de oxigeno (1.40 £ 0.21 vs 1.88 £ 0.12 g de

tension).

Contraccion

CONTROL 95%  80% 20% 5%
Concentracion de O,

Figura 14. Contraccion inducida por acetilcolina (ACh, 1x10-5 M) en segmentos de ileon de cobayo
sometido a hipoxia in vitro con varias concentraciones de oxigeno. Cada barra representa la media + error
estandar de 6 preparaciones. La barra verde representa la respuesta de los tejidos en condiciones control,
con oxigeno al 95%.
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Con relacién a la respuesta de los tejidos inducida por estimulacion quimica con
acetilcolina, la hipoxia disminuyo la respuesta contractii de manera dependiente
de la concentraciéon de oxigeno (80, 20 y 5% de oxigeno) en un 7, 9 y 25%,
respectivamente, con relacién a la respuesta del tejido sin hipoxia (Control, 95%
de oxigeno) (Figura 14). Sin embargo, la disminucién en la respuesta de los tejidos
sometidos a diferentes grados de hipoxia no mostrd diferencia significativa

respecto a los tejidos control (4.06 £ 0.21, 3.73 £ 0.25, 3.13 £ 0.53vs 4.25+0.07 g

de tension).
6-
-e— Control 0, 95%
- 0,80%
S _ 4 - 0,20%
o 5
O § -+ 0,5%
s 8
c =2 9
®) -
o
0-

log [ ACh]M

Figura 15. Curva concentracion respuesta de contraccién expresada en gramos de tension de ACh
(1x10-9-1x10-5 M) en ileon de cobayo sometido a hipoxia in vitro con varias concentraciones de
oxigeno.
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Figura 16. Area Bajo la Curva (ABC) de la respuesta contractil inducida por ACh (1x10-9-1x10-5
M) en el ileon de cobayo sometido a hipoxia in vitro con varias concentraciones de oxigeno.
Cada barra representa la media + error estandar de 6 preparaciones (ANOVA, NS).

Por otro lado, las curvas concentracion respuesta-contractil inducidas por
acetilcolina (1x10° a 1x10° M) muestran que existe una ligera disminucién en la
respuesta de los tejidos sometidos a concentraciones bajas de oxigeno (5%),
respecto a la respuesta de tejidos control (Figura 15); sin embargo, para analizar
el efecto global de la acetilcolina sobre tejidos sometidos a los diferentes grados
de hipoxia, se obtuvieron las areas bajo la curva (ABC) a partir de las curvas
concentracion respuesta de los tejidos sometidos a este tratamiento. El analisis del
area bajo la curva confirma que solo los tejidos sometidos a hipoxia con 5% de
oxigeno muestran una disminucion en la respuesta contractil de aproximadamente
el 18%, respecto al control; sin embargo, esta disminucion no alcanzé significancia

estadistica (6.38 + 1.4 vs 8.46 £ 0.70 g de tension) (Figura 16).
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Contraccion
g tension

CONTROL 95%  80% 20% 5%
Concentracion de O,

Figura 17. Contraccién inducida por KCI (3.2 x10 M) en ileon de cobayo sometido a hipoxia in
vitro con varias concentraciones de oxigeno. Cada barra representa la media + error estandar
de 6 preparaciones.

Finalmente, ninguna de las condiciones de hipoxia (con 80, 20 6 5% de oxigeno)
alterd la respuesta contractil inducida por KCl en comparacién a los tejidos control
(3.45£ 0.12, 3.18 £ 0.41, 3.25 £ 0.38 vs 3.38 + 0.29 g de tension, respectivamente)
(Figura 17). Tampoco la respuesta contractil inducida quimicamente con BaCl;
(Figura 18) se alterd en tejidos sometidos a hipoxia (con 80, 20 o 5% de oxigeno)

(4.23+£0.11,4.18 £0.19, 4.2 £ 0.31 vs 3.68 £ 0.20 g de tensidn, respectivamente).
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Contraccion

CONTROL95%  80% 20% 5%
Concentracion de O,

Figura 18. Contraccion inducida por BaCl, (1 x10 M) en ileon de cobayo sometido a hipoxia in
vitro con varias concentraciones de oxigeno. Cada barra representa la media * error estandar de 6
preparaciones.

10.2 Respuesta contractil del ileon de cobayo sometido a diversas
condiciones de ISQUEMIA in vitro

En este grupo de experimentos, para inducir la isquemia in vitro en los segmentos
intestinales, se utilizd solucion Krebs sin glucosa y se analizaron las alteraciones
funcionales en la respuesta contractil producidas por diversas concentraciones de

oxigeno en los tejidos intestinales bajo estas condiciones experimentales.
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Contraccion
(g tension)

CONTROL 95%  80% 20%
Concentracion de O,

Figura 19. Contraccién inducida por estimulacién eléctrica (0.3 ms de duracion, 3 Hz de frecuencia y 14
volts de intensidad) en ileon de cobayo sometido a isquemia in vitro con varias concentraciones de
oxigeno. Cada barra representa la media + error estandar de 6 preparaciones. El asterisco muestra
diferencia significativa del tratamiento con respecto al grupo control con oxigeno al 95% (P<0.05,

ANOVA, sequido por una prueba de Dunnett).

Como se puede observar en la figura 19, la isquemia in vitro disminuyé de manera
dependiente de la concentracion de oxigeno la respuesta contractil inducida por
estimulacion eléctrica en aproximadamente el 42 y 68% con la concentracion de
oxigeno del 20 y 5%, respectivamente. Esta disminucién fue significativamente
diferente respecto al grupo control (95% de oxigeno) (0.98 + 0.19, 0.70 £ 0.12 vs
1.88 + 0.12 g de tension, P<0.05, ANOVA, seguida por una prueba de Dunnett).
Sin embargo, la isquemia inducida con 80% de oxigeno no alterd
significativamente la respuesta contractil de los tejidos a la estimulacién eléctrica

respecto al control (1.85 + 0.21 vs 1.88 £ 0.12 g de tension).
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Contraccion

CONTROL 95%  80% 20% 5%
Concentracion de O,

Figura 20. Contraccion inducida por ACh (1x10™° M) en ileon de cobayo sometido a isquemia in
vitro con varias concentraciones de oxigeno. Cada barra representa la media + error estandar de 6
preparaciones. El asterisco muestra diferencia significativa del tratamiento con respecto al grupo
control (P<0.05, ANOVA, seguido por una prueba de Dunnett).

De la misma manera como se comportaron los tejidos sometidos a isquemia a la
estimulacion eléctrica, con la estimulacion quimica con acetilcolina, la isquemia in
vitro disminuyé de manera dependiente de la concentracion de oxigeno la
respuesta contractil inducida por la ACh en aproximadamente el 42 y el 50% con
la concentracion de oxigeno del 20 y 5%, respectivamente (Figura 20). Esta
disminucion fue significativa respecto al grupo control (95% de oxigeno) (2.70 +
0.20, 2.45 + 0.39 vs 4.21 = 0.09 g de tension, P< 0.05, ANOVA, seguida de una
prueba de Dunnett). Sin embargo, la isquemia inducida con 80% de oxigeno no

alter6 significativamente la respuesta contractil de los tejidos a la acetilcolina
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respecto al grupo control (450 £ 024 vs 421 £ 0.09 g de tension,

respectivamente).
6-
—-e— Control 0, 95%
= 0,80%
4+ —+— 0,20%
- 0,5%

Contraccion
(g tension)

Log [ACh]M

Figura 21. Curva concentracion respuesta de contraccion expresada en gramos de tension de
ACh (1x10'9—1x10'5 M) en ileon de cobayo sometido a isquemia con varias concentraciones de
oxigeno.

Por otro lado, las curvas concentracion respuesta-contractil inducidas por
acetilcolina (1x10° a 1x10®° M) muestran que la isquemia in vitro alterd la
respuesta de los tejidos a la acetilcolina en todas las concentraciones de oxigeno
utilizadas en este protocolo con respecto a los tejidos control (Figura 21).

Para analizar como se alteré6 de manera global la respuesta de los tejidos a la
acetilcolina por la isquemia in vitro, se calcularon las areas bajo la curva (ABC) a
partir de las curvas concentracion respuesta a acetilcolina. El analisis de las areas

bajo la curva muestra que los tejidos sometidos a isquemia con 80% de oxigeno
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incrementaron su respuesta contractil a la ACh en aproximadamente un 72%
respecto a los tejidos control. Por el contrario, la isquemia in vitro con oxigeno al
20 y 5%, disminuyeron la respuesta contracti a la acetilcolina en
aproximadamente 20 y 43% respecto al control, respectivamente. Estas
alteraciones en la respuesta contractil a acetilcolina mostraron una diferencia
significativa en los tejidos isquémicos con oxigeno al 80% y al 5% (13.02 + 0.70 y
5.05 £ 0.60 vs 8.46 £ 0.70 g de tensién, P< 0.05, ANOVA, seguida de una prueba
de Dunnett); mientras que la disminucion en la respuesta a acetilcolina en los
tejidos con isquemia con 20% de oxigeno, no mostrd diferencia significativa (6.50

+0.31 vs 8.46 + 0.70 g de tension) (Figura 22).

154

CONTROL95%  80%
Concentracion O,

Figura 22. Area Bajo la Curva de la respuesta contractil inducida por ACh (1x10°-1x10° M) en
ileon de cobayo sometido a isquemia in vitro con varias concentraciones de oxigeno. Cada barra
representa la media + error estandar de 6 preparaciones. El asterisco muestra diferencia significativa

del tratamiento con respecto al grupo control (P< 0.05, ANOVA, seguido de Dunnett).
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Finalmente, la isquemia in vitro con 20 y 5% de oxigeno disminuyd en
aproximadamente el 16 y el 58%, respectivamente, la respuesta contractil inducida
por KCI en comparacion a los tejidos control; sin embargo esta disminucion sélo
mostro diferencia significativa en los tejidos sometidos a isquemia con 5% de
oxigeno (1.60 = 0.24 vs 3.38 + 0.29 g de tensién, P < 0.05, ANOVA seguido de
una prueba de Dunnett) (Figura 23). Por el contrario, la respuesta contractil
inducida quimicamente con BaCl, (Figura 24) no alteré la respuesta de los tejidos
sometidos a isquemia con ninguna de las concentraciones de oxigeno utilizadas
(80, 20 y 5% de oxigeno) (3.96 + 0.27, 3.26 + 0.21y 2.86 + 0.30 vs 3.68 £ 0.20 g

de tensidn, respectivamente).

g tension

Contraccion

CONTROL 95%  80% 20% 5%

Concentracion de O,

Figura 23. Contraccién inducida por KCI (3.2x10 M) en ileon de cobayo sometido a isquemia
in vitro con varias concentraciones de oxigeno. Cada barra representa la media + error estandar
de 6 preparaciones. El asterisco muestra diferencia significativa del tratamiento con respecto al
grupo control, con 95% de oxigeno (P<0.05, ANOVA, seguido por una prueba de Dunnett).
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Contracion
(g tension)

CONTROL 95% 5% 20% 80%
Concentracién de O,

Figura 24. Contraccion inducida por BaCl, (1x10“M) en ileon de cobayo sometido a isquemia in vitro con
varias concentraciones de oxigeno. Cada barra representa la media + error estandar de 6 preparaciones.

Cuadro 2. Efecto contractil inducido por estimulacién quimica y eléctrica de los tejidos sometidos a
hipoxia e isquemia in vitro.

EE ACh KCI BacCl,
[ ] Oxigeno Hipoxia Isquemia Hipoxia Isquemia Hipoxia Isquemia Hipoxia Isquemia
80 % 2.0+0.23 1.85+0.21  4.06%0.21 4.50+0.24 3.45%0.12 3.88+0.40 4.23%0.11  3.96%0.27
20% 0.85+0.13  0.98+0.19  3.73%0.25 2.70+0.20 3.18%0.41 2.9610.25 4.18%0.19  3.26+0.21
5% 1.40+0.21  0.70%0.12  3.13%+0.53 2.45+0.39 3.25+0.38 1.6010.24  4.20+0.31  2.86+0.30

Control 95% 1.9+0.12 1.9£0.12 4.25:£0.07 4.21+0.09 3.38%0.29 3.38£0.29  3.68+0.20  3.68%0.20

En el cuadro 2 se muestra la respuesta contractil a los diferentes tipos de
estimulacién de los tejidos sometidos a hipoxia 6 isquemia in vitro. Como se
puede observar, la disminucion de la respuesta contractil fue mas evidente en los

tejidos sometidos a isquemia que en los tejidos sometidos a hipoxia.
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11. DISCUSION

El desarrollo de nuevos modelos experimentales que faciliten la busqueda
de farmacos neuroprotectores para el dano inducido por la isquemia es el principal
propdsito de varios grupos de investigadores.?! 2% 26 2739 En este contexto, en el
laboratorio donde se desarrollé el presente estudio, recientemente se propuso la
utilidad del modelo de isquemia intestinal in situ en el ileon de cobayo para el
cernimiento farmacoldgico de compuestos con posible efecto neuroprotector. Esta
propuesta se basa en la presencia de un circuito neuronal (el sistema nervioso
entérico) en este tejido.?” Como ya se menciond en los antecedentes de este
trabajo, el sistema nervioso entérico (SNE) es una red neuronal organizada en dos
plexos ganglionares, mientérico y submucoso; conformados por neuronas y
células gliales entéricas. Estas neuronas son responsables de controlar la
actividad del musculo liso del tracto gastrointestinal, la secrecion de mucosa y el
flujo sanguineo, entre otras funciones. Al igual que en las neuronas del SNC, en
las del SNE se lleva a cabo la sintesis y liberacion de diversos
neurotransmisores® que, al interactuar con los receptores de membrana de las
células del musculo liso del intestino, inducen movimientos intestinales
“independientes” del SNC, entre otras funciones.*

Sin embargo, en el modelo de isquemia intestinal in situ propuesto por
Rodriguez y cols. (2006) no ha sido posible tener un control apropiado de las

concentraciones de oxigeno que permitan determinar el dafio neuronal en
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diferentes condiciones de hipoperfusion; por lo tanto, con el propésito de tener un
mayor control sobre las variables de este modelo en este estudio se determinaron
las alteraciones funcionales inducidas por la isquemia 6 hipoxia en el ileon de
cobayo variando las concentraciones de oxigeno a través de un sistema in vitro.

Los resultados del presente estudio demuestran que la hipoxia in vitro
disminuye moderadamente la respuesta contractil del tejido a la estimulacion
eléctrica sdélo de los tejidos sometidos a una concentracion intermedia de oxigeno
(20 %); mientras que, en los tejidos isquémicos, esta respuesta disminuye de
manera dependiente a la concentracion de oxigeno. Estos resultados sugieren que
las neuronas mientéricas del ileon de cobayo son mas sensibles al dafio inducido
por isquemia que por hipoxia.*’

La disminucion en la respuesta del ileon de cobayo a la estimulacidon

eléctrica se ha relacionado directamente con el dano neuronal, 27

ya que se sabe
que la estimulacion eléctrica de larga duracion induce la liberacion de mas de un
neurotransmisor como consecuencia de la generacion de potenciales de accion.
Esta respuesta contractil presenta un componente fasico inicial provocado por la
liberacion de acetilcolina y por neurotransmisores no adrenérgicos, asi como un
componente tonico que se mantiene en mayor parte por las prostaglandinas
liberadas.*? Por lo que las respuestas contractiles del musculo liso del ileon a la
estimulacién eléctrica se consideran el producto de la propagacion de los
potenciales de accion que inducen la liberacion local de los neurotransmisores.***?

Posteriormente, los neurotransmisores liberados activan a sus receptores en la

superficie de las células del musculo liso induciendo la activaciéon de diversos
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sistemas de transduccion que resultan en el incremento de la concentracion
intracelular de calcio. El calcio activa a las cinasas de miosina de cadena corta,
fosforilandolas y activando a la miosina Il, produciendo la contraccién del
tejido. 273844
La mayor sensibilidad al dafio sobre las neuronas mientéricas producida por
la isquemia puede ser consecuencia de la ausencia tanto de oxigeno como de
glucosa que se induce durante este proceso; produciendo una disminucion en la
sintesis de ATP."® Esto resulta en un dafio en las bombas de Na* y K* originando
una deplecion de K" intracelular y ocasionando despolarizacion de la membrana
neuronal,”* hecho que promueve la entrada de calcio a través de los canales de
calcio dependientes de voltaje e induce la liberacién de aminoacidos excitadores
como glutamato en el espacio sinaptico. El exceso de glutamato sobreestimula a
los receptores AMPA, NMDA, e induce un incremento en las concentraciones de
Ca?" intracelular, el cual activa diversas enzimas liticas como proteasas, lipasas y
endonucleasas que destruyen componentes celulares, esto facilita la sintesis de
éxido nitrico*® y la formacion de radicales libres derivados de 6xido nitrico
(peroxinitritos), desacoplando la fosforilacidon oxidativa y comprometiendo aiin mas
la disponibilidad energética,*® lo que finalmente produce la muerte neuronal.

En el caso de los resultados de los tejidos sometidos a hipoxia, su mecanismo de
dafio parece ser menos severo, ya que se sabe que en condiciones de hipoxia los
eventos bioquimicos que producen dafo neuronal son ligeramente diferentes

porque durante este proceso el metabolismo de las células cambia.
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El metabolismo de las células neuronales es aerdbico por medio de la fosforilacion
oxidativa que produce ATP por lo que requiere de un constante suministro de
oxigeno que se obtiene a través del flujo sanguineo.''>'72747 | 5 hipoxia
obstaculiza esta via metabdlica y debido a la insuficiente disponibilidad de ATP, la
célula consume glucosa mas rapido en un intento de producirlo a través de la
glucdlisis anaerdbica, que es un proceso menos eficiente energéticamente y que
produce desechos metabdlicos incluidos el lactato que pueden acumularse y
llegar a concentraciones toxicas, esto también hace que caiga el pH celular

ademas de promover la sintesis de NO y especies reactivas de oxigeno.''’

Todos estos eventos pueden resultar en la muerte celular, '®792

sin embargo cabe
aclarar que este proceso requiere de un mayor periodo de tiempo para propiciar la
muerte que la isquemia.’

Por otro lado, la respuesta contractil tanto de los tejidos isquémicos como
de los tejidos hipoxicos a la acetilcolina fue similar a la respuesta de éstos a la
estimulacién eléctrica, sugiriendo también que las neuronas son mas susceptibles
al dano por isquemia que por hipoxia bajo nuestras condiciones experimentales.
Esto se deduce porque el mecanismo por el cual la ACh produce contraccion
intestinal involucra tanto un componente muscular como neuronal.

En el musculo liso intestinal se encuentran los receptores de membrana,
cuya funcién principal es la transduccion de sefales provenientes de las neuronas,
estos pueden dividirse en dos tipos: los receptores que permiten la apertura de

canales i6nicos, como los nicotinicos para ACh, GABA,, los de glicina y un

segundo tipo de receptor que interactia con proteinas G, como los colinérgicos de
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3 estos Ultimos pueden ser de subtipo M;-Ms.3*353¢3 En g

tipo muscarinico,’
musculo liso, en su mayoria, los receptores presentes son los subtipos My y
M3.333%% Al parecer el mecanismo por el cual actua la acetilcolina en el musculo
liso es activando a los receptores M3, los cuales se encuentran acoplados a una
proteina Gq, la cual activa la hidrdlisis del fosfatidilinositol difosfato (PIP;) a través
de la fosfolipasa C (PLC). De esta hidrdlisis se obtiene el inositol trifosfato (IP3) y
el diacilglicerol (DAG).*® Cuando el IP; se une a sus receptores en el reticulo
endoplasmico, se produce un cambio conformacional que origina la apertura de
canales de calcio, promoviendo su liberacidon de los almacenes intracelulares.*® El
Ca?* se une a la calmodulina y el complejo formado activa a la cinasa de miosina
de cadena corta (MCLK), la cual fosforila a la miosina haciendo que se desplace
entre los filamentos de actina, generando asi, la respuesta contractil en las fibras
musculares del musculo liso.?384°

Por lo tanto, de acuerdo a los resultados del presente estudio, la disminucion en la
respuesta contractii de los tejidos isquémicos inducida por acetilcolina a
concentraciones intermedias y bajas de oxigeno sugiere un dano en las neuronas
y/o una disminucién funcional de las mismas a causa de: 1) el proceso de
isquemia que desencadena eventos como la alteracidn en la generacion de
potenciales de accion o bien, 2) de la reperfusibn que desencadena eventos
dafiinos, principalmente la generacién de radicales libres que pueden tener como
consecuencia la muerte neuronal.***®*° |os resultados podria indicarnos de igual

manera un dafo muscular reflejado en la disminucion de la fuerza contractil al

estimulo del neurotransmisor.
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Con relacion a los resultados de la respuesta de los tejidos estimulados con
potasio (KCI), los resultados muestran que sélo con la isquemia a bajas
concentraciones de oxigeno (5%) disminuy6 la respuesta contractil del tejido
inducida quimicamente por KCI. Estos resultados sugieren un dafio ocasionado
por los eventos bioquimicos de la isquemia pero a muy bajas concentraciones de
oxigeno.

El cloruro de potasio (KCI) produce contraccion en el ileon de cobayo inducido
por despolarizacion de la membrana celular debido a un aumento de potasio
intracelular y una disminucion del potencial de membrana. Esta despolarizacion
induce la liberacién de Ca®" intracelular el cual promueve la liberaciéon de
neurotransmisores, como la acetilcolina, de las neuronas mientéricas.>** Por otro
lado, en la musculatura lisa el KCI sigue directamente un mecanismo
electromecanico donde la elevada concentracion de K* extracelular induce la
despolarizacion de la membrana promoviendo la apertura de los canales
dependientes de voltaje de Ca®" tipo L, generando de esta manera un incremento
en la concentracion de este ion en el interior de la célula.>®*! El calcio se une a la
calmodulina para activar a la cinasa de miosina de cadena corta, que fosforila a la
miosina para que se desplace entre los filamentos de actina y se genere la
contraccion.®
Finalmente, ni la isquemia ni la hipoxia alteraron la respuesta contractil de los
tejidos a la estimulacion quimica con BaCl, La administracion del cloruro de bario
en este modelo tiene como propdsito comprobar la integridad de las células

musculares en esta preparacion, ya que se sabe que el bario, produce contraccion
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del ileon de cobayo actuando especificamente en el tejido muscular
independientemente de la integridad de las células neuronales.* El ion Ba®" al
pertenecer a la misma familia periédica del Ca®* tiene propiedades similares. Se
han propuesto dos mecanismos por los cuales el Ba®" induce la contraccion en el
musculo liso: 1) Que el bario actua mediante el aumento de la afluencia de calcio
extracelular o para liberar calcio de los almacenes intracelulares; o bien, 2) el
bario actua directamente sobre los mecanismos de regulacion contractil
intracelular del musculo liso para producir la contraccion sin requerimiento de
Calcio, a través de la formacion de un complejo Ba®*-calmodulina.’®*** Lo que si
es claro es que el bario actua directamente a nivel de musculo liso, sugiriendo que
ni la hipoxia ni la isquemia in vitro inducen dafio sobre la maquinaria contractil en
el ileon de cobayo. Esto confirma que las neuronas mientéricas son mas
susceptibles al dafio inducido por isquemia y/o hipoxia que las células del musculo

liso.
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1.

12. CONCLUSIONES

La hipoxia produjo una disminucion en la sensibilidad a la respuesta
contractil inducida por el estimulo eléctrico del ileon aislado de cobayo, pero
s6lo a concentraciones intermedias de oxigeno, sugiriendo un posible dafo

neuronal en estas condiciones.

Sin embargo, la hipoxia no fue capaz de producir ninguna alteracion en la
respuesta contractil del ileon de cobayo a los diversos estimulos quimicos
(ACh, KCI y BaCly); sugiriendo que en estas condiciones no se produce

dano en el musculo liso intestinal.

Por otro lado, la isquemia inducida con concentraciones intermedias a bajas
de oxigeno produjeron una disminucién en la respuesta contractil del ileon
aislado de cobayo inducidas por estimulo eléctrico y quimico con ACh y KCI
de forma concentracion dependiente, sugiriéndonos que bajo estas

condiciones experimentales se produce dafo neuronal.

Por el contrario, la isquemia no alter6é la repuesta contractil inducida por
BaCl, en el ileon aislado de cobayo, sugiriéndonos que bajo estas
condiciones experimentales no se induce dafio en las células del musculo

liso intestinal.
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5. Utilizando el modelo de ileon aislado de cobayo, el dafio neuronal se induce
en mayor proporcion bajo condiciones de isquemia y no de hipoxia, por lo
menos bajo las condiciones experimentales utilizadas con este modelo; por

lo que la hipotesis del trabajo se cumplio.

6. Ademas se puede concluir que la integridad de las neuronas mientéricas es
dependiente de la concentracion de oxigeno, ya que a menor concentracion

de oxigeno es mayor el dafo neuronal.

7. Finalmente de acuerdo a los resultados obtenidos se comprobd que la
isquemia in vitro con 5% de O, produce dafio neuronal sin dafar las células
musculares, por lo que podemos sugerir que bajo estas condiciones el

modelo es adecuado para la evaluacién de farmacos neuroprotectores.
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1.

13. PROPUESTAS

Se sugiere que para saber con mas precision en el proceso de isquemia la
concentracion de oxigeno que induce dafno neuronal, se realice el estudio
con mas concentraciones intermedias en el rango de 20 a 80% de oxigeno
y se prueben las concentraciones establecidas en este estudio en un rango

mas amplio de tiempo.

Se sugiere que se realicen pruebas experimentales de farmacos
neuroprotectores en el modelo de ileon aislado de cobayo con las
condiciones que se determinaron en este estudio, que corresponden a 5%

de oxigeno y 80 minutos de isquemia in vitro.
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