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1.1 Introduccién

La Quimica es la ciencia que estudia la composicién, estructura y propieda-
des de la materia, asi como los cambios que ésta experimenta durante sus
transformaciones (Chang, 2018: 1-3). Por otra parte, la Farmacia es la cien-
cia y practica de la preparacién, conservacion, evaluacién, control, dis-
pensacién, empleo y vigilancia de medicamentos. Es una profesién que une
a las ciencias de la salud con las ciencias quimicas y tiene como objetivo
garantizar un uso seguro y eficaz de los medicamentos (Allen, 2013: 1).

En este contexto y de acuerdo con la definicién de la IUPAC, la Quimica
Farmacéutica es la aplicacién de los principios de quimica y farmacologia al
diseno, descubrimiento, desarrollo, identificacién e interpretacién del me-
canismo de accién de un compuesto bioactivo a nivel molecular, esto inclu-
ye el estudio de su metabolismo y la construccién de relaciones estructura
quimica-actividad biolégica (Wermuth et al., 1998). Un contenido tan amplio
exige una base firme de conocimientos, tanto quimicos como farmacolégi-
cos (Delgado-Cirilo et al., 2003: 2-4).

1.2 Compuesto bioactivo, farmaco, medicamento y droga

Los nuevos agentes terapéuticos que se encuentran en investigacién precli-
nica, también llamados compuestos bioactivos, son entidades quimicas de
origen natural, sintético o biotecnoldgico que muestran algin tipo de activi-
dad farmacoldgica (Gillespie y Goodnow, 2004), la cual puede ser terapéutica
o toxica y se dividen en:

1. Compuestos activos ordinarios, cuya magnitud de potencia (medida
en forma de concentraciones medias: CI,,, CE, o CC,) ronda los 10 y
hasta los 100 uM,

50?

2. Compuestos Hits, cuya potencia farmacolégica se ubica entre 1y
10 uM,

3. Compuestos Lead (Lideres o cabeza de serie), cuya potencia muestra
magnitudes de orden nanomolar (< 1 000 nM).

Los compuestos bioactivos también son llamados nuevas entidades qui-
micas o nuevas entidades moleculares.
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Por otro lado, los farmacos se definen como toda sustancia natural, sin-
tética o biotecnoldgica que tenga alguna actividad farmacolégica y que se
identifique por sus propiedades fisicas, quimicas o acciones biolégicas, que
no se presente en forma farmacéutica y que retina condiciones para ser em-
pleada como medicamento o ingrediente de un medicamento (Ley General
de Salud, articulo 221). También se le conoce como ingrediente farmacéutico
activo (IFA). Generalmente se les da este nombre cuando pasan a las fases
clinicas de experimentacién.

El medicamento es la conjuncién del IFA, los excipientes y la forma far-
macéutica que sirve para procurar la salud en forma total o parcial, res-
tableciendo el equilibrio en las funciones de un organismo (Ley General de
Salud, articulo 221). El término droga tiene dos acepciones en nuestra len-
gua: estrictamente significa una materia prima de origen vegetal o animal
que contiene uno o varios principios activos y que no ha sufrido manipula-
cién, salvo la necesaria para su conservacién (Mata Essayag, 2000: 2). La otra
acepcidén se refiere a un farmaco psicoactivo, es decir, una sustancia que
altera los sentidos, la percepcion, el estado de dnimo o comportamiento,
ya que actda en el sistema nervioso central y es sinénimo de sustancia de
abuso (Brailowsky, 2002: 237-243). Es importante utilizar de forma adecuada
estos términos y no mezclarlos o confundirlos.

La obtencién de un compuesto bioactivo puede realizarse de distintas ma-
neras. Tradicionalmente, el uso de informacién etnomeédica, asi como el es-
tudio de la actividad biolégica de productos del metabolismo secundario de
organismos vivos, ha sido una fuente interesante de obtencién de agentes
terapéuticos (Mata Essayag, 2000: 4-6). Asi mismo, el descubrimiento acci-
dental de actividades farmacologicas en compuestos sintéticos organicos e
inorganicos, el reposicionamiento de farmacos (nuevos usos para farmacos
viejos) y la estrategia de diseno racional basado en planteamientos quimi-
cos y farmacolégicos han dado excelentes resultados (Avendano, 2004: 25-27).

1.3 Fragmentos estructurales de una molécula bioactiva

Una molécula bioactiva consta de 4 grupos especificos presentados en una
matriz geométrica definida, que permite una interaccién de unién con un
sitio de reconocimiento (Figura 1) (Nogrady y Weaver, 2005: 19-20). La

Gabriel Navarrete Vazquez



Universidad Auténoma del Estado de Morelos ¢ Universidad Autonoma de Nayarit
Universidad Auténoma Metropolitana

Farmacoéforo
(Sulfonilurea)

Auxoéforo
(Haptoforo)

Metabéforo
(Grupo metabolizable)

Toxicéforo
(Alerta estructural)

Figura 1. Fragmentos estructurales de una molécula bioactiva hipotética. Farmacéforo:
fragmento de sulfonilurea, considerado como agente secretagogo. Auxé6foro: cadena al-
quilica que refuerza las interacciones de la sulfonilurea con el canal de potasio depen-
diente de ATP. Metabéforo: grupo metilo que se oxida rapidamente en el organismo por
reacciones de Fase I para producir el metabolito 4dcido carboxilico, que es méas soluble
en agua y ademas es sustrato de reacciones de Fase II de glucuronidacién. Toxicéforo:
atomo de bromo que representa una alerta estructural debido a su toxicidad intrinseca
como agente hepato- y nefrotéxico.

disposicién tridimensional de atomos dentro de una molécula bioactiva,
que permite una interaccién de unién especifica con un receptor deseado, se
denomina farmacéforo. El farmacéforo es la parte responsable de la bioac-
tividad de la molécula y es la porcién que establece interacciones intermo-
leculares con el sitio de accién.

Un farmacéforo es un ensamble de factores estereoelectrénicos necesa-
rio para asegurar una éptima interaccién supramolecular entre la molécula
y un sitio blanco especifico, lo que genera una respuesta bioldgica (Nogrady
y Weaver, 2005: 19-20, 106). Por otro lado, se tiene al auxéforo o haptéforo
que es la parte de la molécula que refuerza las interacciones del farmacéfo-
ro. Es en esta regién donde hay que realizar las modificaciones moleculares,
con el fin de mejorar la afinidad con el sitio de accién y aumentar la poten-
cia del compuesto (Silverman y Holladay, 2014: 55-56). Si el farmacéforo es
modificado, se corre el riego de que la actividad disminuya o se pierda defi-
nitivamente. El tercer fragmento estructural es denominado toxicéforo: un
arreglo tridimensional de d&tomos responsable de la accién téxica de la mo-
lécula (ejem., bromo o yodoaromaticos, halogenuros de alquilo, epéxidos,
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carbonilos a,B-insaturados, etc.) (Li, 2020: 305-306). Por ultimo, se tiene al
metabdforo, otro arreglo tridimensional de &tomos responsable de la bioac-
tivacién o metabolismo del compuesto (metilbencenos, ésteres, amidas, ni-
tro, cetonas, alcoholes primarios y secundarios, fenoles, etc.) (Silverman y
Holladay, 2014: 55, 66).

1.4 Desarrollo de farmacos y descubrimiento de moléculas
bioactivas

Por lo general, es probable que la escala de tiempo para desarrollar un nuevo
farmaco a partir de un compuesto bioactivo lleve de 10 a 20 afos, con una
inversién millonaria de mas de $1,700 millones de ddlares, y no hay garan-
tia de que el producto tenga un impacto adecuado en el proceso de la en-
fermedad (Huang y Aslanian, 2012: 1-8). Esta molécula debe contar con las
caracteristicas deseadas para el farmaco ideal: seguridad, calidad y eficacia.

Los farmacos de origen sintético son muy importantes ya que abren la
puerta a un nuevo tratamiento terapéutico, se les denomina farmacos in-
novadores porque se utilizan para ser pioneros en un nuevo tipo de terapia
o para lograr una mejora notable en la condicién de enfermedad. Este tipo
de farmaco se denomina a menudo “el primero de su clase” y puede surgir a
través de la observacién de un efecto secundario de un farmaco que ya estd
en uso, pero que luego puede explotarse haciendo un analogo (Wermuth,
2015: 311). El efecto secundario puede ser el resultado de una observacién
astuta realizada durante estudios farmacolégicos en animales o de investi-
gaciones clinicas en pacientes.

A menudo se conoce suficiente informacién molecular sobre el blanco
terapéutico (puede ser la estructura cristalina de una proteina, acido nu-
cleico, etc., que muestra la geometria precisa del sitio de reconocimiento
molecular), para intentar disefiar directamente una molécula de farma-
co que se ajuste a ese sitio de accién. A esta situacién se le denomina “di-
seno de farmacos asistido por la estructura del blanco terapéutico”, y hasta
la fecha se han dado ejemplos en el campo de la investigacién de farmacos
antivirales y antihipertensivos (Wermuth, 2015: 497).

Por otra parte, el “diseno de farmacos basados en anélogos estructurales”
propone la preparacién de un andlogo de un farmaco establecido, y tiene
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la ventaja considerable de que ya se ha probado el uso terapéutico previsto.
Esto elimina una gran incertidumbre del riesgo general de éxito. No obstante,
todavia quedan muchos obstaculos por superar, en particular con respecto
al comportamiento farmacocinético y la seguridad. Es importante identifi-
car al comienzo del programa de investigacién la ventaja clinica esperada
del andlogo sobre el farmaco establecido que se utiliza como guia (Wer-
muth, 2015: 489). El objetivo debe ser proporcionar una mejora en el uso
como medicamento. Los productos analogos a menudo se consideran com-
puestos “me-too” o copias, un término utilizado de manera peyorativa para
sugerir que debido a que un farmaco innovador ha demostrado ser comer-
cialmente valioso, otras empresas quieren participar del éxito comercial
(Silverman y Holladay, 2014: 10).

1.5 Definicién de analogo

Un compuesto andlogo es aquel que tiene una relacién quimica y / o farma-
colégica con otro farmaco existente (Korolkovas, 2011: 94). Los andlogos se
clasifican en tres categorias (Figura 2) (Wermuth, 2015: 76):

1. Analogos que presentan tanto similitudes quimicas, como farmaco-
légicas (Analogos reales/me-too drugs/farmacos copia): Se consideran
analogos directos a las moléculas que tienen farmaco6foros idénticos,
es decir, pueden describirse mediante una estructura general que in-
cluye la mayor parte del esqueleto quimico

2. Analogos que solo presentan similitud quimica (Analogos estructu-
rales/activity cliffs/ abismos-acantilados en la actividad). Son molécu-
las que tienen una estructura quimica similar, pero que tienen pro-
piedades farmacolégicas bastante diferentes.

3. Anadlogos que muestran propiedades farmacolégicas similares, pero
estructuras quimicas distintas (Andalogos funcionales/scaffold hop-
ping/armazén bio-sinonimico): Son moléculas que tienen una acti-
vidad farmacolédgica similar sin tener ninguna relacién quimica o
estructural discernible. Esto significa que existen diferentes farma-
céforos para explicar la misma actividad biolégica de moléculas es-
tructuralmente diferentes.
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Anadlogos reales

Sildenafilo (me-too drugs / farmacos copia) Vardenafilo
Morfina Codeina Zolpidem Diazepam
Anidlogos estructurales Anadlogos funcionales
(activity cliffs / acantilados de actividad) (scaffold hopping / armazén bio-sinonimico)

Figura 2. Tipos de analogos. Analogos reales: el vardenafilo se considera una copia del
sildenafilo, el primer inhibidor de la fosfodiesterasa-5. Las diferencias radican en la
N-metilpiperazina del sildenafilo, con la N-etilpiperazina del vardenafilo, asi como el
cambio de pirazol por imidazol en el nicleo base. Analogos estructurales: la morfina y la
codeina mantienen el mismo nicleo quimico, pero la morfina posee un efecto analgésico
y la codeina un efecto antitusivo. Analogos funcionales: el diazepam pertenece al grupo
quimico de las benzodiazepinas, mientras que el zolpidem es una imidazopiridina. Sin
embargo, ambos son agonistas de los receptores GABA, y poseen efectos hipnéticos.

1.6 Diseno racional de moléculas bioactivas

Un farmaco no se descubre, se desarrolla a partir de un compuesto bioacti-
vo disenado racionalmente, o encontrado como prototipo en la naturaleza
(Silverman y Holladay, 2014: 379-380). Sin bien hay diferentes estrategias
para descubrir moléculas bioactivas, el usar la informacién bioquimica, far-
macolégica y quimica de manera racional es lo mas adecuado. Para esto
se necesita contar con un bioensayo (screening), para determinar in silico, ex
vivo, in vitro, in vivo o la coleccién de todos estos, llamados ensayos in combo
(Navarrete-Vazquez et al., 2013; Colin-Lozano et al., 2018, 2022), si los com-
puestos andlogos tienen o no la actividad biolégica deseada, asi como su
potencia relativa en concordancia con un farmaco control.
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Acido clofibrico Bioiséstero tetrazélico
pKa = 3.18 pKa = 3.94

Figura 3. Reemplazo bioisostérico no clasico: El 4cido clofibrico es el metabolito activo
del clofibrato, un profiarmaco agonista PPARq, utilizado para reducir los niveles plasma-
ticos de triglicéridos. Se disefid y preparé el tetrazol mediante sustitucion isostérica del
acido carboxilico (ya que comparten caracteristicas de acidez similar). El andlogo tetra-
z6lico fue 2,5 veces mas potente que el acido clofibrico para inhibir a la enzima 11-hi-
droxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (113-HSD1), disminuyendo asi los niveles séricos
de glucosa en animales diabéticos debido a la reduccién en la produccién de cortisol
(Navarrete-Vazquez et al., 2013; Li, 2020: 266).

Uno de los criterios mas utilizados en el disefio molecular racional es co-
nocido como bioisosterismo (Buckle et al., 2013). Los bioisésteros son grupos
funcionales intercambiables y equivalentes en cuanto a su actividad farma-
colégica (Navarrete-Vazquez et al., 2013). El bioisosterismo representa una
estrategia para la modificacién racional de moléculas lider, que implica un
cambio en la lipofilia y el efecto estérico y electrénico de la molécula inicial
(Meanwell, 2018). Estos cambios afectan la potencia, el transporte del com-
puesto hasta su sitio de accioén, la interaccién farmaco-receptor y bloquea o
favorece el metabolismo (Figura 3).

El concepto de bioiséstero es una buena guia para investigar la relacién
estructura quimica-actividad biolégica (SAR), y muchos otros atributos re-
levantes de la similitud entre los firmacos (Navarrete-Vazquez et al., 2013).
Existen otras estrategias para la modificacién molecular de compuestos li-
deres, como son: el disenio de analogos rigidos, la homologacién y/o ramifi-
cacién de cadenas alifaticas, los regioisomeros aromaticos, la formacién de
hibridos farmacoféricos, entre otras (Wermuth, 2015: 181-186).

1.7 Las tres fases de la accién de los farmacos

La forma en que un farmaco entra en el cuerpo, alcanza su blanco molecu-
lar y vuelve a salir del organismo, se puede dividir en tres fases distintas:

Capitulo 1. Disefio y desarrollo de compuestos bioactivos de origen sintético

25



26

Métodos de bioevaluacién de compuestos bioactivos

fase farmacéutica, fase farmacocinética y fase farmacodindmica (Wermuth,
2015: 7). Durante el desarrollo de un farmaco, las tres fases se investigan de
forma interdependiente porque los cambios estructurales necesarios para
una fase no deben anular la idoneidad en otra fase (Lipinski et al., 2001).

La fase farmacéutica: Los farmacos se aplican por via oral (modo preferido)
o parenteral (inyeccién subcutanea o intravenosa, por via rectal o por inha-
lacién). Una combinacién de las habilidades de los farmacéuticos debe pro-
porcionar el candidato a farmaco en formulaciones adecuadas. En el caso
de las tabletas, la sustancia farmacéutica debe ser cristalina y no tener un
punto de fusién bajo; para inyecciones, debe ser soluble en agua, por ejem-
plo, como sal. Las caracteristicas estructurales requeridas deben ser compa-
tibles con la actividad farmacolégica (Delgado-Cirilo et al., 2003: 4).

La fase farmacocinética: se ocupa de lo que el cuerpo le hace a un farma-
co, como los procesos de absorcién, distribucién, metabolismo y excreciéon
(ADME). La solubilidad suficiente en medio acuoso para la absorcién y el
transporte a través de sangre, debe combinarse con una lipofilicidad sufi-
ciente para el paso a través de las membranas celulares (Avendano, 2004:
157-159). Estas propiedades fisicoquimicas van a determinar su capacidad
para permear las membranas biolégicas, unirse a proteinas séricas y, final-
mente, a sitios de accién especificos para ejercer su accién antes de sufrir
su biotransformacién metabdlica, eliminacién o ambas. Los procesos ADME
se definen brevemente como:

Absorcién (A): es el mecanismo por el cual el farmaco llega al torrente san-
guineo. La via de administracion especifica (oral, intraperitoneal, intramus-
cular, etc.) afecta directamente este parametro (Dunlap y Huryn, 2018: 120).

Distribucién (D): es el proceso a través del cual el farmaco se reparte desde
el torrente sanguineo a varios compartimentos del cuerpo, incluidos tejidos,
cerebro y otros 6rganos.

Metabolismo (M): es la biotransformacién quimica que sufre una sustan-
cia dentro del cuerpo, con el fin de hacerla més soluble en agua para su
posterior eliminacién. Este proceso normalmente ocurre en el higado y
otros érganos como el rinén y el intestino, mediado por la participacién
de complejos enzimaticos de monooxigenasas de funcién mixta, llamados
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citocromos P450 (Dunlap y Huryn, 2018: 120-122). Se divide principalmente
en dos fases: las reacciones de fase I (oxidacién, reduccién e hidrélisis), y
las reacciones de fase II: conjugaciéon con moléculas endégenas solubles en
agua: glucuronidacién, sulfatacién, conjugacién con glutatién (Silverman y
Holladay, 2014: 357-403).

Excrecién (E): es el proceso de eliminacién de sustancias del cuerpo, ya sea
en su forma intacta o metabolizada; estas sustancias se remueven de la cir-
culacién sanguinea ya sea por via renal (orina), fecal (heces), pero también
a través de otros fluidos como pueden ser la saliva, el sudor, las lagrimas e
incluso la exhalacién (Dunlap y Huryn, 2018: 124-129).

Cuando un compuesto bioactivo es demasiado hidréfilo y al mismo tiem-
po contiene un grupo de acido carboxilico, por ejemplo, la conversién en un
éster simple facilitara la absorcién en forma de profadrmaco. Una vez en la
sangre, las esterasas inespecificas catalizardn el metabolismo hidrolitico
a la forma de acido carboxilico activo (Navarrete-Vazquez et al., 2013). Esta
forma acida se unirad con la proteina sanguinea llamada albimina para su
distribucién. A mayor unién a proteinas sanguineas, menor sera la distri-
bucién del farmaco. Sélo la especie libre puede llegar al sitio de accién far-
macolégico, metabolizarse y/o excretarse (Nogrady y Weaver, 2005: 146-156).
Las sustancias farmacolégicas deben permanecer activas y en el cuerpo un
tiempo no demasiado breve, ni demasiado largo. Para muchos farmacos,
se busca una tasa metabdlica y / o de excrecién que permita la dosifica-
ci6én “una vez al dia”. A veces, esto requiere la identificacién de sitios en la
molécula que se metabolizaran rapidamente con la pérdida de actividad
concomitante.

La fase farmacodinamica: se ocupa de lo que el farmaco le hace al organismo,
es decir, de dilucidar los detalles mecanisticos de la interaccién del farmaco
con su sitio de accién a nivel molecular. Usualmente, los farmacos interac-
cionan con sus dianas farmacolégicas, que pueden ser de naturaleza proteica
(receptores de membrana, enzimas, canales idnicos, etc.), acidos nucleicos
(DNA, RNA), carbohidratos de superficie o lipidos (Silverman y Holladay, 2014:
123). Esta formacion del complejo farmaco-sitio diana mediante enlaces dé-
biles, como puentes de hidrégeno, interacciones electrostaticas y fuerzas de
Van der Waals, genera la respuesta bioldgica (Delgado-Cirilo et al., 2003: 29).
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Eleccién de un padecimiento.

Disefo de los compuestos Retrosintesis Sintesis y purificacién

Caracterizacién in vivo

Caracterizacioén farmacolégica
(in vitro, ex vivo)

Caracterizacién quimica

Caracterizacion in silico (espectroscopia)

Figura 4. Ciclo de la quimica farmacéutica.

El disefio de moléculas bioactivas y el desarrollo de farmacos (quimica far-
macéutica) es un proceso complejo, que se puede representar en la Figura 4.

El proceso comienza al conocer la bioquimica de la enfermedad a tra-
tar, elegir un target adecuado y disenar racionalmente la molécula objetivo,
evitando el uso de toxicéforos y PAINS (moléculas que actiian como falsos
positivos en los bioensayos). Posteriormente se realizan biosimulaciones
predictivas, mientras que se sintetizan las moléculas disenadas, previa re-
trosintesis, se realiza la purificacién y caracterizacién quimica para ver la
identidad de la molécula usando RMN, masas, IR, e incluso Rayos-X (Domin-
guez-Mendoza et al., 2021). Los compuestos puros son sometidos a varios
bioensayos para validar las predicciones farmacolégicas in silico (Wermuth,
2015: 143). Una vez identificados los compuestos activos, con propiedades
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biofarmacéuticas aceptables y poco riesgo de toxicidad, se someten a otras
evaluaciones preclinicas de interés (Dominguez-Mendoza et al., 2021).

1.8 Biosimulacién predictiva

A través del enfoque de biosimulacién, el largo y costoso proceso que re-
quiere el desarrollo de un firmaco se podria reducir bastante, disminuyen-
do también el nimero de animales de laboratorio y / o personas utilizadas
en la experimentacién. La biosimulacién predictiva es una disciplina rela-
tivamente nueva, que utiliza métodos avanzados de la investigacién para
describir y explorar los sistemas bioldgicos utilizando modelos quimio- y
bioinformaticos (Wermuth, 2015: 143-149).

El modelo de simulaciéon traduce los conocimientos sobre el sistema bio-
légico en ecuaciones matematicas. En una fase inicial del proceso de des-
cubrimiento de moléculas bioactivas, se puede utilizar el modelo de biosi-
mulacién predictiva para probar cualquier hipétesis y cambiar el producto
con el fin de optimizar la funcién, o para calcular la probabilidad de que
un agente determinado funcione como farmaco, incluso antes de que se
sintetice la primera molécula. Durante la fase de pruebas se puede utilizar
el modelo de biosimulacién, como un vehiculo para definir un protocolo de
pruebas eficaz y comprobar que la informacién obtenida de los experimen-
tos sea coherente (Dunlap y Huryn, 2018: 40).

En este contexto, para el disefio racional de compuestos con potencial ac-
cién terapéutica, se deben considerar ciertos parametros fisicoquimicos, que se
han establecido como reglas basicas para aumentar la probabilidad de que
las moléculas propuestas muestren una buena permeabilidad y, por ende,
una adecuada biodisponibilidad tras su administracién por via oral. El primer
paso de la biosimulaciéon predictiva serd que las moléculas disenadas pasen
el filtro de las reglas de Lipinski, o la regla del #5, que consta de cuatro para-
metros que se enlistan a continuacién (Lipisnki et al., 2001; Veber et al., 2002):

e Un peso molecular menor a 500 g/mol.
e Un valor de lipofilicidad, expresado como logP menor a 5.
e Un numero de donadores de puente de hidrégeno menor a 5.

e Un numero de aceptores de puentes de hidrégeno menor a 10.
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Figura 5. Interfaz del servidor en linea molinspiration.

Para refinar un poco mas, esta regla fue complementada con algunas ex-
tensiones adicionales en las cuales se consideran los siguientes criterios:

e 10 o menos enlaces rotables en la molécula.

e Area de superficie polar (TPSA) menor a 120 A? para una buena ab-
sorcién gastrointestinal; y 60-90 A? para una buena permeabilidad en
la barrera hematoencefalica.

e El nimero de atomos total debe estar entre 20 y 70.
e Al menos un anillo aromatico en la estructura.

Para evaluar estos parametros y evitar violaciones a las reglas, se puede
hacer uso del portal quimioinformatico Molinspiration (Figura 5), el cual se
encuentra libre para su uso en la direccién (https://www.molinspiration.com/
cgi-bin/properties) y cuenta con varias herramientas de analisis, asi como la
posibilidad de usarlo a través de cédigos SMILES (por sus siglas en inglés:
Simplified Molecular Input Line Entry Specification).

1.8.1 Ensayos in silico: Predicciones farmacodindmicas
SwissTargetPrediction

Es una herramienta web disponible en (http://www.swisstargetprediction.ch/),
que tiene como objetivo predecir las dianas terapéuticas proteicas mas
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Figura 6. Interfaz del servidor en linea SwissTargetPrediction.

probables de moléculas sintéticas pequenas (Figura 6). Las predicciones se
basan en el principio de similitud, mediante el cribado inverso, y se realizan
mediante la busqueda de moléculas similares, en 2D y 3D, dentro de una
coleccion de mas de 376 342 compuestos que se sabe son activos experi-
mentalmente en un conjunto extendido de 3 068 dianas macromoleculares
(Daina et al., 2019).

PASS Online

PASS (Prediccion de espectros de actividad para sustancias) es una herra-
mienta quimioinformatica, disponible en linea (http://www.way2drug.com/
PASSOnline), que predice posibles efectos tanto farmacolégicos como toxi-
cos, basandose en la relacién estructura/actividad de compuestos ya repor-
tada en la literatura. Esta prediccién estd dada por un anadlisis de la similitud
por fragmentos del compuesto ingresado al sistema, con aquellos que ya
han sido reportados y que presentan cierta actividad bioldgica (Filimonov
et al., 2014).
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Figura 7. Interfaz del servidor en linea PASSOnline.

Los resultados arrojados por este servidor consisten en una lista de dife-
rentes actividades biolégicas organizadas de mayor a menor en funcién de
Pa, el cual indica la probabilidad, de que el compuesto presente la actividad
en cuestién. Valores de Pa > 0.7 indican una buena probabilidad, mientras
que valores de Pa entre 0.5 a 0.7 indican una probabilidad mediana y, por
ultimo, valores por debajo de 0.5 indican una probabilidad mds bien discreta
de presentarla. Complementando esta informacién, también se genera un
valor Pi que indica la probabilidad de que el compuesto sea inactivo. Por lo
tanto, PASS se puede utilizar para estimar los perfiles de actividad biolégi-
ca de moléculas virtuales, antes de su sintesis quimica y prueba biolégica
(Filimonov et al., 2014).

1.8.2 Predicciones farmacocinéticas
Swiss ADME

Este sitio web (http://www.swissadme.ch/) permite calcular descriptores fi-
sicoquimicos, asi como predecir los parametros ADME, las propiedades
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Figura 8. Interfaz del servidor en linea SwissADME.

1.48

farmacocinéticas, la naturaleza similar a la de un farmaco y la compatibili-
dad con las reglas de quimica farmacéutica adecuada de una o varias molé-
culas pequenas, para respaldar el descubrimiento de moléculas bioactivas y
el desarrollo posterior de farmacos (Figura 8) (Daina et al., 2017).

admetSAR2

Es una herramienta de biosimulacién en linea (http://lmmd.ecust.edu.cn/
admetsar2/), que permite llevar a cabo predicciones de las propiedades fisi-
coquimicas, farmacocinéticas y de toxicidad de los compuestos ingresados
a la base de datos (Figura 9). Este tipo de cribado es muy importante, debido
a que muchos candidatos a farmaco no llegan al mercado debido a pobres
perfiles farmacocinéticos y propiedades toxicas inaceptables. Esto resulta
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Figura 9. Interfaz del servidor en linea admetSAR2.

en un alto gasto de recursos, que podrian ser dirigidos al desarrollo de mo-
léculas candidatas bien disefiadas desde un principio (Yang et al., 2019).

PreADMET

Este sitio, al igual que el anterior, es una aplicacién donde se pueden llevar
a cabo predicciones farmacocinéticas, toxicolégicas y de cuasifarmaco. Pre-
ADMET se encuentra disponible para su libre uso en (https://preadmet.bmdrc.
kr/). Este realiza los calculos basdndose en descriptores moleculares en dos
y tres dimensiones; incorpora tres rubros de andlisis predictivos: el calculo
de propiedades como cuasi-farmaco, evaluacién del perfil farmacocinético
y evaluacién del perfil toxicolégico (Figura 10). Se incluye la inhibicién de
CYP450, asi como de glicoproteina P; y en el perfil toxicolégico se evalua la
probabilidad de bloqueo de canales hERG, genotoxicidad de AMES y proba-
bilidad de carcinogenicidad en ratas y ratones (Lee et al., 2013).

1.8.3 Deteccién de alertas toxicolégicas

ACD / ToxSuite

El programa ACD / ToxSuite (https://www.acdlabs.com/products/percepta-
platform/tox-suite/) comprende una coleccién de médulos de licencia de
paga, creados para la prediccién cuantitativa de algunos parametros de
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Figura 10. Interfaz del servidor en linea PreADMET.

evaluacién béasica de la toxicidad aguda. Esta se lleva a cabo mediante la
relacion estructura-actividad de las moléculas a analizar, comparada con la
actividad biolégica asociada a fragmentos pertenecientes a la base de datos
de este programa, con lo cual se obtienen como resultados valores numéri-
cos para pruebas como:

e Dosis letal media (DL, ), el cual es un indicador de la toxicidad aguda
de un compuesto (Madrigal-Angulo et al., 2022).

e Inhibicién del citocromo P450, que indica el riesgo de que otros far-
macos co-administrados no se metabolicen de manera adecuada,
se bioacumulen y exista una potencial interaccién téxica entre ellos
(Colin-Lozano et al., 2018).
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Figura 11. Interfaz del software ACD / Tox Suite.

e Bloqueo de canales hERG (human Ether-a-go-go-Related Gene), los
cuales se encuentran en el corazén y cuyo bloqueo provoca el sindro-
me del alargamiento de la onda QT, que se traduce como el retardo
de la repolarizacién de los ventriculos resultando en arritmias car-
diacas (Colin-Lozano et al., 2022).

Estos resultados son ttiles como criterio de seleccién al momento de in-
vertir recursos en el desarrollo de moléculas propuestas, criterio que forma
parte del andlisis consenso farmacolégico (Dominguez-Mendoza et al., 2021).

Analisis de consenso farmacolégico

La seleccién de un candidato para ser priorizado en su sintesis o evaluacién
farmacolégica in vitro o in vivo, se basa en un analisis de consenso farmaco-
l6gico (Dominguez-Mendoza et al., 2021), el cual combina los resultados de
diferentes célculos realizados in silico. Este analisis se compone de.

e Predicciones farmacodinamicas
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e Predicciones farmacocinéticas
e Predicciones toxicolégicas

El argumento del andlisis de consenso farmacolégico es que cuantos mas
célculos coincidan en que un compuesto es activo, con baja toxicidad y con
un perfil farmacocinético adecuado, mas confiable es la seleccién / discri-
minacién de dicho compuesto bioactivo. Por lo tanto, un compuesto que
presenta puntuaciones altas en una coleccién de predicciones farmacolé-
gicas, tiene mayor probabilidad de ser un buen inhibidor / agonista / anta-
gonista en un ensayo biolégico que un compuesto con una puntuacién alta
en una prediccién Unica (Dominguez-Mendoza et al., 2021). Esta propuesta
se esquematiza con la Figura 12, donde se muestra como la optimizacién de
todos los pardmetros nos permite obtener moléculas con mayor potencial
de ser utilizadas como farmacos (Czechtizky y Hamley, 2015).

En la Figura 13 se pueden resumir de forma adecuada las fases de descu-
brimiento de moléculas bioactivas y el inicio del desarrollo de un potencial
farmaco (Huang y Aslanian, 2012: 417).

Es extremadamente importante remarcar que toda biosimulacién pre-
dictiva debe validarse experimentalmente mediante el correspondiente
ensayo biolégico, como los que se presentan en los capitulos siguientes de
esta obra.

Buenos
farmacos

Propiedades

Buenos
ligandos

>
»

Actividad

Figura 12. Optimizacién de un compuesto bioactivo (Kerns y Di, 2008).
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Inicio de fase de descubrimiento

Inicio de fase de desarrollo

Se identifica una necesidad médica insatisfecha

!

Se identifica un blanco molecular (enzima,
receptor, acido nucleico, etc.) que influye en la
enfermedad. Los métodos incluyen microarreglos
de ADN, unién de radioligandos, métodos

Los quimicos de procesos y fabricacion trabajan
en sintesis a gran escala para respaldar los estudios
toxicoldgicos y los ensayos clinicos de fase I-IV.
Las buenas précticas de fabricacién (GMP) son
requisito en todos estos procesos.

l Solicitud de patente

in silico, etc.

La solicitud de nuevo farmaco en investigacion
(IND) es presentada antes de comenzar la Fase |
de ensayo clinico a las autoridades reguladoras
(FDA, EMA, COFEPRIS).

Validacion de blanco molecular: Se confirma la
funcion y los efectos y se desarrollan bioensayos
(in silico / in vitro / ex vivo / in vivo).

|

!

Ensayo clinico de Fase I: Evaluar el perfil farma-
cocinético, la seguridad y la tolerabilidad del
farmaco en individuos sanos (decenas).

Identificacion del compuesto lider: Se analiza
una coleccion de moléculas para detectar
bioactividad. Los métodos incluyen deteccién
de alto rendimiento (HTS), productos naturales
y derivados, diseio de farmacos basado en la
estructura (cristalografia de rayos X, estudios de
RMN, modelado por computadora), genémica,

=

Ensayo clinico de Fase II: Evaluar mas a fondo la
seguridad del farmaco, el rango de dosis y los
estudios de eficacia en un nimero reducido de
pacientes (centenas).

protedmica, etc.

=

Optimizacion del lider: Se modifica la estructura
de la molécula lider, para optimizar las caracteristicas
bioldgicas y propiedades farmacocinéticas con
consideraciones ADMET.

Ensayo clinico de Fase III: Evaluar més estudios
de eficacia y seguridad del farmaco en un gran
numero de pacientes (miles) con multiples ensayos.

l Solicitud de patente

Estudios preclinicos del candidato a desarrollo:
Se seleccionan candidatos para realizar evaluacion
de seguridad, toxicidad, PK/PD en animales y
estudios de preformulacién y administracion del
candidato. Esto concluye la fase de descubrimiento
e inicia la fase de desarrollo.

=

’Aprobaci(')n del férmaco‘

Solicitud de nuevo
farmaco (NDA)

presentada

Estudios clinicos de Fase IV (farmacovigilancia):
Evento posterior a la comercializacién, estudios
clinicos a gran escala para evaluar el efecto a largo
plazo del farmaco, su desempeno y eficacia como
medicamento frente a la competencia, etc.

Figura 13. Paradigma en el descubrimiento de pequefias moléculas bioactivas y el desa-

rrollo de farmacos (modificado de Huang y Aslanian, 2012: 417).
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Conclusiones

La quimica farmacéutica integra el disefio racional, las biosimulaciones
predictivas, la sintesis quimica y la evaluacién farmacolégica de sustan-
cias bioactivas con potencial uso en la terapéutica de enfermedades. Esta
area, cuyos cimientos estan basados en la farmacologia (farmacocinética
y farmacodinamia) y la quimica orgénica, se encuentra en desarrollo y es
un campo fértil en nuestro pais, siendo atractiva para estudiantes de licen-
ciatura y posgrado, al mismo tiempo que genera recursos humanos de alto
nivel con visiéon académica e industrial en el campo de la Farmacia.

Si bien el desarrollo de un farmaco es un proceso complejo, largo y cos-
toso, que en muchas ocasiones no produce los resultados esperados, la im-
portancia del buen manejo de términos, del conocimiento farmacéutico y
quimico, asi como el apego a normas éticas, contribuira de forma relevante
en el tratamiento y prevencién de enfermedades que aquejan a nuestra po-
blacién. Asi, la seleccién adecuada de un bioensayo (in vitro, ex vivo, in silico,
in vivo o in combo) serd una parte fundamental en la investigacién de nuevos
compuestos bioactivos de origen sintético y/o natural.
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2.1 Introduccién

La investigacién para el descubrimiento de moléculas bioactivas y su pos-
terior desarrollo como farmacos es, sin lugar a dudas, una tarea multidis-
ciplinaria. En ella, la inclusién de métodos analiticos representa un papel
importante y fundamental para dirigir adecuadamente la busqueda e iden-
tificacién de nuevos compuestos, no solo en el proceso de aislamiento e
identificacién, sino en todas las etapas de este proceso hasta la obtencién
del farmaco. De manera eventual, serd necesario contar con metodologias
analiticas para su cuantificacion e identificacién en matrices bioldgicas, ob-
teniendo asi informacién valiosa (Atanasov et al., 2015). Este complejo pro-
ceso comienza con la seleccion de la enfermedad o el érgano blanco al que
sera dirigida la molécula en desarrollo.

En el proceso de identificaciéon y busqueda de la molécula idénea se
pueden utilizar diversas estrategias, desde la sintesis o semisintesis de la
molécula, hasta la busqueda de ésta a partir de fuentes naturales con un
fundamento etnofarmacolégico (Atanasov et al., 2015; Cragg y Newman,
2013; Galloway et al., 2010). En todas las etapas de desarrollo la aplicacién de
métodos analiticos adecuados nos permitird dar seguimiento a la molécula,
en la busqueda de su distribucién en el organismo y posibles tejidos blanco.
Este proceso se describe graficamente en la Figura 1, en la parte superior
de la misma se ejemplifica el proceso de descubrimiento y desarrollo de
farmacos, ligado a algunos métodos analiticos de empleo comun para su
seguimiento.

En este contexto, una vez que es identificado el blanco biolégico, es ne-
cesario comenzar los ensayos dirigidos, utilizando las moléculas con poten-
cial actividad biolégica sobre el blanco terapéutico de estudio.

A la par, el desarrollo en conjunto de metodologias de deteccién y ca-
racterizacién de estas moléculas de manera independiente, resulta funda-
mental para la integracion de estrategias de investigaciéon, innovaciéon y de-
sarrollo con posibilidad de convertirse en procesos productivos masivos y
escalables, en el caso de descubrir o disenar una molécula con potencial uso
en la terapéutica (Goodacre et al., 2004).

En el caso particular de la Figura 1, la adecuada seleccién de métodos
analiticos para la identificacion, seguimiento y cuantificacién, dependera de
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Espectrometro

RMN
L | -
Figura 1. Proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos y los métodos analiticos
involucrados. Muestra de la integracién de modelos de bioensayo en la aplicacién de

métodos convencionales de separacion cromatografica, y su posible vinculacién con mé-
todos analiticos como cromatografia de liquidos y resonancia magnética nuclear.

las caracteristicas quimicas de la molécula (Atanasov et al., 2015; Goodacre
et al., 2004). Dentro de éstos, la aplicacién de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN), a pesar de ser idénea, requiere equipamiento y mantenimiento de
alta especialidad y costo, ademas de ser indispensable el consumo constan-
te de gases para mantener en refrigeracién los imanes superconductores, lo
cual se logra a través del empleo de helio, un gas noble que es un recurso no
renovable, lo que hace mas restrictivo el empleo de estas técnicas (Chatham
y Blackband, 2001).

Dentro de las técnicas analiticas mas utilizadas, tenemos la cromatogra-
fia que se basa en el principio de separacién de componentes a través de una
fase mévil y una fase estacionaria; dichas técnicas ofrecen ventajas para el
proceso de investigacién. Por ejemplo, la cromatografia en capa fina (CCF)
es el primer método cromatografico utilizado para determinar perfiles de
extractos de fuentes naturales, permite dar seguimiento a la formacién
de productos de sintesis y permite observar una diversidad de compues-
tos de distinta naturaleza. Resulta ser un método facil, rapido, de bajo costo
y reproducible, por mencionar algunas de sus ventajas, de manera que en
la actualidad aun estd en uso (Santiago y Strobel, 2013; Vervoort et al., 2021).

En un sentido mas estricto, los procesos automatizados son los que ofre-
cen resultados mas confiables, razén por la cual las dos principales técnicas
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analiticas utilizadas en las ultimas décadas son la cromatografia de gases
(GC, por sus siglas en inglés) y la cromatografia de liquidos (LC, por sus si-
glas en inglés), ambas acopladas a distintos detectores que hacen de estas
técnicas una excelente opcién para la identificacién y cuantificacién de mo-
léculas bioactivas (Vervoort et al., 2021). Asi, por ejemplo, la cromatografia de
gases se puede acoplar a detectores como la espectrometria de masas (MS),
de ionizacién de llama (FID), de captura de electrones (ECD), de quimiolu-
miniscencia (CLD), de fotoionizacién (PID), todos por sus siglas en inglés
(Martyr y Plint, 2012).

En el caso de la cromatografia de liquidos se tienen la cromatografia de
liquidos de alta resolucién (HPLC) y la de liquidos de ultra resolucién (UPLC),
ambas se pueden acoplar a detectores como el de indice de refracciéon
(RI, por sus siglas en inglés), de absorbancia (UV-Vis), de fluorescencia, elec-
troquimico, de espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés) y de
arreglo de diodos (De la Rosa et al., 2019; De Paiva et al., 2020; LaCourse, 2000;
Lu et al., 2014). Debido a la versatilidad de dichas técnicas, se pueden identi-
ficar diferentes grupos funcionales, al utilizar diferentes fases estacionarias
con caracteristicas quimicas en especifico (Astefanei et al., 2017). Las prin-
cipales y mas utilizadas técnicas en la actualidad se describen en la Tabla 1.

Una de las principales ventajas al utilizar técnicas de cromatografia de
liquidos frente a la cromatografia de gases es que a diferencia de ésta, no te-
nemos la limitante de que las moléculas de estudio preferentemente deben
tener la capacidad de volatilizarse (Vervoort et al., 2021).

Tabla 1. Comparacién de principales técnicas utilizadas
en el anadlisis de moléculas bioactivas.

Técnica Ventajas Limitaciones del método Referencias

UPLC ¢ Acorta el tiempo de ana- ¢ El tamano inferior de parti- (Chawla
lisis hasta nueve veces en cula genera contrapresiones  y Ranjan,
comparacién con la HPLC, mas altas, que conllevan a 2016;
lo anterior se obtiene por la una disminucién de la vida Novakova
disminucién del tamano de atil de las columnas. et al., 2006)

particulas (2 pm) utilizado
para el empaquetamiento
de columnas.

(Contintia)
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Tabla 1. Comparacién de principales técnicas utilizadas

en el andlisis de moléculas bioactivas (continuacion).

Referencias

UPLC ¢ El tamaiio de particulas ¢ Las particulas de un tamano
(cont.) utilizado en sus columnas inferior a 2 pm son en su
genera altas presiones (100 mayoria no regenerables.
Mpa) y no ejerce un efecto g costoso en comparacién
negativo en los componen- con otras técnicas como CCFE.
tes del sistema.
e Puede aumentar la reso-
lucién y sensibilidad en
comparacién con HPLC.
e Disminuye el consumo de
disolventes.
e Puede acoplarse a diferentes
tipos de detectores como
fluorescencia, UV visible,
indice de refraccién, espec-
trometria de masas, entre
otros.
e Es una técnica cuantitativa.
HPLC e Esmasrapida, eficiente y e No cuenta con un detector  (Dong, 2013)
precisa, en comparacién con  universal ideal.
CCF. e Tiene una menor eficiencia
e Es aplicable para diversos de separacién de analitos,
tipos de analitos, como en comparacién con UPLC
moléculas organicas, iones, y CG.
moléculas y polimeros. * Requiere de un mayor tiem-
e Tiene un alto poder de sepa-  po de analisis y gasto de
racién de analitos. solventes, en comparacién
o Puede acoplarse a diferentes ~ con UPLC.
tipos de detectores como ¢ Su uso puede ser complica-
fluorescencia, UV visible, do para personas con falta
indice de refraccién, espec- de experiencia.
trometria de masas, entre
otros.
* Su funcionamiento es
automatizado, por lo que
permite un funcionamiento
flexible y personalizable.
e Es una técnica cuantitativa.

CG e Tiene una alta sensibilidad, e Requiere temperaturas (Piechocka
especificidad y resolucién, lo  elevadas para obtener et al., 2020;
gque permite una excelente perfiles de picos pronuncia- Schomburg,
separacién de compuestos dos y ampliar el rango de 1979)
volatiles. aplicacién.

(Contintia)

Gabriela Maria Avila Villarreal  Candy Andreina Montafio Pérez
Guadalupe Yéilez Ibarra



Técnica Ventajas

CG
(cont.)

IR

Universidad Auténoma del Estado de Morelos ¢ Universidad Autonoma de Nayarit
Universidad Autdnoma Metropolitana

Tabla 1. Comparacién de principales técnicas utilizadas

en el andlisis de moléculas bioactivas (continuacion).

Es idonea para el andlisis de
compuestos volatiles.

Tiene una alta reproducibili-
dad y precisién.

El tiempo que se requiere
para la separacién de me-
tabolitos puede ser menor,
en comparacién con otras
técnicas cromatograficas.

Se requiere una cantidad
pequena de muestra para su
analisis.

Puede acoplarse a diversos
detectores como espec-
trofotdmetro de masas,
ionizacién a la llama, con-
ductividad térmica, captura
de electrones.

Es una técnica cualitativa y
cuantitativa.

El andlisis de la muestra no
repercute en su integridad,
no es destructiva.

La muestra no requiere de
procesamiento.

No se requieren grandes
cantidades de muestra para
su analisis.

Es una técnica rapida para
la deteccién de metabolitos
y para el procesamiento de
los datos.

A diferencia de CG es una
técnica versatil, puede
utilizarse para el analisis de
muestras en diferentes es-
tados de la materia (sélido,
liquido y gas).

Limitaciones del método

e Tiene limites de deteccidén

bajos en alta resolucién si
no se aplican temperaturas
elevadas.

Las altas temperaturas
pueden estar limitadas,

ya que afectan la fase
estacionaria, mévil y solutos
de analisis.

Su campo de aplicacién se
encuentra limitado a com-
puestos volatiles y termoes-
tables.

Los detectores que utiliza
son destructivos, de modo
que no se puede recuperar
la muestra, a excepcion de
MS.

No se puede modificar su
FM, las modificaciones
solo pueden dirigirse a la
temperatura de columna y
el horno.

No se puede utilizar para
muestras que contengan
agua, debido a que esta
ultima absorbe de forma
considerable la luz IR.

Puede ser necesario mas de
un espectro de IR para la
identificacién del compues-
to, por lo que se requiere de
otros métodos de espectros-
copia, como MS y RMN.

Su uso para el andlisis cuan-
titativo puede verse limitado
por las bajas o altas concen-
traciones del compuesto.

Referencias

(Jamro-
giewicz,
2012; Shao
et al., 2010;
Yin et al.,
2019)
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Tabla 2. Principales bases de datos de acceso libre para la busqueda
e identificacién de fragmentos de masas.

ChemSpider

METLIN

Human
Metabolome
Database
(HMBD)

MassBank

MetAlign

http://www.
chemspider.com

https://metlin.
scripps.edu/

https://hmdb.ca/

https://massbank.eu/
MassBank/

http://mzmine.
github.io/

Descripcién

Base de datos libre de estructuras quimicas que
proporciona acceso rapido a busqueda de texto y
estructuras, con mas de 100 millones de estruc-
turas de cientos de fuentes de datos. Proporciona
informacién sobre fisicoquimica, bioactividad y
propiedades espectrales de masas de metabolitos
conocidos, util para procesos de identificacién qui-
mica.

La versiéon de acceso educativo libre de esta base
de datos, de espectrometria de masas en tandem
de alta resolucidén, contiene informacién sobre 1
milléon de compuestos que incluyen lipidos, ami-
nodcidos, carbohidratos, toxinas y productos natu-
rales.

Es una base de datos gratuita de metabolitos hu-
manos, aunque también incluye metabolitos
secundarios a partir de productos naturales aso-
ciados al metabolismo humano.

HMBD contiene datos quimicos, clinicos y de bio-
logia molecular de més de 100,000 metabolitos, in-
cluidos componentes y aditivos alimentarios. Para
fines de caracterizacién quimica, HMDB permite
consultar datos de espectrometria GC-MS y LC-MS,
LC-MS-MS y RMN.

Base de datos libre y completa con datos adqui-
ridos en HRMS, a través de sistemas GC-MS y LC-
MS. MassBank incluye informacién sobre nombre,
estructura, masa exacta, picos, pérdidas neutras
de mas de 11,000 compuestos. Ademas, tiene una
herramienta de busqueda por fuente de ionizacién
(es decir, ESI, APCI, MALDI) y analizador de masas
(es decir, Q-TOF, ITFT, TOF).

Es un software de cédigo abierto para el procesa-
miento de datos de espectrometria de masas, con
el enfoque principal en datos LC-MS. Se basa en
la caja de herramientas original de MZmine, pro-
porciona un software facil de usar, flexible y fa-
cilmente ampliable con un conjunto completo de
moédulos que cubren todo el flujo de trabajo de
andlisis de datos de LC-MS. Este software permite
la identificacién de metabolitos, relacionando la
informacién con los fragmentos de masas disponi-
bles en la base de datos.
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La espectrometria de masas ha constituido una herramienta fundamen-
tal para identificar estructuras organicas. Ademads, es actualmente el detec-
tor mas potente en cromatografia, dada la alta sensibilidad de la técnica,
siendo capaz de detectar bajas concentraciones de analito, lo que permite
estudiar las masas de dtomos, moléculas y fragmentos de moléculas (Tho-
mas, 2019).

Existe una diversidad de bases de datos y bibliotecas de espectros de
masas disponibles, algunas cuentan con informacién de LC-MS y actual-
mente se pueden encontrar con informacién de espectros de alta resolucién
(HRMS, por sus siglas en inglés). Las bases de datos resumidas en la Ta-
bla 2 son aquellas en las que adicionalmente podemos encontrar infor-
macién disponible especifica de metabolitos vegetales y que pueden ser
consultadas de manera gratuita (Vinaixa et al., 2016).

Seleccionar adecuadamente la técnica analitica acorde al proceso o se-
cuencia de identificacién de una molécula, puede dar como resultado la op-
timizacién del tiempo y los recursos. Existen tantas etapas en el método
analitico que incluso los anadlisis mas sencillos pueden presentar variacio-
nes entre laboratorios, por lo que es fundamental integrar las evidencias
obtenidas a través de varias técnicas, y observar las coincidencias entre la
informacién aportada por cada técnica, con la finalidad de garantizar la re-
producibilidad de la informacién (National Academies of Sciences, Enginee-
ring, and Medicine, 2019; United Nations Office on Drugs and Crime, 2009).

2.2 Identificacién de compuestos bioactivos en fuentes
naturales

La diversidad estructural que poseen los productos naturales hace que la ma-
yoria de las veces sean muestras complejas, y si consideramos la limitada
cantidad de muestra que generalmente se obtiene a través de las técnicas
de purificacién, esto exige una seleccién rigurosa de las estrategias analiti-
cas para poder identificar y caracterizar estructuralmente a la molécula, con
base en las caracteristicas de los grupos funcionales, método de extraccién,
busqueda dirigida, matriz, entre otras (Atanasov et al., 2015; Lautié et al., 2020;
Pauli et al., 2012). Por lo anterior es fundamental integrar al contexto de estu-
dio el origen del compuesto, clasificacién botdnica, sus antecedentes quimio-

Capitulo 2. Introduccién a los métodos analiticos para el desarrollo de moléculas bioactivas

51



Métodos de bioevaluacién de compuestos bioactivos

taxondmicos, el cribado de pesos moleculares y modelo biolégico utilizado
(Atanasov et al., 2015; Cragg y Newman, 2013; Kellogg et al., 2019). En la Figura 2
se ejemplifica de manera general el proceso que se lleva a cabo.

Simultaneamente, se deben utilizar técnicas sencillas de deteccién que
resultan ser un excelente apoyo en el proceso. En el caso de las etapas de
separacion y purificacién de metabolitos, se puede hacer un seguimiento
por cromatografia en capa fina, en donde se puedan utilizar placas croma-
tograficas con algin indicador de luz ultravioleta, para identificar los com-
puestos presentes en una mezcla determinada y establecer la pureza de

'H NMR (90 MHz) CDCI3

O BH-9Q

v s 8 7 6 5 4 3 2 1 ¢
pom

IR Spectrum

e e e W s
rumy

Tramamancia pus)

1. chromatograr
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Figura 2. Incorporacién de los métodos analiticos en la identificacién y deteccién de com-
puestos en fuentes naturales y modelos biolégicos.
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una sustancia (Namir et al., 2019). De esta manera, se pueden aprovechar las
caracteristicas de emisién y absorcién de los compuestos presentes en la
muestra, y hacer una correlacién con sus antecedentes quimicos. Entonces,
se tendrd una pauta para interpretar de una mejor manera los resultados
instrumentales obtenidos (Bele y Khale, 2011; Urbain y Simdes-Pires, 2020).

En la Figura 3 se muestra el andlisis de un extracto vegetal que, como
parte de su proceso de purificacién por cromatografia en columna abierta,
es fraccionado y analizado de manera preliminar por cromatografia de li-
quidos de ultra resolucién acoplada a espectrometria de masas (UPLC-MS).
Una vez obtenidos los espectros y cromatogramas, éstos se pueden utilizar
para la identificacién de sus compuestos y usar dicha informacién para una
posible purificacién de los componentes mayoritarios presentes. Esto puede
permitir una elucidacién estructural posterior, con técnicas como Resonan-
cia Magnética Nuclear, mas eficiente, optimizando asi los recursos y tiem-
pos de utilizacién de equipos disponibles (Kellogg et al., 2019).

En el ejemplo de la Figura 3, se tenia el antecedente de la presencia de un
triterpeno pentaciclico, dcido ursélico (AU), como uno de los componentes
presentes en la planta (Agastache mexicana), y se deseaba corroborar su pre-
sencia en una muestra de reciente colecta. Se realizé una extraccién liqui-
do-liquido del material vegetal, y se observé por CCF en una fase moévil ade-
cuada (una mezcla 9:1 diclorometano:acetato de etilo). Una vez observado el
liquido a través de CCF, se presentd una mancha que por sus caracteristicas
de coloracién y elucién parecia ser AU. Para relacionar lo observado en la
placa, se corrobor6 la presencia de la molécula a través de una busqueda
dirigida de la masa por deteccién en UPLC-MS. El peso molecular reportado
para el compuesto del ejemplo es de 456.7 g/mol, y en un método de de-
teccién negativo se corrobord la presencia al encontrar la masa correspon-
diente a 455.38 Da. Con este sencillo ejemplo, se muestra la factibilidad de
integrar un método analitico en los procesos.

Este ejemplo muestra cémo la incorporacién de técnicas analiticas al es-
tudio de muestras complejas, nos permite ir caracterizando los compues-
tos presentes, y resalta el aporte de la cromatografia en capa fina para dar
un seguimiento rapido al proceso. Este, al ligar la informacién, nos permite
corroborar de una manera dirigida a través de la bisqueda de la masa
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Figura 3. Caso de estudio donde se ejemplifica la presencia de un compuesto identificado
por CCF, y su seguimiento por cromatografia de liquidos de ultra resolucién acoplada a
espectrometria de masas.

molecular, la presencia de compuestos previamente reportados que pue-
den ser caracteristicos para las especies de estudio. Ademas, es importante
mencionar que integrar al proceso de identificacién de compuestos, los mé-
todos analiticos disponibles en conjunto, puede reflejar ahorros de tiempo,
permitiendo asi el desarrollo integral de procesos a gran escala.

2.3 Técnicas de cromatografia de liquidos acopladas a
espectrometria de masas, para la evaluacion de la
composicién quimica y la investigacién en productos
naturales: un panorama general

A lo largo del tiempo los productos naturales han contribuido al descubri-
miento de fairmacos como fuente de moléculas bioactivas. El descubrimiento
de farmacos es un proceso complejo, que involucra un esfuerzo econémico
considerable aun cuando no pueda garantizarse el éxito. Las plantas medi-
cinales generalmente consisten en mezclas complejas y diversas de com-
puestos quimicos o fitoquimicos, que pueden identificarse y caracterizarse
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con enfoques diversos. A continuacién, abordaremos el enfoque basado en
la metabolémica para productos naturales (Yuliana et al., 2013).

Los andlisis de metabolémica generalmente se clasifican en dos métodos
complementarios: dirigidos y no dirigidos. El enfoque dirigido tiene como
objetivo identificar y cuantificar un subconjunto especifico de metaboli-
tos en una muestra; mientras que el enfoque de metabolémica no dirigida
nos permite llevar a cabo una evaluacién cualitativa y cuantitativa integral
del contenido fitoquimico presente en la planta (Quansah y Karikari, 2016).
En una busqueda dirigida, se trata de hallar las propiedades quimicas de los
compuestos investigados, cuando éstas son conocidas, generalmente ba-
sandose en hipdtesis que relacionan quimiotaxondémicamente la especie
en estudio; mientras que el andlisis no dirigido puede generar una nueva
hipotesis para pruebas adicionales, midiendo todos los metabolitos de un
sistema bioldgico.

Las plataformas de cromatografia de liquidos acoplada a espectrome-
tria de masas (LC-MS) son utilizadas ampliamente como una valiosa herra-
mienta para el descubrimiento y desarrollo de moléculas bioactivas, y para
el control de calidad de remedios herbolarios y suplementos nutricionales,
por mencionar algunas de sus aplicaciones. Ademas, un gran conjunto de
datos generado durante el analisis LC-MS contiene informacién valiosa, que
podria extraerse y manejarse mediante diversas herramientas estadisticas
y de extraccién de datos.

Para la mayoria de los metabolitos secundarios, el uso de técnicas de
ionizacién suave como ionizacién por electro spray (ESI) y la ionizacién qui-
mica a presién atmosférica (APCI), permiten la deteccién de especies mole-
culares o aductos moleculares. Por lo tanto, la forma mas sencilla de realizar
una comparaciéon de muestras es transformar los datos iniciales de LC-MS
de cada muestra, en los valores indicados por los tiempos de retencién
(RT) y los valores de masa/carga (m/z) sumados a la lista de areas de picos,
creando asi un nuevo espacio de caracteristicas para dar paso al analisis
multivariante o multivariado de datos. Para los metabolitos secundarios de
microorganismos marinos, plantas, bacterias y hongos, se han sugerido va-
rios protocolos para realizar perfiles de metabolitos no especificos (De Vos et
al., 2007; Tu et al., 2010).
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La cantidad de informacién obtenida, incluso con una sola ejecucién de
LC-MS, puede ser extensa, de manera que el uso de software especifico para
el procesamiento y la comparacién de datos es crucial. En contraste con el
modo de perfil, en el que la senal de masa estd representada por una curva
de Gauss, el modo centroide que proyecta cada senal de masa como preci-
sa m/z valor se utiliza a menudo. La seleccién y alineacién de picos puede
realizarse mediante un software especializado, como fue anteriormente ex-
plicado en la Tabla 2.

La metabolémica se ha utilizado como una poderosa herramienta para el
control de calidad y la estandarizacién de remedios herbolarios, mediante
la utilizacién de varias técnicas cromatograficas y espectroscépicas. Por lo
tanto, es capaz de generar una “huella digital metabdlica” estandarizada de
remedios herbolarios especificos. Las técnicas mas comunes utilizadas en
metabolémica son LC-MS, GC-MS y NMR, en combinacién con analisis uni-
variantes y andlisis de datos multivariados. De esta forma, las técnicas de
metabolémica son ampliamente utilizadas para la identificacién y caracte-
rizacién de productos naturales, como los remedios herbolarios.

La mayoria de los estudios de metabolémica utilizan el método de se-
paracién cromatografica antes del analisis espectrométrico de masas, me-
diante el cual se puede reducir la complejidad de la muestra y retirar efectos
inherentes a la matriz de la muestra que puedan interferir durante la ioni-
zacién. En LC-MS, la cromatografia liquida de fase reversa, que normalmen-
te usa columnas C18, para separar compuestos de una amplia gama de po-
laridad a través de eluciones isocraticas o en gradiente, se usa ampliamente
para separar compuestos semipolares, como acidos fendlicos, flavonoides,
esteroides glicosilados, alcaloides y derivados glicosilados.

Referencias

Astefanei, A., Dapic, 1., Camenzuli, M. (2017). Different Stationary Phase Se-
lectivities and Morphologies for Intact Protein Separations. Chromatographia,
80(5): 665-687. https://doi.org/10.1007/s10337-016-3168-z.

Atanasov, A., Waltenberger, B., Pferschy-Wenzig, E., Linder, T., Wawrosch, C.,
Uhrin, P, Temml, V., Wang, L., Schwaiger, S., Heiss, E., Rollinger, J., Schus-

Gabriela Maria Avila Villarreal  Candy Andreina Montafio Pérez
Guadalupe Yéilez Ibarra



Universidad Auténoma del Estado de Morelos ¢ Universidad Autonoma de Nayarit
Universidad Auténoma Metropolitana

ter, D., Breuss, J., Bochkov, V., Mihovilovic, M., Kopp, B., Bauer, R., Dirsch, V,,
Stuppner, H. (2015). Discovery and resupply of pharmacologically active
plant- derived natural products: A review. Biotechnol. Adv., 33(8): 1582-1614.
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2015.08.001.

Bele, A. A. y Khale, A. (2011). An overview on thin layer chromatography. In-
ternational Journal of Pharmaceutical Sciences and Research, 2(2): 256-267.

Chatham, J. C. y Blackband, S.J. (2001). Nuclear magnetic resonance spec-
troscopy and imaging in animal research. ILAR Journal, 42(3): 189-208. https://
doi.org/10.1093/ilar.42.3.189.

Chawla, G. y Ranjan, C. (2016). Principle, Instrumentation, and Applications
of UPLC: A Novel Technique of Liquid Chromatography. Open Chemistry Jour-
nal, 3(1): 1-16. https://doi.org/10.2174/1874842201603010001.

Cragg, G. M. y Newman, D.J. (2013). Natural products: A continuing source of
novel drug leads. Biochimica et Biophysica Acta, 1830(6): 3670-3695. https://doi.
0rg/10.1016/j.bbagen.2013.02.008.

De la Rosa, L. A., Alvarez-Parrilla, E., Garcia-Fajardo, J. A. (2019). Identifi-
caciéon de compuestos fendlicos en extractos de almendra (Prunus dulcis)
y nuez pecana (Carya illinoinensis) mediante cromatografia liquida acop-
lada a espectrometria de masas en tdndem (HPLC-MS/MS). TIP Revista Es-
pecializada en Ciencias Quimico-Bioldgicas, 22, 1-13. https://doi.org/10.22201/
fesz.23958723e.2019.0.179.

De Paiva, J. R., Souza, A. S. Q., Pereira, R. C. A., Ribeiro, P. R. V., Zocolo, G.]J., De
Brito, E. S., Pessoa, O. D. L., Canuto, K. M. (2020). Development and validation
of a UPLC-ESI-MS method for quantitation of the anti-Alzheimer drug galan-
tamine and other Amaryllidaceae alkaloids in plants. Journal of the Brazilian
Chemical Society, 31(2), 265-272. https://doi.org/10.21577/0103-5053.20190162.

De Vos, R. C., Moco, S., Lommen, A., Keurentjes, J. J., Bino, R. J,, Hall, R. D.
(2007). Untargeted large-scale plant metabolomics using liquid chromatog-
raphy coupled to mass spectrometry. Nature protocols, 2(4), 778-791. https://
doi.org/10.1038/nprot.2007.95.

Dong, M. W. (2013). The Essence of Modern HPLC: Advantages, Limitations,
Fundamentals, and Opportunities. LCGC North America, 31(6): 472-479.

Capitulo 2. Introduccién a los métodos analiticos para el desarrollo de moléculas bioactivas

57



58

Métodos de bioevaluacién de compuestos bioactivos

https://www.chromatographyonline.com/view/essence-modern-hplc-advantages-
limitations-fundamentals-and-opportunities.

Galloway, W. R. J. D., Isidro-Llobet, A., Spring, D. R. (2010). Diversity-oriented
synthesis as a tool for the discovery of novel biologically active small mol-
ecules. Nature Communications, 1(6): 1-13. https://doi.org/10.1038/ncomms1081.

Goodacre, R., Vaidyanathan, S., Dunn, W. B,, Harrigan, G. G., Kell, D. B. (2004).
%Metabolomics by numbers: acquiring and understanding global me-
tabolite data. Trends in Biotechnology, 22(5): 245-252. https://doi.org/10.1016/].
TIBTECH.2004.03.007.

Jamrégiewicz, M. (2012). Application of the near-infrared spectroscopy in the
pharmaceutical technology. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
66: 1-10. https://doi.org/10.1016/].JPBA.2012.03.009.

Kellogg, J., Paine, M., McCune, J., Oberlies, N., Cech, N. (2019). Selection and
characterization of botanical natural products for research studies: a NaP-
DI centerrecommended approach. Natural Product Reports, 36(8), 1196-1221.
https://doi.org/10.1039/c8np00065d.

LaCourse, W. R. (2000). Chromatography: Liquid | Instrumentation. En En-
cyclopedia of Separation Science (pp. 670-676). Academic Press. https://doi.
0rg/10.1016/B0-12-226770-2/00251-9.

Lautié, E., Russo, O., Ducrot, P, Boutin, J. A. (2020). Unraveling Plant Natural
Chemical Diversity for Drug Discovery Purposes. Frontiers in Pharmacology,
11(April): 1-37. https://doi.org/10.3389/fphar.2020.00397.

Lu, X., Ji, L. J., Chen, J. L. (2014). Metabolomic Profiling of Neoplastic Lesions
in Mice. En Methods in Enzymology, Vol. 543, Cap. 13: 261-273. Academic Press.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-801329-8.00013-1.

Martyr, A. J. y Plint, M. A. (2012). Engine Exhaust Emissions. En Engine Test-
ing. Cuarta edicién. Cap. 16: 407-450. Butterworth-Heinemann. https://doi.
0rg/10.1016/B978-0-08-096949-7.00016-9.

Namir, H., Hadzic, R., Malesevic, L., Jurcevic, M., Starcevic, D. (2019). Applica-
tion of thin layer chromatography for qualitative analysis of gunpowder in
purpose of life prediction of ammunition. International Journal of Biosensors &
Bioelectronics, 5(1): 4-12. https://doi.org/10.15406/ijbsbe.2019.05.00144.

Gabriela Maria Avila Villarreal  Candy Andreina Montafio Pérez
Guadalupe Yéilez Ibarra



Universidad Auténoma del Estado de Morelos ¢ Universidad Autonoma de Nayarit
Universidad Auténoma Metropolitana

National Academies of Sciences, Engineering, and Medicine (2019). Repro-
ducibility. En Reproducibility and Replicability in Science. Cap. 4. The National
Academies Press. https://doi.org/10.17226/25303.

Novakovad, L., Matysova, L., Solich, P. (2006). Advantages of application of UPLC
in pharmaceutical analysis. Talanta, 68(3): 908-918. https://doi.org/10.1016/].
TALANTA.2005.06.035.

Pauli, G. F, Chen, S. N, Friesen, J. B.,, McAlpine, J. B., Jaki, B. U. (2012). Analysis
and purification of bioactive natural products: The AnaPurNa study. Journal
of Natural Products, 75(6): 1243-1255. https://doi.org/10.1021/np300066q.

Piechocka, J., Wieczorek, M., Glowacki, R. (2020). Gas chromatography-mass
spectrometry based approach for the determination of methionine-related
sulfur-containing compounds in human saliva. International Journal of Mo-
lecular Sciences, 21(23): 1-18. https://doi.org/10.3390/1jms21239252.

Quansah, E. y Karikari, T. K. (2016). Potential role of metabolomics in the im-
provement of research on traditional African medicine. Phytochemistry Let-
ters, 17: 270-277. https://doi.org/10.1016/j.phytol.2016.08.004.

Santiago, M. y Strobel, S. (2013). Thin Layer Chromatography. En Methods in
Enzymology, Vol. 533, Cap. 24: 303-324. Academic Press. https://doi.org/10.1016/
B978-0-12-420067-8.00024-6.

Schomburg, G. (1979). Practical limitations of capillary gas chromatography.
Journal of High Resolution Chromatography & Chromatography Communications,
2(7): 461-474. https://doi.org/10.1002/jhrc.1240020717.

Shao, X., Bian, X, Liu, J.,, Zhang, M., Cai, W. (2010). Multivariate calibration
methods in near infrared spectroscopic analysis. Analytical Methods, 2(11):
1662-1666. https://doi.org/10.1039/COAY00421A.

Thomas, S. N. (2019). Mass spectrometry. En Contemporary Practice in Clini-
cal Chemistry. Cuarta edicién, Cap. 10: 171-185. Academic Press. https://doi.
0rg/10.1016/B978-0-12-815499-1.00010-7.

Tu, Y., Jeffries, C., Ruan, H., Nelson, C., Smithson, D., Shelat, A. A., Yan, B.
(2010). Automated high-throughput system to fractionate plant natural
products for drug discovery. Journal of natural products, 73(4): 751-754. doi:
10.1021/np9007359.

Capitulo 2. Introduccién a los métodos analiticos para el desarrollo de moléculas bioactivas

59



60

Métodos de bioevaluacién de compuestos bioactivos

United Nations Office on Drugs and Crime. (2009). Guidance for the Valida-
tion of Analytical Methodology and Calibration of Equipment used for Test-
ing of Illicit Drugs in Seized Materials and Biological Specimens. En United
Nations Publication.

Urbain, A. y Simoes-Pires, C. A. (2020). Thin-Layer Chromatography for the
Detection and Analysis of Bioactive Natural Products. Encyclopedia of Analyti-
cal Chemistry, Diciembre, 2020: 1-29. https://doi.org/10.1002/9780470027318.
a9907 .pub2.

Vervoort, N., Goossens, K., Baeten, M., Chen, Q. (2021). Recent advances in
analytical techniques for high throughput experimentation. Analytical Sci-
ence Advances, 2(3-4): 109-127. https://doi.org/10.1002/ANSA.202000155.

Vinaixa, M., Schymanski, E. L., Neumann, S., Navarro, M., Salek, R. M., Yanes,
O. (2016). Mass spectral databases for LC/MS- and GC/MS-based metabolo-
mics: State of the field and future prospects. Trends in Analytical Chemistry,
78: 23-35. https://doi.org/10.1016/j.trac.2015.09.005.

Yin, L., Zhou, J., Chen, D., Han, T., Zheng, B., Younis, A., Shao, Q. (2019). A
review of the application of near-infrared spectroscopy to rare traditional
Chinese medicine. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spec-
troscopy, 221: 117208. https://doi.org/10.1016/].SAA.2019.117208.

Yuliana, N. D., Jahangir, M., Verpoorte, R., Choi, Y. H. (2013). Metabolomics for
the rapid dereplication of bioactive compounds from natural sources. Phy-
tochemistry reviews, 12(2): 293-304. https://doi.org/10.1007/s11101-013-9297-1.

Gabriela Maria Avila Villarreal  Candy Andreina Montafio Pérez
Guadalupe Yéilez Ibarra



Capitulo 3.
Comités de Etica para el uso de
animales de laboratorio

Claudia Verdnica Rivera Cerecedo*
Ruth Jaimez Melgoza™

* Unidad Académica Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacio-
nal Auténoma de México.

** Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional
Auténoma de México.






Universidad Auténoma del Estado de Morelos ® Universidad Auténoma de Nayarit
Universidad Auténoma Metropolitana

3.1 Uso ético de los animales de laboratorio

En la actualidad la percepcién mads consciente de la sociedad sobre la utili-
zacioén de animales en investigacién obliga a un pensamiento juicioso y a un
analisis critico. Lo anterior debido a que su uso se considera como un privi-
legio concedido por la sociedad a la comunidad cientifica, con la confianza
de que su utilizacién proporcionard nuevos y significativos conocimientos
para una mejora en el bienestar humano y animal. Es ésta una demostra-
cién de confianza, que exige el cuidado y uso de estos animales de forma
responsable y humanitaria (Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio,
2017, Cap. 1).

El debate sobre el uso de animales en investigacién se divide en dos gran-
des grupos de opinién polarizada, hay quienes argumentan que es un aten-
tado contra la sensibilidad de los animales y que se les produce un dafno
directo, y quienes afirman que el uso de animales en investigacién biomédi-
ca es totalmente necesario. Sin embargo, existe también una opinién inter-
media de la poblacién, que acepta el uso de animales para experimentacion,
pero en condiciones concretas (Aguilar et al., 2012). Todos estos puntos de
vista han contribuido al desarrollo de principios éticos en la utilizacién de
animales, lo cual se ve reflejado en las regulaciones y marcos legales de los
diferentes paises.

Adicionalmente, se han establecido criterios para evaluar los protoco-
los de investigacién que se centran en el bienestar animal, mismos que se
pueden encontrar en los ordenamientos internacionales, los cuales se han
ido actualizando con objeto de atender la preocupacién social por el uso de
animales de laboratorio.

3.2 Normativas para el uso de animales en investigacién

El Reino Unido (UK) fue el primer pais que promovié una ley para regu-
lar el uso de animales en investigacién, cuando publicaron en 1876 la Ley
de Crueldad con los animales “Cruelty to Animals Act”. Ley aprobada por
el parlamento que establecié limites a la practica con animales, determi-
nando que quienes realizaran experimentos con “animales vivos” deberian
obtener una licencia personal. La presién de la sociedad inglesa obligd a
reemplazar esta ley por la Ley de procedimientos cientificos con animales
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(Animals, Scientific Procedures, Act 1986), misma que se encuentra vigente
y que fue adaptada para cumplir con los lineamientos establecidos por la
Unién Europea, siendo el Reino Unido parte de esa comunidad econdémica.

La Ley de procedimientos cientificos solo permite el uso de animales con
base en la obtencién de tres tipos de licencias o permisos: licencia personal
de capacitaciéon que debe renovarse cada cinco anos; licencia de proyecto
que limita la participacién en el proyecto de personas que cuentan con su
licencia personal vigente, y dicha licencia solo es valida para un proyecto en
particular; licencia o certificado del lugar de trabajo, en la cual se regulan las
adquisiciones de los animales que deben ser comprados en casas comer-
ciales certificadas. Las licencias en UK estan condicionadas a la aplicacién
de las 3Rs (reemplazo, reduccién y refinamiento), ademads de establecer la
obligatoriedad de otorgar datos para la estadistica anual de uso de animales
de laboratorio (Animals, Scientific Procedures, Act 1986).

Fue en 1963, cuando en los Estados Unidos de América (USA) se publico
por primera vez “The Guide” o Guia para el cuidado y uso de los animales de
laboratorio, la cual establece una serie de recomendaciones que se deben
utilizar como base para el desarrollo de un Programa Integral de Cuidado
y Uso de Animales. Este documento es una referencia aceptada internacio-
nalmente sobre el cuidado y uso de animales en investigacién, y su cumpli-
miento es requerido en los Estados Unidos por el reglamento del Servicio de
Salud Publica (Public Health Service Policy). Desde su primera publicacién la
Guia ha tenido siete actualizaciones.

Es un documento con gran aceptaciéon en la comunidad cientifica in-
ternacional, que busca ayudar a las instituciones a emplear y cuidar a los
animales de una manera que se considera cientifica, técnica y humanita-
riamente apropiada. La Guia también tiene como finalidad ayudar a los in-
vestigadores en el cumplimiento de su obligacién de planificar y llevar a
cabo experimentos con animales, de acuerdo con los mas altos principios
cientificos, humanitarios y éticos. Las revistas indexadas exigen que los tra-
bajos que impliquen el uso de animales hayan sido realizados con apego a
lo establecido por La Guia. Cabe mencionar que los animales que estan den-
tro de su marco regulatorio son Unicamente vertebrados (mamiferos, aves,
peces y reptiles).
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En USA, la regulacién a cumplir depende de la fuente de financiamiento
para el proyecto de investigacién, ya que las instituciones que reciben re-
cursos del gobierno de los Estados Unidos deben apegarse a lo establecido
por la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio, y deben presentar
una Declaracién de Garantia de Derechos de los Animales (Animal Welfare
Assurance Statment), la cual debe ser aprobada por la Oficina del Bienestar
del Animal de Laboratorio (OLAW Office of Laboratory Animal Welfare). La
Declaracién debe describir de manera detallada el Programa de cuidado y
uso de animales de laboratorio establecido por la institucién en donde se
realizard el trabajo de investigacién Mds informacién en: (https://www.nal.
usda.gov/animal-health-and-welfare/animal-welfare-act).

La Unién Europea se rige por la Directiva 2010/63/UE, que se enfoca en
mejorar el bienestar de los animales y que entrd en vigor en enero de 2013.
Uno de los objetivos es lograr el reemplazo total de los procedimientos en
animales vivos, poniendo énfasis en la validacién de métodos alternativos
al uso de animales. Esta directiva recomienda el uso de animales menos
evolucionados y considera dentro de su ambito de aplicacién, ademas de
los vertebrados, a los cefalépodos, al pez cebra e incluye a los fetos desde el
tercer tercio de la gestacidn; la inclusién de estos animales obedece a que
existen evidencias cientificas de su capacidad de experimentar dolor, sufri-
miento y angustia duradera.

La Directiva Europea (UE) exige un andlisis estadistico riguroso para utili-
zar el minimo posible de animales, y restringe el uso de animales depreda-
dos a menos que el protocolo sea aprobado por el IACUC (Institutional Ani-
mal Care and Use Committee). Ademas, se establece que los procedimientos
experimentales que produzcan dolor prolongado deben ser evaluados de
manera meticulosa antes de ser aprobados (Directiva 2010/63/UE ).

La legislacién de la UE sobre el uso de animales es una de las mas estric-
tas a nivel internacional; exige capacitacién para las personas involucradas
en los trabajos de investigacién que impliquen el uso de animales, de ma-
nera que puedan obtener las licencias para el trabajo con ellos. Esta capaci-
tacién incluye cursos y médulos de aprendizaje (evaluacién de lo aprendido
en el curso), para demostrar la competencia en el manejo de animales, y
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antes de empezar a trabajar con ellos se debe realizar un proceso de trabajo
“bajo supervisién” hasta demostrar sus aptitudes.

3.3 Normatividad en América Latina y México

En América Latina existen pocos paises que cuenten con leyes de aplicacién
nacional para el cuidado y uso de animales de laboratorio. Argentina fue
el primer pais que conté con regulaciones en 1994, seguido por Costa Rica
(1999), México (2002), Cuba (2006), Chile (2007), Brasil 2008 y por ultimo Uru-
guay en 2009.

Ante la globalizacién comercial y las exigencias impuestas por el Tratado
de Libre Comercio con USA y Canadd, la Republica Mexicana se vio en la
necesidad de adecuarse al marco normativo internacional para el uso de
animales de laboratorio. E1 22 de agosto de 2001 se publicé en el Diario Oficial
de la Federacién, la Norma Oficial Mexicana 062-Z00-1999 “Especificaciones
técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio”,
que entr6 en vigor en 2002 y que es de cumplimento obligatorio en todo el
territorio nacional (NOM-062-Z00-1999, 2001). La institucién responsable de
velar el cumplimiento de esta Norma es la Secretaria de Agricultura y Desa-
rrollo Rural (SADER), mediante el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASICA).

La Norma Oficial Mexicana solo incluye roedores, lagomorfos (conejos),
carnivoros, primates no humanos y porcinos (NOM-062-Z00-1999, 2001). Uno
de sus ordenamientos relevantes es que toda institucién que aloje, produz-
ca, utilice o distribuya animales de laboratorio, con fines de investigacién,
desarrollo tecnolégico e innovacién, pruebas de laboratorio y ensenan-
za, cuente con un Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL), estableciendo que la responsabilidad de la creacién de
ese Comité recae sobre el director de la Institucién. Otro de sus importantes
aciertos es la instruccién para que todas las instituciones o casas comercia-
les que alojen o reproduzcan animales de laboratorio, deberdn contar con
un Médico Veterinario responsable, especialista en animales de laboratorio.

Ademas, las instituciones que alojen, produzcan, utilicen o distribuyan
animales de laboratorio con fines de investigacién, desarrollo tecnolégico e
innovacién, pruebas de laboratorio y ensenanza, deberan solicitar para su
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funcionamiento la visita de inspeccién a SENASICA para obtener el Registro
como Bioterio Autorizado.

La NOM-062-Z00-1999 contiene un apartado sobre disposiciones gene-
rales, donde se describe el perfil del personal técnico que trabaja con los
animales, y las especificaciones y condiciones sanitarias para la obtencién
de animales en casas comerciales.

Para cada una de las especies animales incluidas en la norma, se descri-
ben las condiciones de medio ambiente (iluminacién, ruido, temperatura,
humedad, ventilacién, climatizacién, etc.), los materiales y dimensiones del
encierro primario, el espacio vital para cada especie animal, los métodos
de identificacién recomendados, salud animal, métodos de sujecién fisi-
ca, métodos de sujeciéon quimica, condiciones de cuarentena, asi como las
necesidades nutricionales y de alimentacién para cada especie animal, ade-
mas de las especificaciones para la movilizacién de los animales. La norma
incluye también los aspectos de seguridad en el manejo de animales.

Existe un apartado sobre instalaciones tanto bajo techo como exteriores,
que contiene especificaciones técnicas para las diferentes areas que integran
una instalacién para alojar animales de experimentacién (salas para anima-
les, salas de cuarentena, cuartos de procedimientos, salas de cirugia, salas de
recuperacién, areas de apoyo, almacén de consumibles, almacén de equipo,
areas de preparacion de dietas, areas de lavado, depdsitos y eliminacién de
desechos, areas de descanso para el personal, dreas de administracién).

El apartado de técnicas experimentales incluye el manejo de analgesia y
anestesia, administracién de sustancias y las vias de obtencién de sangre
indicadas para cada especie animal. Contiene también un apartado en el que
describen los criterios de eleccién para los diferentes métodos de eutanasia.

Se incluye un inciso para los cuidados de la salud del personal que traba-
ja en una instalacién para animales de laboratorio, y otro sobre la capacita-
cién requerida para este mismo personal.

La NOM-062-Z00-1999, “Especificaciones técnicas para la produccién, cui-
dado y uso de los animales de laboratorio”, contempla las visitas de verifica-
cién y las sanciones por el incumplimiento de las disposiciones contenidas
en la Norma. No obstante, ésta no ha sido actualizada desde su creacién, lo
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que la convierte en un documento con algunos puntos obsoletos. La norma
requiere de una revisién exhaustiva que incluya aspectos de importancia ac-
tuales, como el bienestar animal, el enriquecimiento ambiental, la inclusién
de aspectos éticos y de los postulados de las 3Rs (reduccién, refinamiento y
reemplazo), ademas del punto final humanitario para que sea un instrumen-
to normativo actual.

La Ciencia de los Animales de Laboratorio es un campo de rapida evolu-
cién, que ha proporcionado nuevos conocimientos cientificos sobre los fac-
tores que influyen en el bienestar de los animales, y su capacidad de sentir
y expresar dolor, sufrimiento, angustia y dano duradero. De acuerdo con
los avances cientificos mds recientes (Directiva 2010/63/UE), es necesario
aumentar el bienestar de los animales utilizados en procedimientos cienti-
ficos, elevando los niveles minimos de proteccién de los mismos e incluyén-
dolos en la Norma Oficial Mexicana.

3.4 El principio de las Tres Erres (3Rs)

La serie de principios y guias internacionales para la investigacién biomé-
dica que involucra animales, enunciados por el Consejo para la Organiza-
cién Internacional de Ciencias Biomédicas (CIOMS, por sus siglas en inglés:
Council for International Organization of Medical Sciences) y el Consejo
Internacional para la Ciencia de Animales de Laboratorio (ICLAS, por sus
siglas en inglés: International Council for Laboratory Animal Science), han
servido de marco reglamentario desde que fueron publicados por primera
vez en 1985.

En su ultima actualizacién en diciembre de 2012, se enuncian una se-
rie de consideraciones que deberia tener en cuenta la comunidad cientifica
para el uso de animales vertebrados, tanto en actividades cientificas como
docentes. Entre otras recomendaciones, se encuentra que los animales de-
berian ser utilizados “solo si fueran necesarios y si su uso estuviera cienti-
fica y éticamente justificado”. Recomienda asimismo la incorporacién de
los Principios de las Tres Erres en el diseno de actividades que involucren
animales (Jar, 2014).

En 1959, W. M. S Rusell y R. L. Burch escribieron el libro The Principles of
Humane Experimental Technique, documento en el que se propone una estra-
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tegia practica para un uso mas prudente y equilibrado de los animales de
laboratorio conocida como las 3Rs: R de reemplazo, R de reduccién y R de
refinamiento. Estrategia propuesta para ser aplicada por los investigadores,
al realizar el disefio experimental de investigaciones que impliquen la uti-
lizacién de animales de laboratorio (Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio, 2017, Caps. 1y 2).

Durante mas de 60 afios, las 3Rs se han convertido en un principio de
toma de decisiones éticas ampliamente aceptado en la comunidad cienti-
fica. En la actualidad, forman parte de los principios que rigen la ciencia de
los animales de laboratorio, y proporcionan un marco para examinar cémo
se deben tomar decisiones sobre el uso de animales en la ciencia, especial-
mente frente al uso cada vez mayor de éstos en la investigacién bésica y
aplicada (Canadian Council on Animal Care, 1993). Las 3Rs son:

Reemplazo, que se refiere a aquellos métodos que evitan el uso de animales.
El término incluye los reemplazos absolutos (por ejemplo, sustitucién de
los animales por sistemas inanimados como programas informaticos, uso
de cultivos celulares, uso de modelos in silico para docencia, entre otros); asi
como también los reemplazos relativos (por ejemplo, sustitucién de ciertos
animales, como los vertebrados, por animales mas bajos en la escala filoge-
nética) (Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio, 2017, Cap. 1).

Algunas alternativas para el reemplazo en el uso de animales son los
reportes de estudios anteriores, el uso de software o de plantas, los mo-
delos matematicos, el uso de videos y modelos in silico para docencia, los
cultivos celulares; el uso de frutas o tejidos, érganos y piel sintética para
el entrenamiento quirdrgico; las nuevas herramientas diagnésticas como
la resonancia magnética, las pruebas in vitro, asi como estudios en huma-
nos voluntarios, solo por mencionar algunas de ellas.

En el caso de los modelos informaticos, es necesario mencionar que de-
ben estar validados. Para integrar la base de datos de estos modelos, se uti-
liza una enorme cantidad de datos obtenidos de animales, pero una vez
recopilada la informacién no serad necesario utilizar mas animales.

En el mundo se estan haciendo esfuerzos para lograr el reemplazo de los
animales de laboratorio en los ensayos de rutina, por métodos alternativos
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como los simuladores computarizados o sistemas biolégicos in vitro. En al-
gunos paises, el control de eficacia de las vacunas se realiza ya mediante
serologia (Jar, 2014), o utilizando cultivos de tejidos en lugar de animales de
laboratorio.

Reduccién, ésta implica el uso de estrategias para obtener niveles compara-
bles de informacién utilizando menor cantidad de animales, o bien, para
maximizar la informaciéon obtenida a partir de un determinado nimero
de animales (sin aumentar el dolor o la angustia), de manera que a largo
plazo se necesiten menos animales para conseguir la misma informacién
cientifica. Esta estrategia se basa en un andlisis del disefio experimental, la
aplicacion de nuevas tecnologias, el uso de métodos estadisticos adecuados
y el control de las variables relacionadas con el ambiente, en las areas de
alojamiento de animales y areas de estudio.

Las metas relacionadas con el refinamiento y la reduccién deben ponde-
rarse para cada caso particular (Guia para el cuidado y uso de animales de labo-
ratorio, 2017, Cap. 1). La Guia desaconseja la reutilizacién de animales como
una estrategia de reduccién, mencionando que la “Reducciéon” no debe ser
la razén para utilizar animales que haya sido sometidos a procedimientos
experimentales previos, sobre todo si el bienestar de los mismos se ve com-
prometido.

Refinamiento, éste se refiere a modificaciones en las practicas zootécnicas o
en los procedimientos experimentales, con la finalidad de mejorar el bien-
estar animal y minimizar o de ser posible eliminar el dolor y la angustia de
los animales (distress) (Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio,
2017, Cap. 1), ya que estas condiciones producen per se cambios fisiolégicos
en los individuos que pueden alterar los resultados finales del experimento.

El refinamiento busca aumentar al maximo el bienestar de los anima-
les, mediante la realizacién de procedimientos menos invasivos, con la me-
nor duracién posible o mejorando el acondicionamiento general del animal
(Aguilar et al., 2012). El refinamiento se logra elaborando un protocolo expe-
rimental cuidadoso, capacitando al personal que trabajara con los animales
y manteniendo a éstos en condiciones de alojamiento 6ptimas.
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Las instituciones y los investigadores deben tomar todas las medidas ra-
zonables para eliminar el dolor y la angustia en los animales a través del
refinamiento. Sin embargo, los Comités Internos para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio deben entender que en algunos estudios estas
condiciones no pueden ser eliminadas, pues existen lineas de investigacién
en las cuales los modelos animales deben utilizarse para el estudio de en-
fermedades que implican dolor crénico, traumatismos o afecciones del sis-
tema nervioso central.

En la actualidad se hace necesario evaluar y analizar el dano-beneficio
que se le causa al animal, por sobre el beneficio que puede ofrecer el experi-
mento. Es de considerar si el dafno causado en condiciones de sufrimiento y
dolor se justifica por obtener un resultado experimental, teniendo en cuenta
las consideraciones éticas y ponderando en ultima instancia el beneficio
para el ser humano, animales o medio ambiente (Bronstad et al., 2016). En la
actualidad “No es posible” eliminar el uso de animales, sin comprometer la
investigacién biomédica.

Rusell y Burch preveian que en su propuesta de las 3Rs, el proceso de re-
emplazo seria un procedimiento gradual (Tannenbaum y Bennett, 2015). La
modernizacién informatica, la exploraciéon con resonancia magnética y las
pruebas in vitro son alternativas para el uso de animales vivos, sin embargo,
aun parece lejano el momento en que se logre el reemplazo total en el uso
de animales, ya que estos métodos mas bien se complementan en lugar de
reemplazarse.

3.4.1 Centros internacionales de las 3Rs

Elinterés internacional por implementar los principios de las 3Rs, ha llevado
ala comunidad cientifica a fundar una gran cantidad de centros dedicados a
crear propuestas y velar por la aplicacién de estos principios en los trabajos
que implican el uso de animales de laboratorio. Muchos de estos centros —
como el Centro Nacional para el Reemplazo, Refinamiento y Reduccién de
Animales en Investigacién (NC3Rs)— brindan capacitacién y difunden de
manera muy activa material didactico, cursos y talleres gratuitos en varios
idiomas, para mantenerse actualizado en este importante tema.
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Asia-Pacifico

Consejo de Australia y Nueva Zelanda para el Cuidado de los Anima-
les en la Investigacién y la Ensenanza (ANZCCART).

Centro Japonés para la Validaciéon de Métodos Alternativos (JaCVAM).

Europa

Alternativas de las 3R del Centro de Innovacion Bélgica (IC-3R).

Centro de Documentacioén y Evaluaciéon de Métodos Alternativos a
los Experimentos con Animales (ZEBET).

Centro Danés 3R.
Centro Europeo para la Validacién de Métodos Alternativos (ECVAM).
Plataforma Europea de Conseso sobre Alternativas (ECOPA).

Plataforma de Consenso Nacional de Finlandia para Alternativas
(FINCOPA).

Plataforma de Consenso Francesa sobre Alternativas (FRANCOPA).

Fondo para el Reemplazo de Animales en Experimentos Médicos de
Rin (FRAME).

Alemania Reducir y reemplazar (R2N).

Centro Nacional para el Reemplazo, Refinamiento y Reduccién de
Animales en Investigacién (NC3Rs).

Plataforma de Consenso de Noruega para Alternativas (NORECOPA).
Centro Sueco de 3Rs.

Centro Suizo de Competencia 3Rs (3RCC).

Norteamérica
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Centro Canadiense de Alternativas a los Métodos Animales.

Centro Universitario Johns Hopkins para Alternativas a la Experi-
mentacién con Animales (CAAT).
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e Comité Coordinador Interagencias de Validacién de Métodos Alter-
nativos (ICCVAM).

e Centro de Informacién sobre Bienestar Animal del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (AWIC).

e La Colaborativa de las 3R de América del Norte (NA3RsC).

Internacionales

e Cooperaciéon internacional sobre métodos de prueba alternativos
(ICATM).

e Red internacional para la educacién humana (InterNICHE).

En 1993, en Ginebra, Suiza, se produjo el primer encuentro del Centro
Europeo para la Validacién de Métodos Alternativos [European Centre for
the Validation of Alternative Methods (ECVAM)], donde se decidié que era
prioritaria la implementacién de las 3Rs para la produccién y control de ca-
lidad de productos biolégicos. A partir de ese momento, el ECVAM se dedica
a promocionar estos principios a través de diversas actividades y contribu-
ciones financieras. Los informes sobre bienestar animal elaborados por este
centro son documentos de referencia en la materia, y son utilizados en los
programas de entrenamiento en control de calidad de vacunas de la Orga-
nizacién Mundial de la Salud [World Health Organization (WHO)] (Jar, 2014).

3.4.2 Cuidado humanitario

En este capitulo se ha reiterado el término “cuidado humanitario”, el cual
se refiere a aquellas medidas adoptadas para garantizar que los anima-
les de laboratorio sean tratados de acuerdo con altos estdndares éticos y
cientificos. La implementacién de un programa de cuidado humanitario,
y la creacién de un ambiente de laboratorio donde se valora y alienta el
cuidado humanitario, asi como el respeto de los animales, forma la base
de los requisitos principales de La Guia (Guia para el cuidado y uso de ani-
males de laboratorio, 2017, Cap. 2) y de las instituciones que se apegan a sus
lineamientos.
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3.5 Programa de cuidado y uso de animales

El cuidado y uso apropiado de los animales de laboratorio en investigacion,
ensayos, enseflanza y produccién, demanda un criterio profesional y cien-
tifico basado en las necesidades de estos seres y en las intenciones de su
uso. Un programa de cuidado y uso de animales comprende todas las acti-
vidades realizadas por y en una institucién que tengan un impacto directo
sobre el bienestar de los animales: manejo zootécnico y cuidados veteri-
narios, procedimientos, politicas institucionales, manejo y supervisién del
personal y del programa, seguridad ocupacional, las funciones del Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de los animales (CICUAL), el diseno y
manejo de bioterios o animalarios y la planificacién para desastres y prepa-
racién para afrontar las emergencias (Guia para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio, 2017, Cap. 2).

El responsable institucional es, en primera instancia y ante las autorida-
des sanitarias, el responsable del Programa de Cuidado y Uso de Animales.
Sin embargo, a nivel operativo, existe una responsabilidad compartida entre
la Direcciéon General del Programa, el responsable institucional, el Médico
Veterinario Responsable y el CICUAL (Ibid.). Los programas de cuidado ani-
mal facilitan la actividad de los bioterios, de los usuarios (investigadores) y
del CICUAL.

3.5.1 Comité Interno de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL)

El CICUAL o su equivalente institucional es el responsable de la evaluacién
y supervisién rutinaria de los componentes del Programa de Cuidado y Uso
de Animales (Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio, 2017, Cap. 2).
Este Comité debe estar respaldado por las autoridades de la institucién para
la toma de decisiones, ademas de contar con suficiente autoridad y recursos
para llevar a cabo su responsabilidad.

La institucién es la responsable de proporcionar orientaciéon adecuada,
capacitacién y entrenamiento especifico a los miembros del CICUAL, para
ayudarles a comprender su funcién y responsabilidades.
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3.5.2 Integracion del CICUAL

La Guia establece que el CICUAL debe estar integrado por: un Médico Vete-
rinario Certificado o con entrenamiento y experiencia en la ciencia y medi-
cina de los animales de laboratorio. Al menos un cientifico en ejercicio con
experiencia en investigacién cientifica con uso de animales. Al menos un
miembro sin formacién cientifica, proveniente de dentro o fuera de la ins-
titucién. Al menos un miembro del piblico que represente los intereses ge-
nerales de la comunidad en el correcto cuidado y uso de los animales (Guia
para el cuidado y uso de animales de laboratorio, 2017, Cap. 2).

Para el caso particular de México, la NOM-062-Z00-1999, “Especificacio-
nes técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de labora-
torio”, establece que el CICUAL debe estar integrado por: un Médico Vete-
rinario titulado con experiencia comprobable en la medicina y ciencia de
los animales de laboratorio; un investigador de alta jerarquia de la propia
institucion, con experiencia comprobable en el manejo de animales de la-
boratorio; y otras personas, de acuerdo con las necesidades de la institucién
(NOM-062-Z00-1999, 2001). Para el buen funcionamiento del CICUAL debe
haber una definicién clara de las funciones de cada uno de sus miembros.

La Norma Oficial Mexicana establece en su numeral 4.2.2.3 que las funcio-
nes del Comité deben especificarse en un Manual de Organizacién y Proce-
dimientos. Establece también que los miembros del CICUAL deben reunirse
al menos dos veces al ano, para la revisién del programa de cuidado animal
y para inspeccionar las instalaciones. Realizar reuniones para la revisién
de protocolos y para hacer recomendaciones al funcionario institucional,
sobre cualquier aspecto de los programas de cuidado animal, instalaciones
o adiestramiento del personal; y para tomar la decisién de suspender activi-
dades que involucren animales bajo ciertas circunstancias. Tradicionalmen-
te, estas actividades se han realizado a través de reuniones a las que asisten
fisicamente los miembros del CICUAL. Tales reuniones proporcionan el tipo
de ambiente que es mas propicio para una deliberacién reflexiva e interac-
cién, y se consideran como el foro éptimo para las reuniones del comité
(Garnet y Potkay, 1995).

Con el advenimiento de los avances tecnoldgicos, las reuniones se rea-
lizan mediante videoconferencias, en lugar de cara a cara, lo que amplia la
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posibilidad de contar con asesores externos internacionales o de otras loca-
lidades. Sin embargo, la validacién de ese tipo de reuniones virtuales debe
estar aprobada en el manual de procedimientos del Comité. A partir de 2019
y debido al confinamiento derivado de la pandemia de COVID-19, estos re-
cursos tecnoldgicos se convirtieron en una herramienta que permitié conti-
nuar con las actividades de los Comités de Uso de Animales de Laboratorio,
a pesar de las restricciones sanitarias, y fueron adoptados y validados para
el funcionamiento de la vida institucional.

3.5.3 Responsabilidades del CICUAL

Como lo marca la Guia de cuidado y uso de animales, el CICUAL es el res-
ponsable de la evaluacién y supervisién rutinaria de los componentes del
Programa de cuidado y uso de animales. El programa incluye:

3.5.4 Capacitacion y educacion

Todo el personal que participa en el cuidado y uso de los animales debe ser
adecuadamente educado, capacitado y calificado, en los principios basicos
de la ciencia de los animales de laboratorio, para favorecer la alta calidad
cientifica y bienestar de los animales (Guia para el cuidado y uso de animales
de laboratorio, 2017, Cap. 2).

Los Médicos Veterinarios que supervisan o apoyan el programa deben
tener experiencia y una adecuada formacioén, para evaluar la salud y el bien-
estar de las especies animales utilizadas en la institucién. La ciencia y me-
dicina de animales de laboratorio son disciplinas en evolucién que cambian
rdpidamente y requieren de actualizacién permanente. La Institucién debe
proporcionar las oportunidades y el apoyo necesario para el constante de-
sarrollo profesional y la educacién continua del personal involucrado, con el
fin de ponerlo al dia en las practicas y procedimientos vanguardistas, para
que los animales reciban cuidado de alta calidad.

La NOM-062-Z00-1999 establece que los Médicos Veterinarios Respon-
sables de Bioterio deben estar preferentemente certificados, para ello,
SENASICA ha creado la figura de Médico Veterinario Responsable Autorizado.
Para alcanzar ésta, se requiere tomar un curso de capacitacién organizado
por la Federacién de Colegios y Asociaciones de Médicos Veterinarios Zoo-
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tecnistas de México, A. C., antes de presentar el examen. La autorizacién
para este 6rgano de coadyuvancia con la Secretaria debe renovarse cada
dos anos.

Para los Médicos Veterinarios que desean demostrar su experiencia en
Medicina Veterinaria de Animales de Laboratorio, existe la alternativa de
certificarse ante el CONCERVET A. C. (Consejo Nacional de Certificacién en
Medicina Veterinaria y Zootecnia, A. C) (https://www.concervet.org.mx). Este
organismo otorga el certificado mediante la evaluacién curricular, sin em-
bargo, la certificacién no sustituye a la figura del Médico Veterinario Autori-
zado de Bioterio, requerida por las autoridades sanitarias del pais para que
los Bioterios estén autorizados.

La institucion debe encargarse de que el personal técnico que atiende y
cuida a los animales reciba capacitacién formal, preferentemente en su sitio
de trabajo, para facilitar la implementacién efectiva del Programa de cuida-
do y uso de animales, asi como su uso humanitario. El personal técnico debe
recibir el entrenamiento necesario y contar con la experiencia adecuada
para llevar a cabo las tareas de la cuales es responsable.

En el caso particular de México, no se cuenta con una tecnicatura para
que el personal que atiende a los animales en los bioterios se profesionalice,
y es responsabilidad de cada institucién brindar la capacitacién suficiente
para el desarrollo adecuado de las labores en los animalarios.

Por su naturaleza, el trabajo del técnico de bioterio es una de las princi-
pales influencias ambientales y sociales determinantes para el bienestar
del animal. Sin embargo, en nuestro pais las condiciones de trabajo y la
existencia de una legislaciéon desactualizada han ocasionado que su labor
sea subestimada. El papel principal del técnico de animales de laborato-
rio es salvaguardar el bienestar de los mismos, al tiempo que apoya la mi-
sién de investigacion, a través de actividades diarias de cuidado. Al realizar
la observacion cotidiana durante su rutina de trabajo, es el mas indicado
para detectar de manera rapida y facil cualquier variacién de la normalidad,
cumpliendo un papel fundamental para la identificacién, mantenimiento
y mejora de las condiciones de bienestar de los animales bajo su cuidado.

La capacitacién y educacion integrales contribuyen a formar técnicos ap-
tos para el cuidado. Existen numerosas opciones para el entrenamiento de
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los técnicos y del personal responsable del cuidado de los animales. Muchas
universidades han acreditado programas en tecnologia veterinaria de dos
anos que otorgan titulos de Asociado en Ciencias, pero existen programas
de cuatro anos que otorgan Grados o Licenciaturas en Ciencias. Hay dis-
ponibles programas de certificacién o entrenamiento sin titulo académico,
para técnicos y tecnélogos en animales de laboratorio, a través de Asocia-
ciones para la Ciencia de los Animales de Laboratorio, de los Estados Unidos
(American Association for Laboratory Animal Science, AALAS) (Guia para el
cuidado y uso de Aanimales de laboratorio, 2017, Cap. 2).

3.5.5 Seguridad y salud ocupacional del personal

Como parte esencial del programa global de cuidado y uso de animales,
cada institucién debe establecer y mantener un programa de seguridad y
salud ocupacional —acorde con las normas estatales, federales y locales—,
que debe centrarse en mantener un ambiente seguro y saludable en el sitio
de trabajo (Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio, 2017, Cap.2).

3.5.6 Revision de protocolos

El protocolo para el uso de los animales de laboratorio es una descripcién
detallada del uso propuesto de los mismos. Los miembros del comité debe-
ran evaluar los elementos cientificos del protocolo que se relacionan con el
bienestar y el uso de los animales: comprobacién de la hipétesis, tamano
de la muestra, nimero de grupos, la idoneidad de los controles que pueden
estar directamente vinculados con la prevencién del uso innecesario de in-
dividuos o la duplicacién de experimentos. Si alguno de los miembros del
CICUAL es parte del protocolo o tiene conflicto de intereses, debe abstenerse
de participar en la toma de decisiones relativas a dicho protocolo (Guia para
el cuidado y uso de animales de laboratorio, 2017, Cap. 2). La evaluacién de los
protocolos debe considerar en primera instancia la posibilidad del Reempla-
zo; si eso no fuera posible entonces se debe revisar la propuesta de Reduccién
en el uso de animales; y finalmente debe revisar todos los procedimientos
para conocer la posibilidad de Refinar, de algiin modo, las practicas que se
realizaran con ellos.
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En ocasiones, los protocolos incluyen procedimientos de los cuales no
se tiene conocimiento previo, o que tienen el potencial de causar dolor o
angustia sin la posibilidad de preverlos o controlarlos de forma fiable. En
cuanto a dichos procedimientos y el propésito del estudio, se debera pro-
curar presentar y justificar con informacién relevante, verificable y objeti-
va a partir de la literatura, de veterinarios, investigadores y otras personas
conocedoras de los efectos en animales de dichos procedimientos. Si se
sabe muy poco acerca de un procedimiento en particular, serd apropiado
conducir un “estudio piloto limitado”, disenado para evaluar los efectos del
procedimiento en los animales y la destreza del grupo de investigadores,
siempre bajo la supervisiéon del CICUAL (Guia para el cuidado y uso de animales
de laboratorio, 2017, Cap.2).

Como parte del protocolo, el CICUAL debe promover un andlisis de da-
no-beneficio en el uso de animales, equilibrando los beneficios derivados
de la investigacién o actividad educativa con el potencial dolor o angustia
experimentado por el animal, para ser evaluado durante el proceso de revi-
sién, y sopesar los posibles beneficios que se acumulan como resultado de
la investigacién. Este andlisis debe hacerse antes de la aprobacién final del
protocolo y debe ser una consideracién muy importante en el proceso
de revisién (Bronstad et al., 2016; Laber et al., 2016).

3.5.7 Monitoreo post aprobacion

La supervision continua se debe realizar en cuanto a los protocolos y al
cumplimiento de los reglamentos. El monitoreo postaprobacién ayuda a ga-
rantizar el bienestar de los animales y puede brindar oportunidades para
refinar los procedimientos de investigacion. Las inspecciones al laboratorio
se deben realizar tanto de manera programada como aleatoria. La vigilancia
del veterinario o del CICUAL a procedimientos seleccionados; la observa-
cién de los animales por sus cuidadores, los veterinarios y los miembros del
CICUAL; y las inspecciones y evaluaciones reglamentarias externas.

El nivel de formalidad y la intensidad de los monitoreos postaproba-
cién se deben adaptar a la complejidad y tamano institucional, y en todos
los casos deberdn apoyar una cultura enfocada en cuidar el bienestar de los
animales (Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio, 2017, Cap. 2).
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3.5.8 Planificacién para desastres y preparacion para emergencias

Los bioterios pueden verse afectados por condiciones inesperadas que pro-
duzcan la falla catastréfica de sistemas criticos, por ausentismo significati-
vo del personal u otros eventos inesperados que comprometan seriamente
el cuidado y bienestar continuo de los animales. Por ello, los bioterios deben
contar con un “Plan de desastre”, el cual debe definir acciones necesarias
para evitar dolor, angustia y muerte a los animales debido a la pérdida de
sistemas, como los que controlan la ventilacién, enfriamiento, calefaccién o
provision de agua potable. Si es posible, el plan debe describir como salva-
guardar aquellos animales que son necesarios para las actividades criticas
de investigacién o que son irremplazables.

La ubicacién geografica del bioterio puede orientar en cuanto a la pro-
babilidad de un determinado tipo de desastre (inundaciones, terremotos,
incendios, etc.).

Los planes de desastre se deben establecer en conjunto con los inves-
tigadores responsables, teniendo en cuenta criterios de priorizacién para
decidir entre las poblaciones de animales y las necesidades y los recursos
institucionales, con el fin de disponer que los animales que no puedan ser
reubicados o protegidos de las consecuencias del desastre, deben ser so-
metidos a eutanasia humanitaria. El plan de desastre deberd identificar al
personal esencial, el cual debera ser capacitado con anticipacién para la eje-
cucion del plan. Se deberan hacer esfuerzos para asegurar la seguridad del
personal, y permitir el acceso del mismo durante o inmediatamente des-
pués de un desastre.

Estos planes deberan ser aprobados por la institucién y formar parte del
plan institucional de respuesta ante desastres, que es coordinado por algu-
na autoridad administrativa de alto nivel (Guia para el cuidado y uso de anima-
les de laboratorio, 2017, Cap. 2).

Los Planes de Desastre incluyen eventos como incendios, inundaciones y
terremotos, entre otros. Sin embargo, a partir del 2020 y debido a la Pande-
mia por COVID-19 —que afecté gravemente a todo el mundo y se extendi6
por mas de dos anos—, en la mayoria de los bioterios se hizo necesario
incluir en estos Planes, las acciones a tomar en caso de pandemia para
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garantizar la atencién y el bienestar de los animales. Para el plan de desas-
tre en caso de pandemia, se deben crear estrategias para la rotacién del per-
sonal esencial, asi como para la capacitacion, que debera incluir la imple-
mentacién de medidas sanitarias y de bioseguridad que permitan disminuir
riesgos y preservar la salud de los trabajadores.

3.5.9 Confidencialidad

El reglamento del CICUAL debe establecer lineamientos de confidenciali-
dad, y todos los miembros deben comprometerse por escrito a no divulgar y
compartir la informacién que analiza el comité. No estan autorizados para
divulgar informacién sobre las instalaciones de investigacion, incluyendo
la concerniente a los protocolos. El cargo como miembro del CICUAL repre-
senta un cargo de mucha responsabilidad, ya que los datos que se manejan
contienen informacién sensible que puede involucrar a personas o anima-
les, y las consecuencias de difundir esos datos pueden ser graves.

Las autoridades reguladoras permiten a los Comités de cuidado animal
un enfoque en las regulaciones “basado en el desempeno”, que se centrara
en los resultados esperados en lugar de los procedimientos. Desafortuna-
damente, esta flexibilidad regulatoria ha provocado que algunas institucio-
nes creen complejos procedimientos, con la intencién de exceder el minimo
de requisitos para autorizar los protocolos. Dentro de este marco regula-
torio flexible, es importante que los comités establezcan requisitos y pro-
cedimientos simples y especificos, promoviendo su amplia comprensién.
La experiencia sugiere que la ambigiiedad a nivel local da como resultado
muchos efectos secundarios no deseados y confusién, situaciones que re-
sultan contraproducentes, volviendo las operaciones del comité ineficientes
y perjudicando el bienestar animal (DeHaven, 2002).

3.6 Punto final humanitario y punto final experimental

Algunos protocolos de uso animal incluyen procedimientos o métodos que
requieren consideraciones especiales durante el proceso de revisién del
CICUAL, debido a su potencial para causar dolor o angustia que no sera
aliviado; el comité estd obligado a ponderar los objetivos del estudio versus
los potenciales inconvenientes en el bienestar animal.
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El punto final experimental en un estudio ocurre cuando las metas y obje-
tivos cientificos se han alcanzado. El punto final humanitario es el momento
en el cual el dolor o angustia en un animal de experimentacion es evitado,
terminado o aliviado. El uso de puntos finales humanitarios contribuye al
refinamiento, al generar alternativas a puntos finales experimentales que
causarian dolor y angustia severos, o sin alivio, incluida la muerte.

Para muchos experimentos invasivos, los puntos finales experimentales
y humanitarios estdn estrechamente vinculados, y deberian ser considera-
dos cuidadosamente durante la revisién del protocolo por el CICUAL. Si bien
todos los estudios deberian utilizar criterios de punto final humanitario, las
investigaciones que generalmente requieren de consideraciones especiales
son aquellas que implican modelos de tumores, enfermedades infecciosas,
pruebas de vacunas, modelos de dolor, trauma, produccion de anticuerpos
monoclonales, evaluacion de efectos toxicolégicos, insuficiencia de 6rganos
o sistémica y modelos de shock cardiovascular.

El investigador principal, quien tiene un conocimiento preciso de los ob-
jetivos del estudio y del modelo propuesto, deberia identificar, explicar e in-
cluir en el protocolo de uso de animales un punto final que sea valido desde
el punto de vista cientifico y humanitario a la vez. No obstante, la identifi-
cacién de un punto final humanitario es a menudo dificil, debido a que se
deben sopesar multiples factores, incluyendo el modelo animal, la especie,
estado de salud del individuo, objetivos del estudio, requisitos regulatorios
y la literatura cientifica.

En la determinacién del punto final humanitario deberia participar el
investigador principal, el veterinario y el CICUAL, y de ser posible deberia
definirse antes de iniciar el estudio (Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio, 2017, Cap. 2), para lo que se puede realizar un protocolo pilo-
to con un pequeno grupo de animales. El punto final humanitario se debe
aplicar cuando los resultados cientificos ya no serdn tutiles por mas que se
continue con el experimento; cuando hay una falta de proporcionalidad en-
tre el sufrimiento del animal y el beneficio obtenido; cuando el sufrimiento
del animal ha excedido los limites humanitarios, independientemente del
beneficio obtenido; y, finalmente, cuando puede emplearse un sustitutivo
de punto final.
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El punto final sustitutivo se da cuando un alto grado de sufrimiento puede
estar justificado, pero no hay necesidad de causarlo, ya que puede predecirse
el punto final cientifico de modo previo, a un nivel pre-letal o de pre-dolor.

Mientras que la reduccién del nimero de animales utilizados en la inves-
tigacién estd en consideracion, se pone poco énfasis en la vida de un solo
animal, y por eso hay menos control sobre los animales sacrificados que
sobre los métodos de sacrificio.

En el pasado no era infrecuente confundir muerte con punto final. Sin
embargo, la muerte estd raramente relacionada con la variable experimen-
tal en estudio. No asi efectos indirectos, como la deshidratacién o la inani-
ci6n de los animales, incapaces de beber o comer después de un procedi-
miento quirtrgico. La deshidratacién conlleva hemoconcentracién a la cual
el corazén no puede hacer frente, por lo que se produce un fallo cardiaco. En
roedores una ingesta inadecuada de comida puede desembocar en una baja
temperatura corporal y conducir a su muerte.

Un animal puede tardar varios dias en morir, y por ello debe establecerse
un momento de punto final sustitutivo. Se deben establecer los signos clini-
cos que preceden irrevocablemente a la muerte y utilizarlos para decidir el
momento de punto final pre-letal.

Esta idea de utilizar anticipadamente los signos clinicos para predecir
otros posteriores, requiere de estudios de validacién, donde se demuestre
que los animales seguramente progresaran en ese sentido y que el momen-
to de punto final puede basarse en este hecho. Los organismos oficiales que
otorgan subvenciones tienen la obligacién moral de apoyar las investigacio-
nes sobre el punto final humanitario. Estos métodos pueden utilizarse en
los test de toxicidad, la evaluacion de medicamentos tales como la efecti-
vidad de las vacunas, la proteccién de animales en la valoracién de nuevos
antibidticos, las evaluaciones de la virulencia de microorganismos o parasi-
tos, etc. (Guia para el punto final humanitario, 2005).

Una herramienta util para establecer el punto final experimental o el
punto final humanitario definitivamente son las hojas de valoracién.
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3.6.1 Hoja de valoracion

En todos los procedimientos experimentales, y especialmente en aquellos
de severidad media o alta, debe incluirse un protocolo de supervisién de los
animales que permita aplicar medidas paliativas del dolor, como es la utili-
zacién de analgésicos o el sacrificio por razones humanitarias.

Uno de los protocolos mas utilizados y sencillos es el propuesto por Mor-
ton y Griffiths (1985). Este protocolo de supervisién permite cuantificar el
dolor producido por un procedimiento, considerando cinco variables (pér-
dida de peso, aspecto, comportamiento espontdneo, comportamiento en
respuesta a la manipulacién y constantes vitales o fisiologicas); con base
en ellas a cada animal se le asigna una puntuacién variable.

Después de valorar al animal se proponen una serie de medidas correc-
tivas, sugeridas en funcién de la puntuacién obtenida por cada individuo.
Si la puntuacién final estd entre 0 y 4, el animal se considera como normal;
cuando la puntuacién obtenida se encuentra entre 5 y 9, la sugerencia es
supervisar cuidadosamente al animal y decidir si se le deben dar analgé-
sicos; si los valores se encuentran entre 10 y 14 puntos, se interpreta como
que el animal estd padeciendo un sufrimiento intenso, a pesar del uso de
analgésicos y debe considerarse la aplicacién de la eutanasia. Cuando la
puntuacién se ubica entre 15 y 20 puntos, la recomendacién es suprimir el
procedimiento o aplicar eutanasia.

Para establecer un protocolo de supervisién serd necesario homogenei-
zar criterios con el equipo de trabajo que participara en la revisién de los
animales. Lo anterior con la finalidad de realizar una evaluacién lo més ob-
jetiva posible. Para ello, se puede hacer uso de recursos como las fotografias
o los videos. Las imagenes son instrumentos de gran utilidad para la im-
plementacion de los protocolos de supervision. La frecuencia de evaluacién
de estos ultimos se establece dependiendo de la severidad del dafio que se
produzca en los animales en cada tipo de procedimiento experimental.

3.7 Pautas ARRIVE

Uno de los grandes problemas en el ambito cientifico es la falta de reprodu-
cibilidad de los experimentos realizados en animales, debido principalmente
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a que los investigadores describen de manera escueta las condiciones en
que son alojados, mantenidos y manejados durante los trabajos experi-
mentales. Y a pesar de los esfuerzos por reglamentar el uso de animales,
existen factores como la disposicién de recursos econdémicos y el acceso
a las nuevas tecnologias, que hacen a los animalarios diferentes en cada
lugar del planeta. Ademas, aun cuando los Bioterios posean las condicio-
nes ideales, la influencia de los manejadores, las condiciones ambienta-
les de cada sala e incluso la ubicacion de la caja dentro de los estantes de
alojamiento, representan variaciones que pueden influir sobre la reprodu-
cibilidad de los trabajos con animales. Por esta razén se han formulado di-
rectrices que han sido adoptadas por la comunidad cientifica y las revistas
de alto impacto.

A estas directrices se les conoce como las pautas ARRIVE (Animal Re-
search: Reporting of In Vivo Experiments), las cuales se desarrollaron como
parte de una iniciativa de NC3Rs para mejorar el diseno, anélisis y publica-
cién de investigacién con animales (NC3Rs Reporting Guidelines Working
Group, 2010), tratando de maximizar la informacién publicada y minimizar
los estudios innecesarios. Las directrices se publicaron en la revista PLOS
Biology, en junio del 2010 (Kilkenny et al., 2010), y estan respaldadas por re-
vistas cientificas, sociedades académicas y los principales organismos de
financiamiento para la investigacién (Percie du Sert et al., 2020).

Las pautas ARRIVE estan dirigidas a los autores con y sin experiencia, a
editores de revistas, revisores especializados y a organismos de financia-
miento para la investigacién. Han sido traducidas a varios idiomas y se les
puede consultar en francés, aleman, chino, holandés, portugués, espanol,
japonés e italiano. Pueden consultarse de manera gratuita en la pagina de
National Centre for the Replacement, Refinement and Reduction of Animals
Research, NC3R (https://www.nc3rs.org.uk).

El propésito de estas directrices es: mejorar la publicacién de la investiga-
cién que utilice animales; guiar a los autores sobre la informacién esencial
que deberia incluirse en un manuscrito, evitando ser demasiado precepti-
vos; ser flexibles para permitir la inclusiéon de una amplia gama de areas
de investigacién y protocolos experimentales; promover la elaboracién de
manuscritos reproducibles, transparentes, precisos, completos, organizados
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de forma légica y bien escritos; asi como mejorar la comunicacién de los
hallazgos de la investigacién a la comunidad cientifica (The ARRIVE Guide-
lines, 2001; Percie du Sert et al., 2020).

Es util consultar las directrices en todas las fases del estudio:

e Durante la planificacién: las directrices proporcionan recomenda-
ciones sobre el disefio experimental, minimizacién de desviaciones,
tamano de la muestra y andlisis estadistico, constituyen una ayuda
para que los investigadores disefien experimentos in vivo rigurosos
y fiables.

e Durante el desarrollo del estudio: los investigadores podran selec-
cionar informacién importante sobre los métodos de estudio, la cual
sera necesaria para redactar el articulo a publicar.

e Al escribir el articulo: utilizandolas como una guia para asegurar que
contiene toda la informacién importante.

e Alrevisar el articulo: para asegurar que esta incluida toda la informa-
cion relevante para evaluar la investigacion.

Las pautas ARRIVE son una guia para que el investigador describa de ma-
nera detallada el diseno de los experimentos con animales, justificando la
base racional y las pruebas que sostienen cada apartado de las directrices;
ademads proporcionan ejemplos claros de publicaciones que recogen correc-
tamente la informacién pertinente. También existen las listas de comproba-
ciéon ARRIVE 2.0 para rellenar, que permiten a los investigadores senalar di-
ferentes secciones del articulo que contienen la informacién relativa a cada
punto de interés. Las listas de comprobacién también son de utilidad para
que cada revista pueda ajustar los requisitos de evaluacién de los trabajos
de investigacién que solicitan ser publicados.

Conclusiones

Mantener a los animales de laboratorio en condiciones adecuadas de ma-
nejo y alojamiento no solo proporciona condiciones de bienestar, sino que
fortalece significativamente los resultados de la investigacién.
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En la evaluacién de los protocolos experimentales, la éptica de la Bio-
ética puede resultar de utilidad para el uso adecuado de los animales
en investigacién, ya que la reflexién que conlleva resulta positiva para la
toma de decisiones, en lo referente a la aprobacién o rechazo de los proto-
colos de investigacion, por lo que deberia ser considerada por los miembros
del CICUAL durante los procesos de evaluacién de dichos protocolos.

Para asegurar una buena ciencia, el animal debe tener una fisiologia y un
comportamiento normal. Existe una amplia variedad de fuentes para de-
mostrar que los animales cuyo bienestar estd comprometido, son a menudo
fisiolégica e inmunolégicamente anormales y que los experimentos en los
que son utilizados pueden llegar a conclusiones poco fiables por motivos
cientificos y éticos. Por lo tanto, el bienestar psicolégico de los animales de
laboratorio debe ser una preocupacién importante para veterinarios, técni-
cos en animales y cientificos. Como lo planteé Trevor Poole, en su articulo
“Happy animals make a good science”, es mejor que el animal sea feliz de-
bido a que su estado mental puede influir en los resultados experimentales
(Pool, 1997).

El uso de animales en investigacién se considera como un privilegio con-
cedido por la sociedad a la comunidad cientifica, con la confianza de que su
utilizacién proporcionard nuevos y significativos conocimientos para una
mejora en el bienestar humano o animal. Es una demostracién de confian-
za que exige el cuidado y uso de estos animales de forma responsable y
humanitaria, lo que ha contribuido al desarrollo de principios éticos en la
utilizacién de estos seres, principios que se ven reflejados en las regulacio-
nes y marcos legales de los diferentes paises, los cuales son cada dia mas
estrictos y rigurosos.

En la actualidad el analisis del dafio-beneficio a los animales de laborato-
rio, junto con la implementacién de las 3Rs y la cultura del cuidado, son avan-
ces en el uso ético de los animales de laboratorio que, junto con las politicas
de transparentar la informacién, permiten una mejor percepcién social sobre
su uso, cuando aun parece lejano el momento en que se pueda lograr un re-
emplazo total del uso de seres vivos en la investigaciéon biomédica.
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4.1 Introduccidén

El uso de modelos animales experimentales es indispensable para el de-
sarrollo de la ciencia y la tecnologia. Y su utilizacién se da en una gama
importante de disciplinas en ciencias de la salud, lo que hace necesaria la
capacitacién en el manejo de las especies, el conocimiento de los procedi-
mientos éticos para la administraciéon de farmacos, la aplicacién del proto-
colo de las 3Rs (reduccién, refinamiento, reemplazo) y las diversas técnicas
para la toma de muestras sanguineas, asi como la aprobacién del Comité
Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) (Rusell
y Burch, 1959).

El manejo adecuado de animales de laboratorio comienza desde la pro-
duccién y continlia con los procedimientos experimentales desde su inicio
hasta el punto final humanitario o punto final experimental, cumpliendo
siempre con los principios universales de bioética.

La NOM-062-Z00-1999 establece que en México se consideran animales
experimentales: roedores (rata, ratén, cobayo, hamster y jerbo), lagomorfos
(conejo), caninos (perros), felinos (gatos), cerdos y primates no humanos. Sin
embargo, recientemente se establecieron protocolos en la Ciudad de México
para que los caninos y felinos domésticos dejaran de utilizarse con fines de
experimentacion y docencia (NOM-062-Z0O0-1999, 2001).

Actualmente varias universidades han optado por la utilizacién de es-
pecies animales exclusivamente para objetivos de investigacion, y para
fines de ensefianza se han reemplazado por programas de simulacién en
computadora.

En este capitulo se describe, ademas del manejo de roedores como ani-
males de laboratorio, el uso adecuado de las vias de administracién de far-
macos y de la toma de muestras sanguineas en rata y raton.

4.2 Manejo adecuado de roedores como animales
de laboratorio

Para que la manipulaciéon de los roedores de laboratorio sea exitosa, es ne-
cesario conocer algunos temas y acciones pertinentes sobre ellos. En primer
lugar, se debe considerar si se trata de animales externos recién llegados a
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las instalaciones, los cuales pueden estar estresados y presentar reaccio-
nes indeseables o peligrosas para el operador. Tal es el caso de hembras
amamantando, lo que hace necesario retirar a la madre de la caja antes de
manipular a las crias. También es importante considerar silos animales han
tenido experiencias traumaticas previas y si se trata de animales aislados
(esto es particularmente importante en el caso de la rata, ya que es conside-
rada como una especie obligatoriamente gregaria). En el caso de animales
que se producen dentro de las instalaciones, éstos también pueden presen-
tar estrés cuando son trasladados desde los lugares de produccién hasta los
laboratorios de experimentacién. Por lo anterior, es necesario dejarlos en
adaptacién al nuevo espacio antes de iniciar la experimentacion, proceso
que se denomina aclimatacién (Horizmy, 2019).

4.2.1 Aclimatacion a la nueva vivienda

Cuando los animales llegan a una nueva instalacién, es recomendable per-
mitir un periodo de aclimatacién antes de iniciar el protocolo experimental.
Este periodo puede oscilar entre los 5y 12 dias, y es necesario para reducir
los niveles de estrés producidos por el transporte o por el cambio en las
condiciones ambientales de la nueva sala de alojamiento. Si se utiliza a los
animales sin brindar este periodo de aclimatacién, los resultados obtenidos
en los protocolos experimentales perderan confiabilidad y podrian producir
mayor variabilidad en la precisién de datos, debido a respuestas inespecifi-
cas asociadas con el estrés.

Los animales estresados son mads susceptibles a enfermedades secunda-
rias y pueden tener niveles elevados de hormonas hasta una semana después
del transporte. Esta respuesta de estrés inicial es comun en todas las cepas de
ratén, de manera que no es recomendable que los ratones sean considerados
para un estudio antes de que transcurran al menos cinco dias (o idealmente
hasta doce dias) después de su llegada, tiempo en el cual la mayoria de los
animales habran sido debidamente aclimatados (Horizmy, 2019).

Para la manipulacién de los animales existen algunas situaciones que se
deben evitar, como la generacién de ruidos sorpresivos, fuertes o estruen-
dosos, olores extranos tales como perfumes y desodorantes, e incluso el
olor del humo del cigarro impregnado en la ropa o cabello del personal que
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trabaje con los animales. Estos olores pueden interferir con los protocolos
experimentales, al distraer al animal o neutralizando el olor de las feromo-
nas que son indispensables para los procesos reproductivos y conductuales
de los roedores. Es recomendable evitar tardar demasiado tiempo en la su-
jecion del animal, ya que estara alerta y en la oportunidad de ponerse a la
defensiva. También es conveniente evitar los movimientos bruscos durante
el manejo, para reducir el estrés.

Cuando un roedor serd incluido en un protocolo experimental es muy
importante el manejo previo para su adaptacion, el cual es recomendable se
realice por el investigador o personal designado para realizar los protocolos
experimentales, con la finalidad de que se acostumbren a su presencia (a su
voz, a su olor y a su manejo); el manejo debe darse por al menos cinco o diez
minutos al dia. Esto se tornara en un estimulo positivo que resultara de gran
utilidad para reducir el estrés de los animales.

Como parte de los protocolos de bioseguridad, la manipulacién de los
roedores siempre debe realizarse utilizando guantes desechables preferen-
temente esterilizados.

4.2.2 Manipulacion del nido y actitud de la madre

Cuando se requiera manipular a una hembra que estd amamantando su
camada (Figura 1a), en primer lugar, se debe retirar a la madre de la cajay
colocarla en una caja limpia antes de manipular a los crios. Realizando este
procedimiento reduciremos el estrés de la madre y podremos manipular
libremente a los crios evitando el riesgo de agresién.

Cuando se manipula a los crios es muy importante respetar en todo mo-
mento la estructura del nido para que los neonatos conserven su tempera-
tura y se mantengan dentro de él (Figura 1b).

Debido a que los roedores son especies altriciales (animales que nacen
ciegos, sin los conductos auditivos abiertos, practicamente sin pelo y con
una movilidad limitada), durante los primeros once dias de edad es nece-
sario cuidar en todo momento que mantengan su temperatura, ya que su
capacidad de termorregulacién es muy limitada y pueden llegar facilmente
a la hipotermia, lo que provocarad que la madre detecte que el crio ha per-
dido vitalidad y lo saque del nido. Para manipulaciones prolongadas se re-
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Figura 1. Cuando se requiera manipular a una hembra que estd amamantando su cama-
da (Figura 1a), se debe retirar a la madre de la caja y colocarla en una caja limpia antes
de manipular a los crios. Cuando se manipula a los crios, es muy importante respetar en
todo momento la estructura del nido, para que los neonatos conserven su temperatura y
se mantengan dentro de él (Figura 1b). Para manipulaciones prolongadas se recomienda
mantenerlos sobre un colchén térmico. Los neonatos se pueden manipular en grupo
(Figura 1c) o de manera individual. A. Madre con su camada. B. Nido con crios de rata.
C. Manipulacién de neonatos recién nacidos.

comienda mantenerlos sobre un colchén térmico. Los neonatos se pueden
manipular en grupo (Figura 1c) o de manera individual.

Los crios mayores de once dias se pueden manipular en grupo con ambas
manos (Figura 2a), o de forma independiente sujetandolos como animales
adultos (Figura 2b).

4.2.3 Técnicas de inmovilizacion para realizar procedimientos
experimentales en ratas

Antes de iniciar la descripcién de los procedimientos de inmovilizacién, es
necesario mencionar que para el manejo de los roedores se debe utilizar la
mano menos habil, para que con la mano habil se realicen procedimientos
como inyeccién, marcaje, anotaciones, registros, etc.

Las ratas son consideradas como roedores de talla mediana, por lo que su
manejo resulta sencillo y facil siempre y cuando se tenga el entrenamiento
adecuado para ello. El secreto para un manejo exitoso es tomarlas con sua-
vidad, pero con firmeza y confianza.
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Figura 2. Los crios mayores de once dias se pueden manipular en grupo con ambas
manos (Figura 2a), o de forma independiente sujetandolos como animales adultos (Fi-
gura 2b). A. Manipulacién de crios de rata antes del destete. B. Manipulacién de crios al
destete.

La inmovilizacién de las ratas puede realizarse sujetando la piel del dor-
so desde el cuello hasta la grupa (cadera), esta es una técnica que bien reali-
zada permite que la rata se mantenga segura y menos estresada (Figuras 3a
y 3b). Es ideal para una administracién intraperitoneal o para la colocacién
de una sonda esofagica. Cuando se manipulan animales de mas de 300 g o
hembras gestantes, es necesario dar soporte a su cadera con la otra mano
para que la columna del animal no sufra tensién (Figura 4b).

En la imagen de la izquierda podemos ver que el animal se encuentra
totalmente relajado, observando la posicién de sus miembros superiores
e inferiores (es la posiciéon que adoptan los crios de mamifero cuando los
transporta la madre tomdandolos por la piel del cuello).

Otra técnica para inmovilizar a las ratas adultas consiste en colocar el
dedo pulgar por debajo del miembro anterior del animal (a la altura de la
axila), y con los dedos indice y medio se inmoviliza el otro miembro (Figu-
ra 4a). Esta técnica de manejo permite una sujecién muy firme y segura.
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Figura 3. La inmovilizacién de las ratas puede realizarse sujetando la piel del dorso
desde el cuello hasta la grupa (cadera), esta es una técnica que bien realizada permite
que la rata se mantenga segura y menos estresada. Es ideal para una administracién
intraperitoneal o para la colocacién de una sonda esofagica. A y B. Manipulacién de rata
adulta con la técnica de pellizco de la piel del dorso.

4.2.4 Técnicas de inmovilizacion para realizar procedimientos
experimentales en ratones

Los ratones son roedores de tamano pequefno cuya manipulacién resulta
sencilla. Aprovechando el instinto que tienen de huir, se recomienda utilizar
una superficie de la cual puedan asirse, entonces se sujetan de la cola para
que no escapen (puede utilizarse un pano o la rejilla del comedero, siempre
y cuando tenga bordes redondeados para evitar que el animal se lastime)
(Figura 5a). Con el dedo menique colocado en la base de la cola se inmoviliza
el rabo (Figura 5b), y enseguida se aplica la técnica de pellizco sobre la piel
del dorso (Figura 5c¢) sujetando al ratén bien alineado (Figura 5d).

4.3 Vias de administracién de farmacos

Existen diferentes vias de administracion para los farmacos, tales como tépi-
ca, enteral y parenteral. La enteral incluye la via oral (voluntaria, en alimentos
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Figura 4. Otra técnica para inmovilizar a las ratas adultas consiste en colocar el dedo pul-
gar por debajo del miembro anterior del animal (a la altura de la axila), y con los dedos
indice y medio se inmoviliza el otro miembro. Esta técnica de manejo permite una su-
jecién muy firme y segura. Cuando se manipulan animales de mds de 300 g o hembras
gestantes, es necesario dar soporte a su cadera con la otra mano para que la columna
del animal no sufra tensién (Figura 4b). A. Sujecién de rata adulta. B. Sujecién de ratas
con un peso mayor de 300 g.

o mediante sonda esofégica); y la parenteral se integra por la intradérmica,
subcutanea, intraperitoneal, muscular e intravenosa, entre otras.

La eleccion de la via de administracion se realizard conforme a la especie
0 cepa, su peso corporal, la distribucién de grasa y las condiciones de salud
propias del animal; asi como a la naturaleza fisicoquimica o biolégica del
farmaco que, en caso de ser un solido, debera estar disuelto en un excipiente
de pH neutro, inerte y que no produzca irritacién de mucosas (por ejemplo:
agua, solucién salina isoténica, etanol 1 %, propilenglicol, aceite vegetal).

La sujecién adecuada es fundamental para una buena administracién,
independientemente de la via, pues debe evitar la posibilidad de asfixia
por exceso de fuerza o una mala administracién por permitir movimientos
bruscos por sujecién deficiente, lo que ademads puede causar dano y estrés
al animal (Bogdanske et al., 2010, 2011).
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Figura 5. Los ratones se sujetan de la cola para que no escapen (puede utilizarse un pafio
o la rejilla del comedero, siempre y cuando tenga bordes redondeados para evitar que
el animal se lastime) (Figura 5a). Con el dedo meifiique colocado en la base de la cola se
inmoviliza el rabo (Figura 5b), y enseguida se aplica la técnica de pellizco sobre la piel
del dorso (Figura 5c¢) sujetando al ratén bien alineado (Figura 5d). A. Sujecién para evitar
escape; B. Inmovilizacién de la cola; C. Sujecion de la piel del dorso. D. Correcta alinea-
cién del ratén.

4.3.1 Procedimientos de vias de administracion

Via enteral

La via de administracién oral voluntaria puede realizarse mediante la in-
gesta individual por goteo, con un bebedero, farmacos disueltos en cremas
palatables (sabor dulce, ricas en grasa, como la crema de cacao y cacahuate),
en forma de pellets o croquetas, donde el medicamento estara disuelto en

100 Claudia Verénica Rivera Cerecedo e Ruth Jaimez Melgoza



Universidad Auténoma del Estado de Morelos ¢ Universidad Autonoma de Nayarit
Universidad Auténoma Metropolitana

una concentracién determinada. La cantidad del farmaco se dosifica en fun-
cién de la cantidad de agua o alimento ingerido y del peso del animal. Para
esta via es importante considerar que la o las sustancias pasaran por el pri-
mer paso entero hepatico y sus propiedades farmacolégicas pueden variar.

Otra forma de realizar la administracién por via oral es utilizando canu-
las flexibles que llegan directamente de la boca al estémago, donde se de-
posita el farmaco disuelto en agua, solucién salina, soluciones de sacarosa,
polimeros, geles, etc.

Para realizar adecuadamente esta técnica se requiere de conocimiento
anatémico y entrenamiento para sujetar al animal, de manera que se evite
la broncoaspiracién por una inadecuada introduccién de la sonda esofagica
hacia el tracto digestivo. Se debe considerar que hay diferentes longitudes,
calibres y materiales de las sondas esofagicas, que deberan seleccionarse de
acuerdo con la especie animal, talla y peso.

Via subcutanea

Esta via consiste en depositar el farmaco en disolucién debajo de la piel
del animal (en el tejido subcuténeo) sin llegar al musculo, con un angulo
entre 20° y 45°. Generalmente se utiliza la parte dorsal del cuello, ya que la
piel en esa regién anatémica suele ser muy laxa (Figura 6a). Dependiendo
del nimero de administraciones puede ir cambiando el sitio de administra-
cién, comenzando a nivel de la regién dorsal del cuello, pasando la segunda
administracién a la zona lumbar media y terminando en la zona lum-
bar baja.

Se debe considerar el volumen maximo a administrar, ya que si es ma-
yor a 0.5 ml en rata o 0.1 ml en ratédn, la absorcién del farmaco disminuye
considerablemente y puede interferir en su eficacia. Cuando esta via se uti-
liza para la administracién de antigenos, los excipientes mas utilizados son
diferentes tipos de aceites para rata y ratén, con propilenglicol preferente-
mente en rata, ya que puede producir ceguera en ratones. El calibre de las
agujas hipodérmicas maés utilizadas para la administraciéon subcutanea en
la rata es el de 23G, y para ratén la de 25G. La disolucién completa del far-
maco a administrar es basica, ya que las suspensiones pueden tapar la luz
de la aguja e impedir su correcta disposicién.
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Figura 6. Via subcuténea. Esta via consiste en depositar el fdrmaco en disolucién debajo
de la piel del animal (en el tejido subcutdneo) sin llegar al musculo, con un dngulo entre
20 y 45°. Generalmente se utiliza la parte dorsal del cuello, ya que la piel en esa regién
anatémica suele ser muy laxa (Figura 6a). Para hidratar a los roedores deben adminis-
trarse las soluciones a temperatura corporal, y se prefiere dividir el volumen a adminis-
trar en dos dosis, las que se aplicaran en el tejido subcutdneo a la altura de los flancos
(Figura 6b). A. Administracién subcutdnea para pequeiios volimenes. B. Administracién
subcutanea en el flanco para mayor volumen de fluidos.

Esta es una via de eleccién para la administraciéon de soluciones hidra-
tantes en roedores, ya que resulta practica y de facil aplicacién. Para hidra-
tar a los roedores deben administrarse las soluciones a temperatura corpo-
ral, y se prefiere dividir el volumen a administrar en dos dosis, las que se
aplicaran en el tejido subcutaneo a la altura de los flancos (Figura 6b).

Via intraperitoneal

En roedores, esta via es muy utilizada para administrar anestésicos y otras
sustancias y generalmente el excipiente es de naturaleza acuosa para mejo-
rar la absorcién. Se administran volimenes inferiores a 0.5 ml con agujas de
23G para rata y de 25G para ratén. Siempre con una adecuada sujecién del
animal. La administracién debe realizarse con el animal sujeto por el dorso,
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Figura 7. Via intraperitoneal. La administracién debe realizarse con el animal sujeto por
el dorso, en un plano inclinado que permita que las visceras de la cavidad abdominal
se desplacen hacia la parte craneal del abdomen (Figura 7a). Para una adecuada admi-
nistracién se eligen los cuadrantes abdominales inferiores, para no lesionar érganos
parenquimatosos como el higado o el bazo. En los cuadrantes inferiores se debe tener
cuidado de no puncionar el ciego y la vejiga. El dngulo de inyeccién correcto es de 45
grados (Figura 7b). A. Administracién intraperitoneal en rata. B. Administracién intrape-
ritoneal en ratén.

en un plano inclinado que permita que las visceras de la cavidad abdomi-
nal se desplacen hacia la parte craneal del abdomen (Figura 7a). Para una
adecuada administracion se eligen los cuadrantes abdominales inferiores,
para no lesionar érganos parenquimatosos como el higado o el bazo. En los
cuadrantes inferiores se debe tener cuidado de no puncionar el ciego y la
vejiga. El angulo de inyeccion correcto es de 45 grados (Figura 7b).

Via intramuscular

La eleccién de esta via de administracién se debe restringir en especies pe-
quenas de roedores, debido a su anatomia ya que sus masas musculares son
pequenas. Sin embargo, resulta una buena alternativa para la administra-
cién de algunos anestésicos y tranquilizantes, ya que es considerada como
una via de absorcién media.

Esta via se utiliza generalmente para la administracién de sustancias
oleosas en cantidades que no deben rebasar 0.1 ml. La administracién se
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Figura 8. Via intramuscular. La administracion se realiza en el musculo biceps femoral
que se ubica a la altura del muslo (Figura 8a). La técnica de administracién requiere
entrenamiento y debe realizarse bajo una correcta sujecién y utilizando un calibre ade-
cuado de agujas. El dngulo de inyeccién correcto es de 45 grados sobre el biceps femoral
(Figura 8b), y al momento de la administracién se debe tener cuidado de no lesionar el
nervio cidtico ni el fémur. A. Sitio para la administracién intramuscular. B. Forma de su-
jecién de la rata para la administracién intramuscular.

realiza en el musculo biceps femoral que se ubica a la altura del muslo (Figu-
ra 8a). La técnica de administracién requiere entrenamiento y debe realizar-
se bajo una correcta sujecién y utilizando un calibre adecuado de agujas. El
angulo de inyeccién correcto es de 45 grados sobre el biceps femoral (Figura
8b), y al momento de la administracién se debe tener cuidado de no lesionar
el nervio ciatico ni el fémur. Una mala administracién puede derivar en co-
jera del animal por lesiones que llegan a ser irreversibles.

Debera de restringirse el nimero de administraciones, ya que pueden
provocar necrosis con dolor e inflamacién.

Via intravenosa

Esta via de administracién puede realizarse como puncién Unica o utilizar-
se un modelo de canulacién. Las venas mas frecuentemente utilizadas son
las venas caudales en la rata y el ratén. Estas se localizan en la parte lateral
de la cola y son muy faciles de identificar. Para realizar el procedimiento de
administracién endovenosa, es necesario contar con entrenamiento para
asegurar que el fadrmaco o la solucién se administren directamente dentro
del vaso sanguineo y no en el area periférica (Figura 9a).
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Figura 9. Via intravenosa. Es necesario contar con entrenamiento para asegurar que el
farmaco o la solucién se administren directamente dentro del vaso sanguineo y no en
el area periférica (Figura 9a). El bisel de la aguja debe orientarse hacia arriba, la aguja
se introduce de manera paralela a la vena (Figura 9a); para confirmar que se encuentra
dentro del vaso sanguineo, se jala el émbolo de la jeringa y se debe observar la salida
de sangre (Figura 9b); después de la administracién se realiza una ligera presién con
una torunda de algodén seca para detener el sangrado (Figura 9c). A. Puncién de la vena.
B. Confirmacién con extraccién de sangre. C. Presién digital.

Para esta via se debe realizar asepsia en el area en donde se realizara la
puncién, preferentemente con un antiséptico diferente al alcohol, ya que
éste produce una vasoconstriccion por el frio que genera en el area de apli-
cacién al momento del secado. Se pueden administrar soluciones con pH
extremo, aunque se prefiere que las sustancias aplicadas sean soluciones
no irritantes. Se puede sujetar al animal de manera manual, aunque lo reco-
mendable es inmovilizarlo en un cepo de contencién. Este procedimiento se
puede realizar con el animal despierto o anestesiado. El calibre de las agujas
que se utilizan deberd permitir la canulacién y la entrada de la solucién.
Para el caso de ratas adultas, puede utilizarse aguja azul de 23G y para ratén
de 25G.

Se recomienda elegir las venas caudales o coccigeas laterales que son
mas superficiales que la vena dorsal.

El bisel de la aguja debe orientarse hacia arriba, la aguja se introduce
de manera paralela a la vena (Figura 9a); para confirmar que se encuentra
dentro del vaso sanguineo, se jala el émbolo de la jeringa y se debe observar
la salida de sangre (Figura 9b); después de la administracién se realiza una
ligera presién con una torunda de algoddn seca para detener el sangrado
(Figura 9c) (Turner et al., 2011).
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4.3.2 Errores comunes en la administracion de farmacos

En la via oral se puede provocar broncoaspiracién por la incorrecta canula-
cién. En la via subcutdnea se pueden producir pinchaduras de los musculos
dorsales, debido al dngulo incorrecto de la inyeccién (mayor a 45°), por el
movimiento del animal y la longitud de la aguja; necrosis muscular por la
incorrecta inyeccién intramuscular; hemorragias y dafio de venas o arterias,
debido a la mala canulacién y a un calibre inadecuado de la aguja. También
por el uso de soluciones irritantes, pH muy acidos o basicos o por falta de
experiencia para sujetar al animal.

4.4 Toma de muestras

Existen diferentes lugares anatémicos para realizar tomas de muestras sangui-
neas y otros tipos de muestras (isopados vaginales, biopsias, saliva, orina, he-
ces, sangre, etc.). En algunos casos, éstas pueden requerirse estériles y pueden
ser de toma Uinica o de varias. Algunas requieren anestesia y otras se realizan a
través de cateterizacion, para la obtencién de plasma o suero; etc. Este capitulo
incluye solo los procedimientos para la toma de muestras sanguineas.

4.4.1 Toma de muestra sanguinea

Para el caso de la muestra sanguinea es necesario considerar la frecuencia
en la toma de muestra, el volumen y el tipo de sangre que se requiere para
el protocolo experimental (arterial o venosa, estéril o no estéril, citrada, he-
parinizada, etc.) con la finalidad de elegir la via mas conveniente.

En algunos casos puede requerirse una sola muestra sanguinea en el
punto final del experimento o una serie de tomas a través de éste o ambos.

Para la toma de muestra sanguinea se deben considerar algunos factores
importantes, tales como la especie animal; es necesario conocer el peso del
individuo para calcular el volumen adecuado que se va a obtener y evitar
choque hipovolémico, anemia y deshidratacion; el tipo de muestra, la cali-
dad de la misma, la frecuencia de las tomas, el estado fisiolégico del animal
(si esta sano o tiene alguna patologia inducida para los fines del protocolo),
experiencia para realizar la flebotomia, calibre de las agujas, etc.
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Los sitios donde se toman muestras sanguineas son: seno venoso re-
troorbital, vena submaxilar, vena safena, vena caudal, vena podal y vena
yugular. La toma de muestra sanguinea directamente del corazén debe rea-
lizarse con el animal bajo anestesia general y debe ser un procedimiento
terminal (sin sobrevida del animal). También se puede realizar exanguina-
cién por decapitacion o toma total del volumen sanguineo con aguja o caté-
ter (Christensen, 2009).

Volumen adecuado de la muestra

Es aceptable tomar una muestra sanguinea desde un 7.5 % hasta un maxi-
mo del 15 % del volumen total de sangre circulante, lo que se conoce como
“volemia”, cada 3 a 4 semanas y la cantidad de sangre extraida se repondra
con una solucién salina fisiolégica por via endovenosa, subcutdnea o intra-
peritoneal. Para tomas frecuentes es admisible hasta un 1 % del volumen
cada 24 h.

Debera considerarse que el volumen total de sangre circulante en un ani-
mal sano e hidratado corresponde a 72 ml/kg. Por ejemplo, una rata que
pesa 250 g (72 ml x 0.25 kg) tendra un volumen aproximado de 18 ml, que
equivale a 1.8 ml de sangrado seguro de una sola toma o 0.18 ml para tomas
frecuentes de cada 24 h.

Los signos de choque hipovolémico comprenden: hiperventilacién, hipo-
termia, mucosas secas y palidas, taquicardia y arritmia cardiaca. También se
puede presentar una condicién de anemia.

4.4.2 Toma de muestra del seno venoso retro-orbital

En este procedimiento es indispensable anestesiar al animal, comproban-
do que se encuentre en plano profundo (falta de reflejos podal, palpebral,
relajacién muscular y respiracién toraco-abdominal profunda). Este debera
colocarse en posicién decubito lateral hacia el experimentador. Con el indi-
ce y el pulgar se debe retraer la piel de la cara para exponer el globo ocular.
Entonces un tubo capilar de microhematocrito se inserta en la mucosa pal-
pebral, preferentemente en el canto lateral del ojo para no daiiar la glandula
de Harder (Figura 10a).
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Figura 10. Toma de muestra del seno venoso retroorbital. Colocar en posicién dectbito
lateral hacia el experimentador. Con el indice y el pulgar se debe retraer la piel de la
cara para exponer el globo ocular. Se inserta un tubo capilar de microhematocrito en la
mucosa palpebral (Figura 10a). Con un ligero giro del tubo capilar en el sentido de las
manecillas del reloj se rompe el seno venoso retro-orbitario (Figura 10b). Al terminar
el procedimiento se realiza un poco de presién digital (Figura 10c) y el globo ocular se
mantiene intacto (Figura 10d). A. Colocacién del tubo capilar en canto lateral del ojo.
B. Extraccién de sangre. C. Compresién digital para realizar hemostasis. D. Recuperacién
del animal después del procedimiento.

El tubo capilar puede estar heparinizado o no, dependiendo de las de-
terminaciones que se realizaran con la muestra. Con un ligero giro del tubo
capilar en el sentido de las manecillas del reloj se rompe el seno venoso re-
troorbitario, la sangre se obtiene de manera rapida llenando el tubo capilar,
lo que seria suficiente para realizar una biometria hematica (Figura 10b). Si
se requiere de un volumen mayor de sangre, se puede colectar por goteo
en un tubo eppendorf. Al terminar el procedimiento se realiza un poco de
presién digital con una torunda de algodén seco para realizar la hemostasia
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(Figura 10c) y el globo ocular se mantiene intacto (Figura 10d) (Van Herck et
al., 2001).

4.4.3 Toma de muestra de la vena submaxilar o seno venoso
submandibular

Esta técnica se utiliza principalmente en ratén, no requiere anestesia, solo
una inmovilizacién correcta, estirando la piel del cuello para promover la
estasis. Se puede punzar con una lanceta o la punta de una aguja de 18G a
21G (Figuras 11a y 11b) y recolectar las gotas de sangre con un capilar o un

B

Figura 11. Toma de muestra del seno venoso submandibular. Se puede punzar con una
lanceta o la punta de una aguja de 18G a 21G (Figuras 11a y 11b) y recolectar las gotas
de sangre con un capilar o un microtubo (Figuras 11c y 11d). Al término de la toma, el
area se limpia y se ejerce presién digital con una torunda de algodén seca para realizar
la hemostasia (Figura 11e), posteriormente se regresa el animal a su jaula. A. Ubicacién
del sitio de puncién. B. Puncién con lanceta. C. Obtencién de gota de sangre. D. Obtencién
de sangre por goteo en tubo. E. Presién digital.
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microtubo (Figuras 11c y 11d). Al término de la toma, el area se limpia y se
ejerce presion digital con una torunda de algoddn seca para realizar la he-
mostasia (Figura 11e), posteriormente se regresa el animal a su jaula (Golde
et al., 2005).

4.4.4 Toma de muestra de la vena safena

Este procedimiento no requiere que el animal se encuentre anestesiado, pero
es necesaria una sujecién que permita extender el muslo del animal (Figura
12a). Se rasura el sitio de puncién para observar la vena y se realiza asepsia

Figura 12. Toma de muestra de la vena safena. El animal deberd estar inmovilizado para
permitir extender el muslo y colocar un torniquete (Figura 12a). Rasurar el sitio de pun-
cién y realizar asepsia. La vena se punza con una aguja de 25G (Figuras 12b) y la sangre
se recolecta con un tubo capilar (Figura 12c). Al término del procedimiento se debe reali-
zar una ligera presién digital con una torunda de algodén seca para detener el sangrado
(Figura 12d). A. Colocacién de torniquete y puncién de vena safena. B. Obtencién de san-
gre. C. Toma de muestra sanguinea con tubo capilar. D. Hemostasia con presién digital.
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del drea con un antiséptico. La vena se punza con una aguja de 25G (Figura
12b) y la sangre se recolecta con un tubo capilar (Figura 12c). En este proce-
dimiento se pueden realizar varias tomas al retirar el sitio de cicatrizacién.

Es necesario recordar que la vena safena es una vena muy mévil, por lo
que es conveniente tensar la piel del miembro para inmovilizarla al mo-
mento de la puncién.

Para un mayor éxito recomendamos colocar un pequeno torniquete o
ligadura a la altura de la rodilla, lo que permitira resaltar la vena por la es-
tasis sanguinea (Figura 12a). Al término del procedimiento se debe realizar
una ligera presién digital con una torunda de algodén seca para detener el
sangrado (Figura 12d) (Hem et al., 1998).

4.4.5 Toma de muestra de la vena caudal

En esta toma de muestra no es requerida la anestesia, solo colocar el animal
en un cepo de contencién para evitar el movimiento. En el caso de ratones
se pueden utilizar agujas de 25 a 27G y se obtiene un volumen entre 100 a
150 ul; mientras que en ratas, se utilizan agujas con un calibre entre 21 y
25G y podemos obtener entre 1 a 2 ml de sangre en puncién Unica. Una vez
inmovilizado el animal, se introduce la cola en agua a 37-40 °C (monitorear
con un termdmetro), o se expone a una fuente de calor como un colchén tér-
mico, cuidando de no propiciar quemaduras. La cola del animal se expone al
calor durante 15 s y posteriormente se realiza asepsia con un antiséptico sin
alcohol, pues lo que se busca con este calentamiento es lograr la vasodilata-
cién de las venas y el frio del alcohol al secarse produciria vasoconstriccién.

Las venas dilatadas son visibles y se debera realizar la puncién en la vena
caudal con el bisel de la aguja dirigido hacia arriba, en un angulo casi pa-
ralelo a la vena. La toma deberd ser lenta y continua para evitar el colapso
del vaso sanguineo (Figura 13). Al término de la toma de muestra, se retira
la aguja y se realiza hemostasia durante medio minuto con presién digital,
usando una torunda de algodoén seca, posteriormente se libera el animal del
cepo y se reintroduce a su caja.

Es conveniente recordar que las venas caudales laterales son mas super-
ficiales que la vena dorsal, lo que las hace mas accesibles y faciles de pun-
cionar (Lee y Goonses, 2015).
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Figura 13. Toma de muestra sanguinea en la vena caudal lateral. La anestesia no es ne-
cesaria, solo hay que colocar el animal en un cepo de contencién. Una vez inmovilizado,
se introduce la cola en agua a 37-40 °C y se realiza asepsia.

4.4.6 Toma de muestra de la vena yugular

Para realizar este procedimiento se requiere que el animal se encuentre bajo
anestesia general, colocdndolo en decubito dorsal y con la cabeza hacia el
experimentador, entonces se rasura la regién del cuello y se realiza asepsia.
La vena por debajo de la clavicula se canaliza con una aguja de 21G o 23G, en
un angulo de 30° y una jeringa de 0.5 o 1 ml. Retraer el émbolo suavemente
para evitar el colapso de la vena. La jeringa puede estar heparinizada o con-
tener citrato de sodio al 3.8 % para la obtencién de plasma. Al término de la
toma, se realiza hemostasia. Esta toma puede ser Unica (10 % del volumen
sanguineo, para el caso de las ratas) o repetirse cada 24 0 48 h (1 % de volu-
men sanguineo) y restituir el volumen extraido, para evitar deshidratacién
0 anemia.

4.4.7 Toma de muestra por puncion cardiaca (cardiocentesis)

Este procedimiento se realiza bajo anestesia general y se considera como un
procedimiento terminal (deberd aplicarse eutanasia al término del procedi-
miento). El animal se coloca en decubito dorsal. Para ratén se puede utilizar
una jeringa de 1 ml con una aguja de 25G, mientras que para rata se utiliza
una jeringa de 3 a 5 ml con aguja de 23G.
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Figura 14. Cardiocentesis. Se realiza bajo anestesia general y es un procedimiento ter-
minal. Puede realizarse al introducir la aguja a 45°, entre el cuarto y quinto espacio
intercostal del lado izquierdo del animal, dirigiéndola hacia la linea media (Figura 14a).
Para ambos abordajes es recomendable dejar un poco de aire en la jeringa, antes de
introducir la aguja, para visualizar facilmente la salida de sangre que bombea el cora-
z6n (Figura 14b). Por esta via se puede obtener una gran cantidad de sangre estéril
(Figura 14c). Al momento de retirar la aguja, es conveniente girarla para provocar he-
mostasis con el tejido muscular del corazén y evitar un severo hemopericardio (Figu-
ra 14d). A. Ubicacién anatémica para la cardiocentesis. B. Dejar aire en la jeringa. C. Ob-
tencién de sangre. D. Girar la jeringa al retirarla.

La puncién cardiaca se puede realizar por linea media, localizando la
apéfisis xifoides en el esterndn e introducir la aguja en un dngulo de 30° por
debajo de ella, y aspirar con cuidado y lentamente para evitar el colapso del
tejido cardiaco con el bisel de la aguja.
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La cardiocentesis también puede realizarse al introducir la aguja a 45°,
entre el cuarto y quinto espacio intercostal del lado izquierdo del animal,
dirigiéndola hacia la linea media (Figura 14a).

Para ambos abordajes es recomendable dejar un poco de aire en la jerin-
ga, antes de introducir la aguja, para visualizar facilmente la salida de san-
gre que bombea el corazén (Figura 14b). Por esta via se puede obtener una
gran cantidad de sangre estéril (Figura 14c). Al momento de retirar la aguja,
es conveniente girarla para provocar hemostasis con el tejido muscular del
corazon y evitar un severo hemopericardio (Figura 14d). Esta sangre se pue-
de utilizar para determinaciones en sangre total, suero o plasma.

4.4.8 Obtencién de muestra por decapitacion

Para el caso de animales adultos se considera como un método condicionado,
ya que solo se debe realizar con los animales bajo anestesia general. Si exis-
tiera una justificacién cientifica para realizarlo sin anestesia, esta técnica
debe ser aprobada por el CICUAL.

Este procedimiento requiere que el animal se encuentre bajo anestesia
general. La decapitacién se realiza con guillotina y la sangre se recolecta en
un tubo o contenedor plastico (Fitzner Toft et al., 2006).

Conclusiones

Las técnicas para la administracién de farmacos y toma de muestras se han
refinado a través del tiempo para el bienestar animal.

Para elegir la via de administracién y la toma de muestra correcta, se
debe considerar siempre la especie, el volumen de administracién o el volu-
men de la toma, la frecuencia de ambas, el excipiente, etc.

Las diferentes vias de administracién en este capitulo presentan venta-
jas y desventajas.

La via enteral permite la administracién Unica o diaria de farmacos di-
sueltos en soluciones acuosas u oleosas en rata y en ratén. Su principal
desventaja consiste en que algunos farmacos se pueden bioinactivar con el
pH del estémago y no seria posible observar su efecto.
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La via subcutanea presenta la ventaja de administrarse en rata y ratén,
en dosis Uinicas o multiples de soluciones acuosas u oleosas, aunque la ab-
sorcién del farmaco es mas lenta que en otras vias de administracién.

La via intraperitoneal se utiliza en rata y ratén y podemos administrar
farmacos no irritantes, disueltos en soluciones acuosas en dosis Unicas o
repetidas; la absorcién es inmediata, aunque existe el riesgo de danar algian
6rgano o arteria si no se administra en el angulo adecuado.

La via intramuscular se utiliza preferentemente en ratas y se utiliza poco,
si no se realiza adecuadamente, se puede necrosar el tejido o danar el ner-
vio ciatico.

La via intravenosa es la que requiere mayor precision y se utiliza menos

que las demads vias de administracién, en este caso se requieren farmacos
disueltos en soluciones estériles libres de pir6genos.

Las tomas de muestra también presentan ventajas y desventajas entre
ellas. Las tomas del seno venoso retroorbital y submandibular son relativa-
mente sencillas y se pueden realizar en rata y ratén, sin embargo, la canti-
dad que se obtiene es la de un capilar y solo se puede utilizar la sangre total
o la parte sérica.

La vena safena requiere mayor precisién para canalizarse y se prefiere
utilizarla en ratas. En esta toma también se obtiene la cantidad de un capi-
lar, y debe realizarse con una frecuencia de una toma cada 24 horas, para
evitar la deshidratacién del animal.

La cardiocentesis es un método donde se puede obtener hasta 1 ml
de sangre total, sin embargo, es un procedimiento de punto final y no se
puede utilizar en experimentos que requieren de varias tomas de muestra,
de la misma manera que la decapitacion. En la cardiocentesis se puede pre-
sentar hemolisis de la muestra y no es posible obtener plasma, solo suero.

En la toma por decapitacién se pueden obtener varios ml de sangre total
y se puede tomar una parte para citrarla y obtener plasma.
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5.1 Introduccién

En las ultimas décadas, México ha transitado epidemiolégicamente de las
enfermedades infecciosas a las enfermedades crénicas no transmisibles,
con prevalencia de las enfermedades cardiovasculares (ECVs), en las cua-
les la presién arterial elevada o hipertensién arterial sistémica (HAS) es el
factor de riesgo mas relevante para que aparezcan otros padecimientos de
mayor complejidad, como el infarto agudo al miocardio, la insuficiencia car-
diaca congestiva y el accidente vascular cerebral (Mills et al., 2020). Estas
ECVs son la primera causa de morbi-mortalidad en México (INEGI, 2020).

La HAS es una enfermedad crénica, de etiologia multifactorial (donde
participan factores genéticos y factores ambientales), es controlable y esta
caracterizada por el incremento persistente en la resistencia vascular peri-
férica (WHO, 2019), con valores superiores a 120 mmHg en la presion arterial
sistolica (PAS), y valores superiores a 80 mmHg en la presién arterial diasté-
lica (PAD) (Whelton et al., 2018). Este incremento en la presioén arterial es el
principal factor de riesgo para las ECVs, y es, probablemente, el mas impor-
tante problema de salud publica mundial. La OMS reporté que en 2015, 1130
millones de personas en el mundo padecian HAS, con 20 % de prevalencia en
mujeres y 25 % de prevalencia en hombres mayores de 20 afios. En México, la
prevalencia es del 18.4% para ambos sexos, la cual aumenta con la edad has-
ta 26.7 % en mayores de 70 anos (ENSANUT, 2018; WHO, 2019). Esto significa
que en México hay mds de 15.2 millones de hipertensos (ENSANUT, 2018).

Se sabe que el 90-95 % de personas que padecen HAS presentan hiperten-
sién arterial sistémica primaria o esencial, cuya causa es desconocida; mientras
que el 5-10 % restante padece hipertensién arterial sistémica secundaria, en este
caso si se conoce la causa que provoca el padecimiento. La HAS es una con-
dicién comun, aunque asintomatica; sin embargo, es de facil diagnéstico y
en etapas iniciales es simple de tratar. Por el contrario, cuando la HAS no es
atendida, conduce a varias complicaciones; la presencia de HAS aumenta
el riesgo de ECVs y es independiente de otros factores de riesgo (Mills et al.,
2020). La HAS conduce a mayor probabilidad de infarto agudo al miocardio,
insuficiencia cardiaca congestiva, accidente vascular cerebral, enfermedad
renal y aceleracién de la ateroesclerosis (Mills et al., 2020).
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Se conocen algunos factores que predisponen al individuo a padecer HAS,
tales como: raza, edad, género, factores ambientales y factores hereditarios;
asi como la diabetes, el alcoholismo, tabaquismo y la obesidad. Sin embargo,
aunque se han desarrollado gran ntimero de investigaciones sobre el tema,
los eventos que conducen a la apariciéon de HAS aun se desconocen; en este
sentido, en el aspecto vascular se han descrito tres factores que participan
en la patogénesis de HAS:

1. Disfuncién endotelial,

2. Hipersensibilidad de arterias, arteriolas y venas a estimulos vaso-
constrictores, y

3. Cambios estructurales en los vasos sanguineos (Gallardo-Ortiz et al.,
2016).

También se conoce la participacién de otros érganos como el sistema
nervioso central, el corazén y el rinén (Rodriguez et al., 2020).

En la actualidad existen diversos tratamientos farmacolégicos y no far-
macologicos para el control de la presién arterial. El tratamiento no far-
macolégico retrasa la evolucién de la etapa de prehipertensiéon a la hiper-
tension, e incluye modificaciones del estilo de vida como la dieta, ejercicio,
evitar el estrés y reducir el consumo de alcohol y tabaco. Hay ciertas pautas
dietéticas que promueven el consumo de frutas, verduras, granos, productos
lacteos y alimentos ricos en K+, Mg?, Ca? y Pi, como la dieta mediterranea.
Evitar el sodio en la alimentacién tiene un gran potencial para la reduccién
de la presién arterial, asi como evitar un estilo de vida estresante. En el
tratamiento farmacolégico existen distintos fairmacos que actian a diferen-
tes niveles fisiolégicos y con distintos mecanismos de accién, dentro de los
cuales se encuentran los diuréticos, los simpaticoliticos de accién central,
los bloqueadores de canales de calcio, los antagonistas adrenérgicos, los an-
tagonistas a angiotensina II y los inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (IECAs), entre otros (Benowitz, 2013).
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5.2 Factores vasculares involucrados en la patogénesis
de la hipertensién

1. La disfuncién endotelial involucra la disminucién de aquellos factores
relajantes [6xido nitrico (NO), prostaciclina (PGI,) y factor hiperpolarizante
derivado del endotelio (EDHF)], asi como el incremento de factores contrac-
tiles [endotelina (ET-1), prostaglandina H, (PGH,), tromboxano A, (TXA)) y
anién superoxido (O,)], producidos por el endotelio durante la hipertension,
conduciendo a la desregulacién del tono vascular (Guzik y Touyz, 2017; Opa-
ril et al., 2018; Do Vale y Tirapelli, 2020) (Figura 1).

Figura 1. Esquema que representa algunos de los factores vasoactivos endoteliales y su
accién sobre el musculo liso vascular subyacente en un vaso sanguineo. Modificado de
Méndez-Barbero et al., 2021.

2. La hipersensibilidad del musculo liso vascular ocurre durante la HAS, en
respuesta a agentes vasoconstrictores como noradrenalina (NA), angioten-
sina II (AngII) y ET-1; es decir, las respuestas contractiles estan amplificadas
y hay mayor sensibilidad a agentes vasoactivos/vasoconstrictores, por lo
que se ha sugerido como un elemento involucrado en la elevacién y man-
tenimiento de la presién arterial alta. Sin embargo, la hipersensibilidad del
musculo liso vascular en respuesta a la NA, se desconoce si estd asociada
con un incremento en la afinidad o en el nimero de receptores o, -adrenér-
gicos (o,-ARs), con predominancia de alguno de ellos o con cambios en los
eventos post-receptor (Suzuki et al., 1994) (Figuras 2 y 3).
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Figura 2. Respuesta contractil a agentes vasoconstrictores (Ej., Fenilefrina, un agonista

de receptores o,-adrenérgicos) en aorta de animales hipertensos (hipertensién inducida
por infusién continua con Ang II) y controles (normotensos). Datos propios.
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Figura 3. Datos que muestran la expresién relativa del ARNm (A) y proteina (B) para el
receptor a, -adrenérgico, comparando muestras de aorta de ratas WKY y SHR de 5 sema-
nas de edad. Tomado de Godinez-Hernandez et al., 2006.
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3. Los cambios estructurales en los vasos sanguineos, también conocidos
como remodelacién vascular, pueden ser resultado de un fenémeno adap-
tativo, en el cual la pared muscular lisa (tinica media) se hipertrofia como
respuesta al incremento en la presién arterial y, en consecuencia, la HAS
predispone al individuo a otras ECVs.

Durante la remodelacién vascular hay un proceso activo de cambios es-
tructurales, relacionados con alteraciones en procesos celulares (incluyen-
do crecimiento, apoptosis, migracién, inflamacién y produccién de protei-
nas de matriz extracelular), y que incrementa la relacién ttinica media/lumen;
mientras que en la remodelacién fisiolégica hay cambios adaptativos, que
ocurren en respuesta a cambios hemodindmicos y a la edad. Sin embargo,
el aumento en la relacién tiinica media/lumen en pequenas arterias de resis-
tencia, debido al aumento en la masa muscular o al reacomodo inadecuado
de elementos celulares y no celulares, favorecen de manera importante la
fisiopatologia de la hipertension y sus complicaciones. Los cambios estruc-
turales pueden aumentar la reactividad vascular, la cual potencia el incre-
mento en la resistencia periférica caracteristica de la hipertensién (Touyz,
2007) (Figura 4).
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Figura 4. Analisis histolégico de aortas de ratas control e hipertensas por infusién con-
tinua con Ang II durante 2 semanas. Los datos muestran hipertrofia en la tiinica media
(musculo liso vascular) de animales hipertensos. Tomado de Gallardo-Ortiz et al., 2016.
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La remodelacién no es exclusiva de los vasos sanguineos, ya que se ha
descrito que el mantenimiento de la hipertension promueve la enfermedad
cardiaca hipertensiva con hipertrofia ventricular (Figura 5), la cual se mani-
fiesta clinicamente como cambios funcionales y estructurales en el corazén,
asociados con disfuncién ventricular sistélica y diastélica; estas alteracio-
nes, aunadas a la hipertensién no controlada, pueden llevar al paciente a
tener un alto riesgo de infarto agudo al miocardio, insuficiencia cardiaca
congestiva, accidente cerebro vascular y muerte subita (Jackson y Wenger,
2011; Rodriguez et al., 2020).

Dentro de los agentes vasoconstrictores involucrados en la hipersensi-
bilidad de los vasos sanguineos durante la HAS, la Ang I y la NA son de los
mas importantes (Foulon y De Backer, 2018; Sparks et al., 2015).
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Figura 5. Imagenes que muestran la hipertrofia del musculo cardiaco asociado con hi-
pertensién, comparando muestras de ratas WKY y SHR de diferentes semanas de edad.
Tomado de Rodriguez et al., 2020.
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El Sistema Renina-Angiotensina (RAS) es muy importante en el control a
corto plazo de la presién arterial, puesto que condiciona la accién de facto-
res humorales y/o neurales, tales como produccién de ET,, la inhibicién del
NO o de la PGI,, la accién de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) o
de vasopresina, del TXA,y de diversas sustancias vasopresoras enddgenas
(Souza-Santos et al., 2019); ademas el RAS también regula la presién arterial
a largo plazo, a través de la regulacion del equilibrio hidroelectrolitico a nivel
central y renal, lo que se traduce en la modulacién de la volemia. Clasicamen-
te,la Ang Il es considerada como el efector final del sistema, y responsable de
diversas respuestas cardiovasculares, incluyendo su potente efecto vasocons-
trictor (Lumlertgul y Ostermann, 2020), induce hipertrofia e hiperplasia en los
vasos sanguineos (células del musculo liso vascular) y en miocitos cardiacos
(Figuras 4 y 5) (Gallardo-Ortiz et al., 2016; Rodriguez et al., 2020), y estas accio-
nes se producen a través de la estimulacion de receptores AT,.

Por lo tanto, la via clasica del RAS esta conformada por la enzima con-
vertidora de angiotensina (ECA), Ang Il y el receptor AT, (Sparks et al., 2015).
Indirectamente, también la Ang II afecta la contractilidad y el ritmo del co-
razén, facilitando la liberacién de NA en las presinapsis noradrenérgicas
desde el sistema nervioso simpatico (Villalobos-Molina et al., 2008). Por lo
que la Ang Il estd involucrada en el desarrollo y el mantenimiento de la HAS
(Figura 6) (Lund et al., 2003; Villalobos-Molina et al., 2008).

Debido al origen multifactorial de la hipertensién arterial, se han desarro-
llado diferentes modelos experimentales para el estudio de esta patologia
en animales, con la intencién de entender la fisiologia y la fisiopatologia que
subyacen a la HAS. Esos modelos se han desarrollado en animales pequenos
y grandes (cerdos, primates no humanos, ovejas y perros); y sin embargo,
los animales pequenios (ratas y ratones) se utilizan con mayor frecuencia,
debido a que ofrecen varias ventajas sobre los modelos animales mas gran-
des, como rentabilidad, tienen un periodo de gestacién corto y la facilidad
para la manipulacién genética, pero sobre todo, porque la hipertensién que
desarrollan es comparable a la de humanos (Lerman et al., 2019).

Existen modelos que simulan a la hipertensién primaria o esencial, asi
como modelos que semejan a la hipertensién secundaria. Estos ultimos
pueden generarse a partir de procedimientos quirdrgicos, a través de farma-
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Figura 6. Datos que muestran el efecto contractil de (a) fenilefrina y de (b) norepinefrina
sobre aorta de ratones control y deficientes del gen para el receptor de aril-hidrocarbo-
nes (KO AhR). Se observa el mayor efecto de los agentes sobre la contraccién. Tomado de
Villalobos-Molina et al., 2008.

cos y alteraciones metabdlicas (Tabla 1) (Banos, 2002). Otra de las ventajas
de los modelos en roedores sobre los animales grandes, es la disponibilidad
de técnicas para realizar modificaciones genéticas precisas mediante elimi-
naciones de genes en el animal completo o en células especificas (knockout
y knockdown) o edicién de genes, lo que permite llevar a cabo estudios minu-
ciosos para dilucidar mecanismos moleculares, asi como identificar nuevos
blancos terapéuticos, que son verificados y/o reforzados por la gran dispo-
nibilidad de anticuerpos especificos (Lerman et al., 2019).

De acuerdo con lo descrito, la HAS es un grave problema de salud pu-
blica que predispone a las personas a la apariciéon de los ECVs; por ello, es
importante tener modelos experimentales de la enfermedad, que permitan
entender la fisiologia y la fisiopatologia que subyacen a la HAS, y que ade-
mas permitan la evaluaciéon de moléculas novedosas, obtenidas de la sin-
tesis quimica y de los productos naturales, que tengan el potencial para ser
desarrollados como agentes antihipertensivos. Con este objetivo describire-
mos algunos de los modelos experimentales mas empleados para estudiar
la HAS y para la evaluacién de la actividad vasodilatadora, el mecanismo de
accién funcional y el efecto antihipertensivo de moléculas nuevas o cono-
cidas.
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Tabla 1. HAS Hipertension arterial sistémica, Ang II angiotensina II, 2K-1C dos
rifiones-un clip, 1K-1C un rifién-un clip, L-NAME No-nitro-L-arginina-metil éster,

DOCA acetato de deoxicorticoesterona. Tomado de Baios, 2002.

MODELOS MANIFESTACION CLINICA

Genéticos

e Ratas espontaneamente hipertensas
(SHR)

e Ratas Dahl sensibles a la sal (DSS)

e Rata hipertensa Fawn Hooded (FHH)

e Rata hipertensiva de Milan
e Rata hipertensiva de Lyon

e Rata hipertensiva de Sabra

e Rata genéticamente hipertensa

e Roedores genéticamente modificados
(knockout)

Quirtirgicos

e Coartacion aortica

e Rinén 5/6

e Hipertensién arterial Goldblatt, reduc-
cion de masa renal

e Modelo 2K-1C, 1K-1C

Farmacoldgicos
e Angll

e L-NAME

* Endotelina
e Alcohol

Metabdlicos
e Hipertrigliceridémica
e DOCA + Sal

Hipertensién primaria o esencial

Hipertensién genética, dafio renal
y vascular

Hipertensién genética, enfermedad renal
cronica

Hipertensién genética, susceptibilidad a
proteinuria y lesién renal

Hipertensién genética, alteraciones rena-
les, metabdlicas, autondmicas, cardiacas

Hipertension genética por interacciones
ambientales

Hipertensién genética

Hipertensién genética

HAS elevada, ateroesclerosis
HAS por nefropatia, uremia

HAS por edad, nefropatia renovascular y
aumento de Ang II

HAS por vasoconstriccién, aumento de
Ang Il y volumen

HAS, nefropatia

HAS, dafio endotelial

HAS, dafio endotelial

HAS, por alcoholismo crénico

HAS moderada, dislipidemia
HAS elevada, sensibilidad oral
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5.3 Modelo de 6rgano aislado

El modelo de érgano aislado es muy versatil para determinar la capacidad
que tienen las muestras de prueba de relajar la contraccién inducida por
un agente contractil (noradrenalina, Ang II, CaCl,, entre otros). Los efectos
relajantes mostrados por las muestras de prueba permitirdn seleccionar
aquellas que tengan la potencia y eficacia significativas (comparada con el
control), para ser evaluadas en modelos animales integros (estudio in vivo).
Adicionalmente, este modelo permite determinar los mecanismos de ac-
cién funcional del efecto relajante inducido por las muestras de prueba,
a través del uso de agonistas, antagonistas, bloqueadores o activadores
de canales i6nicos e inhibidores enzimaticos involucrados en los procesos de
contraccién/relajacién del tejido vascular seleccionado.

5.3.1 Sistema de determinacién del efecto vasorrelajante en érgano
aislado

Los animales de experimentacién se exponen en una camara con éter
etilico. Posterior a ello, la aorta toracica es disectada y limpiada del tejido
conectivo, la cual se corta en anillos con longitud de 4-5 mm. Posteriormen-
te, se montan en ganchos de acero inoxidable bajo tensién 6ptima de 3 g,
en una camara de incubacién de érgano aislado que contiene solucién de
Ringer-Krebs, a temperatura constante de 37 °C y oxigenados con mezcla
de 0,/CO, (95:5). Los cambios de tensién se registran por equipos transduc-
tores de fuerza Grass-FT03 (Astromed, West Warwick, RI, EUA) conectados
a un Analizador MP100 (Biopac Instruments, Santa Barbara, CA, EUA).

Después de 60 min para el equilibrio del tejido, los anillos deberan ser es-
timulados con NA (0.1 pM) durante 10 min y se lavaran rapidamente con so-
lucién de Ringer-Krebs para eliminar el agente estimulante. A continuacion,
este procedimiento sera repetido dos veces cada 30 min. Cuando es reque-
rido, el endotelio vascular es removido mecdnicamente con un estilete de
acero inoxidable, y la ausencia de la capa endotelial se confirma por la falta
de respuesta relajante al carbacol (1 pM) después de la ultima contraccién.
Luego, se realiza una cuarta contraccién con NA 0.1 pM, y posterior a 10 min
se agregan las muestras de prueba (extractos, compuestos puros o control
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positivo), de forma acumulativa en concentraciones logaritmicas (Arias-Du-
ran et al., 2021; Estrada-Soto et al., 2021).

Finalmente, la accién relajante de las muestras de prueba se determina a
partir de trazos utilizando el software Acknowledge (Biopac®).

5.4 Modelo genético de hipertensiéon primaria o esencial

5.4.1 Rata Espontdneamente Hipertensa (SHR)

La SHR es el modelo animal genético mas conocido y usado que desarrolla
caracteristicas de la hipertensién primaria o esencial en humanos. La cepa
SHR tuvo su origen en una colonia exogdmica de ratas Wistar Kyoto (WKY)
en Japén (Okamoto y Aoki, 1963), cuando detectaron y, posteriormente, se-
leccionaron unas ratas que tenian presién arterial muy por arriba de lo nor-
mal (hipertensas), sin causas conocidas que pudieran relacionarse con dieta

Tabla 2. Se muestran los valores de presion arterial sistdlica, diastdlica y media,
y frecuencia cardiaca en ratas WKY y SHR a lo largo de 30 semanas.
Fuente: datos propios.
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Valores de peso, presion arterial sist6lica (SBP), presion arterial diastdlica (DBP), presién
arterial media (MAP) y frecuencia cardiaca (HR) de la rata Wistar Kyoto (WKY) y la rata es-
pontdneamente hipertensa (SHR) a diferentes edades. Los valores son promedio + SEM.
*p < 0,05 vs. control para cada edad.
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o con estresores ambientales (por ello el nombre de ratas espontaneamente
hipertensas, SHR). Asi, los investigadores cruzaron un macho con presién
arterial alta y una hembra con presién arterial alta discreta, seleccionaron
la progenie con hipertension y las cruzaron entre hermanos, haciendo una
cepa endogamica.

Es muy importante destacar que las SHR desarrollan la hipertensién al
aumentar la edad, por lo que se recomienda medir su presién arterial a par-
tir del destete y a lo largo de su crecimiento (Tabla 2). En términos generales,
una rata SHR de 10 semanas de edad puede tener presion arterial sistdlica
>150 mmHg, aunque es importante cerciorarse midiendo la presién arterial
desde las 4 semanas de edad (Figura 7) (Castro-Moreno et al., 2012; Lerman
et al., 2019).

Para determinar el efecto antihipertensivo de las muestras de prueba,
se forman al menos tres grupos de experimentacién con 6 animales: a un
grupo (G1), se le administra por via oral el vehiculo (grupo control); al grupo

Figura 7. Iméagenes que muestran un equipo de pletismografia para medir presion arte-
rial en la cola de roedores, incluyendo el sistema de restriccién de movimiento; el sensor
de cola y el sistema de registro da la presién arterial. Fuente: datos propios.
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de prueba (G2) se le administra por esta via la muestra a evaluar, a una dosis
experimental por lo menos (por ejemplo 50 mg/kg); y al tercero (G3), el con-
trol positivo, que se sugiere sea un farmaco utilizado en la terapéutica de la
hipertensién (se sugiere administrar la dosis terapéutica). Posteriormente,
se miden los siguientes pardmetros: Presién Arterial Sistélica (PAS), Presién
Arterial Diasto6lica (PAD), Presion Arterial Media (PAM) y Frecuencia Cardiaca
(FC), esto con ayuda de un Pletismoégrafo LES007 (Harvard Apparatus), pro-
visto del programa Chart V 4.2 de Powerlab AD Instruments. Se realizan al
menos seis lecturas por animal, a los tiempos 0, 1, 3,5 y 7 horas posteriores a
la administracién para determinar un efecto agudo (Arias-Duran et al., 2021,
Estrada-Soto et al., 2021).

5.5 Modelos de hipertension secundaria

5.5.1 Hipertensién provocada por inhibicién de la sintesis de 6xido
nitrico

El endotelio vascular o ttinica intima es un érgano estructuralmente simple,
pero funcionalmente muy complejo; se compone de una monocapa de célu-
las que recubre la superficie interna de los vasos sanguineos (es decir, esta
en contacto con la sangre), en cavidades cardiacas, en cuerpos cavernosos,
en vasos linfaticos y en camara interior del ojo. El endotelio vascular es un
sistema muy dinamico que influye, profundamente, en la bioquimica/fisio-
logia de las células que conforman el vaso sanguineo y en la fluidez de la
sangre, pues producen sustancias vasoactivas que tienen efectos sobre las
plaquetas y otros elementos formes de la sangre (Figura 1).

Debido a su ubicacién estratégica en los vasos, el endotelio (tuinica intima
que es “banada” por la sangre e interacciona con células musculares, Figu-
ra 1) también detecta cambios en las fuerzas hemodindmicas (shear stress)
que actian sobre la pared vascular; asi como senales de mediadores quimi-
cos que son transportados en la sangre y responde a esas senales liberando
sustancias vasoactivas, algunas con actividad relajante como el NO, el fac-
tor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) y la PGIL, o con actividad
vasoconstrictora como la endotelina, la AngII, el TXA, y el anién superdxido
(Figura 1).
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Una vez sintetizado, el NO es un metabolito muy importante de la célula
endotelial y de vida media corta; difunde al musculo liso vecino y activa
la enzima guanilil ciclasa soluble, la cual sintetiza el segundo mensajero
GMP ciclico (GMPc) a partir de GTP citosoélico, que a su vez activa la proteina
cinasa G (PKG), la cual activa la fosfatasa de miosina con lo que se desfosfo-
rila la cadena ligera de la miosina y provoca la relajacién de la célula mus-
cular (https://www.reading.ac.uk/nitricoxide/intro/no/cgmp.htm). E1 NO es sinte-
tizado por un conjunto de enzimas, las sintasas de NO, la NOS I o neuronal
(NOSn), la NOS II o inducible (NOSi) y la NOS III o endotelial (NOSe) (Forster-
mann y Sessa, 2012). Todas las NOS usan el aminoacido esencial L-arginina
como sustrato (Figura 8).

NH-> NH->
| & NADPH NADP™* |
C=—NH-> C=0
| 0. |
NH NH
&hs) Ca . (CH2) + NO
| 28 Sintasa de NO i | =
CH—COO ™ (NOS) cIH—coo-
*NHs *NHs
Arginina Citrulina

Figura 8. Sintesis de NO a partir de Arginina y la accién de NOS.

El NO tiene una funcién muy relevante en el tono vascular sistémico, lo
que controla el flujo sanguineo local y la presién arterial. Por lo tanto, cuan-
do el endotelio vascular se dafia o se remueve mecanicamente de las arte-
rias y venas, o se inhibe la sintesis del NO (usando analogos de la L-arginina,
como el nitro-L-arginina metil éster o L-NAME, que inhibe a las 3 sintasas),
la respuesta del musculo liso vascular a diferentes agentes vasoconstricto-
res se incrementa (Guzman-Hernandez et al., 2015).

Lo anterior indica que en condiciones normales, el NO es un regulador
vasodilatador muy importante, debido a que el musculo liso vascular esta
continuamente expuesto a vasoconstrictores que llegan del SNC y de la san-
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gre, como: NA, serotonina, Ang II, prostaglandinas y endotelinas. Por lo tan-
to, el NO ejerce una importante vasodilatacién ténica que reduce los efectos
de vasoconstrictores locales y circulantes, contribuyendo de esta manera a
regular finamente la presién arterial y el flujo sanguineo a los érganos.

El modelo de HAS por inhibicién aguda o crénica de las NOS, mediante el
andlogo de arginina, L-NAME, administrado via oro-gastrica, produce vaso-
constriccién y aumento de la presién arterial sistémica (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de L-NAME administrado in vivo sobre la presién arterial sistélica. Toma-
do de Guzman-Hernandez et al., 2015.

Ademis, el incremento en la presion arterial se asocia con la marcada
reduccién en la excrecién renal de nitritos, como consecuencia de la defi-
ciente produccién de NO (Guzman-Hernandez et al., 2015). Este modelo per-
mite investigar aquellos mecanismos asociados con el NO en el desarrollo
de la HAS.

5.5.2 Hipertensién inducida por infusion continua de angiotensina II

Un modelo para contestar preguntas que involucran la accién de la Ang II
es, precisamente, por infusién continua de Ang II en ratas normotensas, uti-
lizando minibombas osméticas de liberaciéon continua (que se implanta via
subcuténea en el lomo del roedor, Figura 10) y controlada del farmaco a estu-
diar, observando el curso temporal de aparicién de la hipertensién (Figura 11).
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Figura 10. Iméagenes que muestran la bomba miniosmética, la implantacién subcutanea
en el lomo del ratén y la implantacién subcutdnea en el lomo de la rata. Fuente: datos
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Figura 11. Curso temporal de la infusién continua con Ang II sobre la presién arterial
sistdlica en ratas control y en ratas con Ang II. Tomado de Gallardo-Ortiz et al., 2016.
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Este modelo permite explorar diferentes condiciones experimentales, donde
coexisten o se relacionan respuestas provocadas por la presencia continua, y
en alta concentracién, de agentes presores (Ang II, NA y otros) que modifican
el desarrollo de la presién arterial, como se aprecia en la Figura 11.

Por ejemplo, la alta concentracién de Ang Il puede favorecer la expresién de
otros receptores vasculares, y asi investigar si las acciones pro-hipertensivas
de la hormona involucran de manera indirecta a esos receptores (Figura 12).
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Figura 12. Datos que muestran la expresién del gen «, -adrenérgico y del receptor (pro-
teina), comparando muestras de aorta de ratones control y deficientes del gen para el
receptor de aril-hidrocarbones (KO AhR). Se observa la mayor expresién de o, -AR en los
ratones KO AhR). Tomado de Villalobos-Molina et al., 2008.

5.6 Registro de la presién arterial

Las ratas se entrenan para la medicién de la presién arterial en la cola,
mediante un método no invasivo, con un Pletismégrafo LE5007 (Harvard
Apparatus) (Figura 7). Una vez registrada la presién arterial basal, se mide la
presién arterial cada 3-7 dias o mas (Tabla 2).

Se utilizan ratas macho de diferente edad (1 a 18 meses de edad) y cepa
(Wistar, WKY y SHR). Los animales se adquieren de la casa Charles River
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(Wilmington, MA, EUA) o del Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular,
UNAM. También se usan ratas Wistar para hacerlas hipertensas por libera-
cién continua de AngII (Figuras 10 y 11). Los animales se mantienen y usan
de acuerdo a la norma oficial NOM-062-Z0O0-1999, y el proyecto debe ser
autorizado por el comité institucional de ética.

5.7 Evaluacién de tratamientos antihipertensivos

Se utilizan ratas de diferente edad (preferentemente de 1 mes) y se emplean
las vias de administracién adecuadas para el farmaco a probar:

1. El farmaco disuelto en el agua para beber (por ejemplo, losartan, anta-
gonista de AT R o captopril, inhibidor de la Enzima Convertidora de An-
giotensina, que se aprecia en las Figuras 3, 6,11y 12), en las ratas Wistar,
SHR y WKY, y ratones KO AhR para observar el desarrollo de la HAS.

2. Implantacién de bombas osméticas (Alzet, CA, EUA), como en la Fi-
gura 10, que liberan continuamente (de 1 a 4 semanas) el farmaco a
probar: Ang II (200 ng/kg/dia) para hacer hipertensas a las ratas Wis-
tar como muestra la Figura 11; y Ang Il mas una segunda bomba con
Losartan (antagonista de los receptores AT, que también se observa
en la Figura 11).

3. Administracién directa de la muestra de prueba via sonda intragas-
trica, que permite depositar directamente la muestra en el estomago
del animal de experimentacién. Para el monitoreo continuo de los
cambios en la presién y en la frecuencia cardiaca, se usa la pletismo-
grafia en la cola de los animales.

5.8 Respuestas presoras in vivo en ratas descerebradas
y desmeduladas

Las ratas se anestesian con pentobarbital sédico (40 mg/kg, i.p.), se descere-
bran y desmedulan; se les proporciona respiracién asistida (bomba de res-
piracién Harvard Apparatus, EUA); se canulan (canula de polietileno, PE 10)
en la arteria carétida izquierda, para medir la presién sanguinea y la tasa
cardiaca (Blood Pressure Analyzer, Digi-Med, KY, USA) y se canula la vena
femoral derecha para la inyeccién de las muestras de prueba. Se generan
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Figura 13. Modelo de rata desmedulada y descerebrada. La imagen indica los lechos ar-
teriales utilizados en el modelo (la arteria carétida y la vena femoral). En la radiografia se
muestra un estilete de acero que se inserta a través de la érbita ocular, y el foramen mag-
num en el foramen vertebral para destruir mecanicamente el cerebro y el conducto de la
médula espinal. Las ratas son ventiladas artificialmente, se les realiza una simpatecto-
mia y vagotomia bilateral, y la arteria carétida derecha es ligada. Se colocan catéteres en
la vena femoral y en la arteria carétida izquierdas, para la administracién de farmacos
y medicién de la PA, respectivamente. Tomado y/o modificado de Gillespie et al., 1970;
Watts et al., 2012; Leén-Moreno et al., 2020, y datos propios.
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Figura 14. Grafica que muestra el efecto presor (presion arterial diastélica) de fenilefrina
en ratas desmeduladas y descerebradas y el antagonismo sobre los diferentes o,-ARs, en
ratas Wistar de 1 mes (A) y 6 meses (B). Tomado de Ibarra et al., 1997.
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curvas dosis-respuesta a agentes presores (por ejemplo, fenilefrina) con y
sin antagonistas (Figura 13). Modelo de rata desmedulada y descerebrada
(Gillespie y Muir, 1967). Este modelo propociona informacién sobre la vascu-
latura de resistencia de la rata (Figuras 13 y 14).

Conclusién

Los modelos presentados en esta obra son los de mayor accesibilidad en
México, e incluyen el modelo genético de hipertensién primaria (SHR) y dos
modelos de hipertensién secundaria, inducidos con L-NAME o con AngII. La
descripcién de los métodos de registro de presién arterial y de contracciéon
en arteria aislada, asi como de la histologia de vasos y corazoén, permite aso-
ciar el modelo con las mediciones. Por ultimo, el modelo de rata descerebra-
da y desmedulada permite experimentar con el sistema cardiovascular in
toto, en ausencia de influencia del Sistema Nervioso Central, para identificar
la participacién periférica en la homeostasis de la presion arterial.
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6.1 Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una de las enfermedades crénico-degenerati-
vas mas importantes de la humanidad. El término diabetes mellitus incluye
varios sindromes indicativos de un metabolismo anormal de carbohidratos.
La carga genética familiar y el estilo de vida actual, caracterizado por el se-
dentarismo, propician el desarrollo de esta enfermedad. Entre los factores
fundamentales que promueven el desarrollo de la enfermedad se encuentra
el exceso de una ingesta calédrica, la obesidad, el tabaquismo y la falta de
actividad fisica.

La diabetes es una enfermedad sistémica de caracter crénico que se ca-
racteriza por hiperglucemia persistente. La hiperglucemia puede ser con-
secuencia de la disminucién de la secrecién de insulina por las células 8,
ubicadas en los islotes de Langerhans del pancreas; o bien, por la incapaci-
dad de las células blanco para responder a esta hormona, fenémeno cono-
cido como resistencia a la insulina (RI). Esta Gltima produce afectaciones en
el transporte e incorporacién de glucosa en miocitos y adipocitos, aunque
otros tipos celulares también pueden verse afectados (Liwen et al., 2019; Ma-
drigal y Guzman, 2003; Leslie et al., 2016).

Conforme progresa la enfermedad, la hiperglucemia alcanza concentra-
ciones nocivas para los sistemas fisiolégicos, provocando complicaciones
micro y macrovasculares que culminan en enfermedades asociadas que
pueden generar dano en el tejido nervioso (neuropatia), el rinén (nefropa-
tia), la retina (retinopatia) y en practicamente todo el organismo, con un
pronoéstico letal si no es controlada. También, con el progreso de la enfer-
medad, los pacientes con DM sufren complicaciones cardiacas, arteriales
periféricas y cerebrovasculares, obesidad, cataratas y enfermedad de higado
graso no alcohdlico (Canivell y Gomis, 2014).

6.2 Diagnéstico de la diabetes mellitus

El diagnéstico y tratamiento oportuno de la DM es proceso fundamental
para detener la progresion y deterioro que produce la hiperglucemia en los
diferentes érganos y tejidos. Existen diferentes criterios de diagnéstico, los
cuales son revisados constantemente por diferentes asociaciones médicas
a nivel mundial, destacando la Asociacién Americana de la Diabetes (ADA) y
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de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Uno de los criterios de diag-
néstico mas empleados estd basado en la medicién de los niveles sangui-
neos de glucosa a cualquier hora del dia; o bien, la medicién de la glucosa
en sangre con un ayuno de por lo menos ocho horas. Otro criterio de diag-
néstico se basa en la prueba de tolerancia de glucosa, la cual se describe en
el Apartado 6.9. También se debe considerar la medicién de la hemoglobina
glicosilada (HbA1lc), proteina sanguinea con una tasa de recambio prolonga-
da que permite descartar los probables errores metodolégicos en los crite-
rios anteriores. Esta Ultima permite valorar el comportamiento glicémico a
lo largo de varios meses. En el siguiente esquema se muestran los diferentes
criterios que pueden auxiliar en el diagnéstico de la DM, de acuerdo con los
criterios del 2019 de la ADA, 2020 (Figura 1) (Mateos y Castillo, 2002).

Es importante considerar que para el diagnéstico de la DM, los sintomas
en los pacientes también juegan un papel importante. Si bien parte de los
signos son evaluados con los criterios de diagnéstico establecidos anterior-
mente, los sintomas ayudan a confirmar el diagnoéstico. Entre los principales
sintomas se encuentran la poliuria (emisién excesiva de orina), polifagia
(apetito exagerado), polidipsia (sed excesiva) y pérdida de peso sin razén
aparente (Zimmet et al., 2001).

Estado prediabético
Glucemia HbAlc
en ayunas 57a64%

100 a 125 mg/dL

Diagnéstico confirmado

Glucemia Glucemia HbAlc Glucemia
en ayunas al azar 6.5 % alas 2 horas en una
>126 mg/dL >200 mg/dL prueba de tolerancia oral
>200 mg/dL

Figura 1. Criterios de diagnéstico de la Diabetes Mellitus (DM) de acuerdo con la ADA de
2019. La presencia de alguno de los signos permite establecer un estado Pre-Diabético o
un diagnéstico confirmado de DM.
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6.3 Epidemiologia de la diabetes mellitus

La DM es una enfermedad con registros alarmantes a nivel mundial. En las
ultimas décadas se ha producido un incremento acelerado en su prevalen-
cia, el cual coincide con la venta de productos industrializados. Se prevé que
en los proximos afnos se tendra un aumento mayor en la incidencia de dicha
enfermedad, en especial en los paises que se encuentran en vias de desa-
rrollo. La incidencia en el mundo fue de 463 millones de personas en 2019,
con proyecciones de 578.4 millones en 2030 y de 700.2 millones en 2045. Los
paises con mayor incidencia de DM son China, India y Estados Unidos de
América. En México, la incidencia fue de 12.8 millones de personas en 2019,
lo que representa una prevalencia del 9.9 %. Se espera que la prevalencia
aumente tanto en hombres como en mujeres para el 2030 y 2045 (Cho et al.,
2018; Magliano et al., 2019; Fazeli et al., 2013).

Hasta hace pocos anos, la DM se diagnosticaba con mayor frecuencia en
adultos, pero en la actualidad también se estd manifestando en nifos. Esto
se debe principalmente al aumento de la obesidad y la inactividad fisica de
ninos y adolescentes (Cho et al., 2018). México ocupa el sexto lugar a nivel
mundial con 12.8 millones de personas diagnosticadas en el 2019. Se ha
estimado que la esperanza de vida para individuos con diabetes se reduce
entre cinco y diez anos. En México, la edad promedio de las personas que
mueren por complicaciones de diabetes es de 66.7 anos, lo que sugiere una
reduccién de 10 afos en la esperanza de vida (Hernandez-Avila et al., 2013).

6.4 Clasificacion de la diabetes mellitus

La DM se clasifica principalmente en diabetes tipo 1 y tipo 2, diabetes aso-
ciada a mutaciones y algunas hiperglucemias producto de circunstancias
traumaticas o secundarias a otras enfermedades.

6.4.1 Diabetes tipo 1 (DT1)

La DT1, también conocida como diabetes juvenil o diabetes insulinodepen-
diente, es una forma de la enfermedad poco frecuente y resulta de la des-
truccion autoinmune de células B-pancredticas en los islotes de Langerhans
del pancreas. Existen distintas causas que pueden estar asociadas a la des-
truccién de los islotes: virus, agentes quimicos, autoinmunidad cruzada o
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incluso una predisposicién genética. Sin embargo, la mayor susceptibilidad
para desarrollar DT1 se encuentra en los genes del antigeno leucocitario
humano clase II (HLA clase II) del cromosoma 6, que contribuyen con el 50 %
del riesgo, y son asociados algunos polimorfismos genéticos en los sitios de
unioén del péptido (Gan et al., 2012).

Cualquiera que sea la causa asociada, en este tipo de diabetes el sistema
inmune es el responsable de inducir una respuesta inflamatoria destructiva
contra las células pB-pancredticas. Los marcadores de la destruccién inmu-
ne incluyen autoanticuerpos dirigidos a células de los islotes de Langer-
hans, asi como autoanticuerpos contra insulina, contra acido glutdmico 65
y contra la tirosina fosfatasa IA-2 (Maedler, 2008). De esta forma, el sistema
inmune asegura la destrucién de las células que no reconoce como propias
(Madrigal y Guzman, 2003; Jackson et al., 2001).

6.4.2 Diabetes tipo 2 (DT2)

La DT2 representa entre el 90 % y el 95 % de los casos de DM, presentando
la incidencia mas alta en los paises de ingresos bajos. Es un problema de
salud publica a nivel mundial que se ha agravado en las Gltimas décadas.
Entre las causas que desencadenan la DT2 se encuentran diversos factores
como la herencia poligénica, dislipidemia, hipertensién arterial, dieta rica
en carbohidratos, factores hormonales y una vida sedentaria (Madrigal y
Guzman, 2003). La DT2 también se asocia estrechamente con la obesidad,
ya que cerca del 90 % de las personas diagnosticadas con DT2 presentaron
en el transcurso de su vida obesidad o sobrepeso, lo cual refleja la estrecha
relacién que existe entre ambas patologias (Kluth et al., 2011; Sharabi, 2012).
Se reconoce a la resistencia a la insulina como el factor responsable de co-
nexién entre ambos problemas médicos.

A nivel molecular, la resistencia a la insulina puede producirse por alte-
raciones posteriores a la unién de la hormona con el receptor de la insulina,
generando asi una modificacién en la funcionalidad del receptor o durante
la senalizacion. Entre las alteraciones mas comunes se encuentran:

e Disminucién de la actividad de tirosina cinasa del receptor.
e Aumento en el estado de fosforilacién en residuos de serina-treonina

(Ser/Thr) y disminucién en la fosforilacién en residuos de tirosina.
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e Defectos en la expresién y funcién del transportador de glucosa tipo
4 (GLUTA4).

e Inhibicién de la PI3K por el exceso de acilglicéridos asociada a un
aumento en la fosforilacién en residuos de Ser/Thr del IRS-1.

e Incremento en la desactivaciéon de Akt, debido a un aumento en la
cantidad de ceramida y diacilglicerol en células musculares (Rincén
e Islas, 2016).

La resistencia a la insulina es un factor caracteristico de la DT2, y ha sido un
elemento de estudio en multiples investigaciones orientadas al estudio de
la fisiopatologia o al disefio de nuevas terapéuticas.

6.4.3 Diabetes mellitus tipo MODY y gestacional

En la DM tipo MODY (maturity-onset diabetes of the young), la glucosinasa
(hexocinasa IV) parece ser la responsable, ya que esta enzima se expresa en
tejidos que regulan el metabolismo de la glucosa, como el higado y el pan-
creas; y funciona como un sensor de glucosa catalizando su fosforilacién.
Las mutaciones en el gen de dicha enzima ocurren en este tipo de diabetes e
inducen una disminucién en la capacidad de fosforilar a la glucosa. Cuando
las células B-pancredticas se exponen a concentraciones altas de glucosa de
manera crénica, disminuye la cantidad y la actividad de la glucosinasa; ade-
mas, la glicacién de factores de transcripcioén del gen de glucosinasa, reduce
su ARNm (Madrigal y Guzman, 2003).

La diabetes gestacional conduce a la hiperglucemia del feto. El pancreas
fetal responde a la concentracién de glucosa produciendo y liberando mas
insulina, lo que conlleva a una condicién de hiperglucemia e hiperinsuli-
nemia, lo que desarrolla varios problemas fetales, como fetopatia diabética
entre otros (Coustan, 2013).

Para poder disenar de manera racional las nuevas estrategias terapéuti-
cas, es necesario comprender la fisiopatologia de la enfermedad.

6.5 Fisiopatologia de la DT2

La patogenia de la diabetes es compleja y puede estar relacionada con
multiples factores de riesgo, incluidos los antecedentes familiares, vida
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sedentaria, envejecimiento, obesidad e ingesta caldrica. Sin embargo, con-
siderando que cerca del 90 % de las personas diagnosticadas con DT2 pre-
sentan o han presentado cierto grado de sobrepeso u obesidad, se considera
que esta patologia puede ser un factor crucial en la génesis de la diabetes
mellitus. En la Figura 2 se muestran los eventos mas importantes que ante-
ceden al diagnostico de diabetes.

El aumento en la ingesta caldrica y el descenso en el gasto de energia
promueve un desequilibrio energético, el cual se encuentra regulado por
los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARS). Por un
lado, se regula el almacenamiento de energia en forma de grasa en el teji-
do adiposo e higado, a través de la activaciéon de PPAR-y; mientras que, por
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Figura 2. Génesis de la diabetes mellitus. La DT2 presenta una asociacién muy estrecha
con el sobrepeso y la obesidad. Se muestran los eventos mas importantes que anteceden
al diagnéstico de la enfermedad (léase en el sentido de las manecillas del reloj).
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otro lado, se regula la oxidacién de acidos grasos en el higado y musculo, a
través de la activacién de PPAR-a y PPAR-§, respectivamente. El desequilibrio
energético produce un incremento en el peso corporal y una alteraciéon en
la liberacién de 4cidos grasos, los cuales afectan el metabolismo general de
grasas y comunmente inducen dislipidemias (hipertrigliceridemia e hiper-
colesterolemia). Un incremento en la concentracién de lipidos y carbohi-
dratos conlleva a un aumento en la formacién de especies reactivas de oxi-
geno (EROS), lo cual genera productos de lipoperoxidaciéon que finalmente
desencadenan un desbalance en el estado redox del organismo. Esto a su
vez provoca cambios en la senializacién celular que incluye a la cascada de
senalizacién de la insulina (Newsholme et al., 2016).

Si la ingesta excesiva de calorias se mantiene o se incrementa, el meta-
bolismo de la glucosa también se ve alterado, manifestandose a través del
fenémeno conocido como intolerancia a la glucosa, seguida de una secre-
cién aumentada de insulina (Larsen et al., 2003; Hammarstedt et al., 2012;
Diaz-Flores et al., 2004). La adipogénesis se torna en un proceso acelerado, lo
cual ocasiona que otros procesos como la vascularizacién se afecten, y con
ello se presente un déficit de oxigeno, provocando que los adipocitos entren
en un estado de estrés hipdxico (Boddu et al., 2014). Estas alteraciones gene-
ran modificaciones en la tasa de sintesis de la leptina, adiponectina, y una
secrecién descontrolada de adipocinas (Almanza-Pérez et al., 2008), afectan-
do diversos procesos como la via de senalizacién de la insulina (Denise y
Olefsky, 2015; Polonsky, 2012).

Las afectaciones provocadas por la resistencia a la insulina conllevan
a una reduccién del transporte de la glucosa, siendo el tejido adiposo y
musculo esquelético los més afectados (Arner y Ryden, 2015). Una de las
células encargadas de intensificar la senal emitida por el adipocito es el
macroéfago situado en el tejido adiposo (TA), el cual, bajo condiciones de
hipoxia, se infiltra hacia la periferia de los adipocitos y con ello favorece la
secrecién de mas citocinas y el reclutamiento de més macréfagos (Hosogai
et al., 2007; Sell y Eckel, 2009). De esta forma, queda establecido un perfil
proinflamatorio crénico de bajo grado que, con el paso del tiempo, afectara
diversos 6rganos (Blancas-Flores et al., 2010; Castro et al., 2014), ya que la
secrecién de citocinas se vuelve una constante en el organismo.
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La resistencia a la insulina conlleva a un estado de hiperglucemia cons-
tante que impacta directamente en el funcionamiento de diferentes érga-
nos y tejidos. Es hasta ese momento que se diagnostica la enfermedad, mo-
mento en el cual ya existe un cierto grado de avance en complicaciones
vasculares.

6.6 Principales complicaciones asociadas a la DT2

Existen diversos factores que afectan el desarrollo y progresiéon de la DT2,
como la dislipidemia y la acumulacién de metabolitos lipidicos (lipotoxi-
cidad), deficiencia de 6xido nitrico, hipertensién, reguladores y niveles de ci-
tocinas, estrés oxidativo e inflamacién. La exposicion persistente de los
tejidos a altas concentraciones de glucosa (glucotoxicidad) puede provocar
dano en el endotelio y en pequeiios vasos sanguineos (microvasculatura). A
nivel microvascular genera alteraciones en tejidos y 6rganos, incluido el ri-
noén (nefropatia), ojos (retinopatia), nervios y sistema nervioso central (neuro-
patia periférica y auténoma); mientras que a nivel macrovascular, propicia el
desarrollo de aterosclerosis, cardiopatia, infarto de miocardio y el accidente
cerebrovascular (Manda et al., 2015; Du et al., 2000; Zakaria et al., 2017).

6.7 Farmacos para el tratamiento de DT2

Debido a la complejidad fisiopatolégica de la DT2, el tratamiento farma-
colégico de la enfermedad es complejo. Por ello, se considera necesaria la
intervencién simultanea no sélo para el tratamiento de la hiperglucemia,
sino para todos los factores de riesgo cardiovascular, incluidos dislipidemia,
hipertensién y obesidad. Los cambios en el estilo de vida (modificaciones
dietéticas y aumento del ejercicio fisico) son elementos de suma importan-
cia para mejorar la condicién general del paciente. Ademas, es importante
el uso de medicamentos que favorezcan el incremento de la secrecién y
accién de la insulina, y puedan detener la progresién de esta enfermedad
(Ascaso, 2014). En el Cuadro 1, se describen diferentes grupos de farmacos
utilizados para el tratamiento de la DT2.

Las alternativas terapéuticas de las que se dispone en la actualidad tie-
nen como principal objetivo la disminucién en los niveles de glucosa, y
como consecuencia disminuir o retrasar las complicaciones vasculares. Sin
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embargo, es necesario disenar nuevos farmacos enfocados en el desequili-
brio energético, factor que desencadena una serie de cambios moleculares
y celulares que podrian ser considerados la base fisiopatoldgica de la en-
fermedad. En este sentido, los agonistas duales a PPARs representan una
alternativa importante en el diseno de farmacos enfocados en la base fisio-
patolégica, mejorando niveles de glucosa, lipidos, e inhibiendo el desarrollo
de un perfil proinflamatorio.

Para la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas, los modelos de es-
tudio son elementos clave en la investigacion cientifica.

6.8 Modelos murinos experimentales de diabetes

Desde finales del siglo XVIII los modelos murinos han sido ampliamente
utilizados en la investigacién biomédica. Los modelos animales son una
herramienta 1til para describir las caracteristicas fisiopatoldgicas de la en-
fermedad, asi como para la evaluacién de potenciales agentes farmacolé-
gicos. En el campo de la farmacologia son de gran utilidad para describir
los efectos de compuestos de origen natural o sintético, con potencial uso
terapéutico en patologias como la obesidad, la DT2, el cancer, entre otras.
De los animales mas utilizados en esta practica se encuentran los roedores,
principalmente la subfamilia Murinae, como el ratén CD1 (Mus musculus) y
la rata Wistar (Rattus rattus), los cuales requieren un cuidado relativamente
sencillo y econémico, ademas de que su tasa de reproduccioén es alta, obte-
niendo lotes de animales en un periodo relativamente corto. Asimismo, los
modelos murinos comparten una similitud anatémica y genética de ~99 %
con el humano, lo cual los hace ideales para la evaluacién de varios aspectos
fisiolégicos, bioquimicos y moleculares (Dutta y Sengupta, 2016) que pueden
ser extrapolados al ser humano.

Existen diferentes agentes quimicos que desarrollan hiperglucemia mo-
derada a severa y producen los efectos sistémicos caracteristicos de la DT2.
Ademads, se han desarrollado modelos de DM en animales genéticamente
modificados, que representan otra alternativa importante en la investiga-
cién cientifica, aunque el cuidado que demandan es alto y el costo de pro-
duccién elevado. También se cuenta con diversas estrategias dietéticas que
permiten desarrollar modelos animales con caracteristicas semejantes a la
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obesidad y la DT2. A continuacién, se describen los modelos experimentales
mas utilizados para la investigacién cientifica en DT.

6.8.1 Métodos quimicos de diabetizacion murina

La estreptozotocina (STZ) y la aloxana son considerados los agentes diabe-
togénicos mas potentes utilizados en modelos animales. Ambos son em-
pleados como citotoxicos de células pancredticas.

Estreptozotocina

La STZ actiia como molécula alquilante del ADN ocasionando su fragmen-
tacién y muerte celular y ha mostrado una alta selectividad por las células
B-pancredticas. De esta manera, provoca una deficiencia en la secrecién de
insulina y un estado de hiperglucemia crénico similar al de los pacientes
con DM (Al-Awar et al., 2016). Existen diferentes estrategias de dosificacién de
la SZT. En una de ellas se administra una dosis Unica de entre 45-70 mg/kg
por via intraperitoneal. Con esta dosis de SZT, entre ocho y diez dias, los
animales presentan niveles de glucemia entre 180 a 200 mg/dL (Lenzen,
2008). También se sugiere la administraciéon de dos a tres dosis de SZT con
un intervalo de tiempo de cinco a ocho dias entre las dosis. Finalmente,
otra estrategia sugiere la administracién conjunta o separada de SZT con
nicotinamida, un compuesto que se utiliza como citoprotector y que evita
parcialmente el efecto alquilante de la STZ en otros 6rganos (Szkudelski,
2012), permitiendo el desarrollo de hiperglucemia moderada. En este caso, la
nicotinamida debe administrarse por via intraperitoneal en una dosis Uni-
ca de 110 mg/kg de peso, 15 minutos después de la administracién de STZ
(Shirwaikar et al., 2004).

Aloxana

La aloxana es un agente que afecta a practicamente todas las células pan-
credticas, entre ellas las células B, y a ello se debe sus efectos en el metabo-
lismo. Induce un efecto diabetogénico ya que inhibe a la glucosinasa, una
enzima que induce la liberacién de insulina del pancreas (Al-Awar et al., 2016).
En ratones y ratas, la aloxana se administra en una dosis Unica de 70 mg/kg
por via intraperitoneal (Jasso-Villagémez et al., 2018). Después de ocho dias
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Figura 3. Niveles de glucemia en los modelos animales de hiperglucemia inducida qui-
micamente con estreptozotocina o aloxana en ratones CD1 después de 8 dias de su ad-
ministracién (Datos no publicados).

de su administracién, los niveles de glucemia son mayores a 250 mg/dL
(Figura 3) (Lenzen, 2008).

6.8.2 Modelos espontdneos y genéticamente modificados de DM

Las técnicas de biologia molecular permiten generar un gran numero de
modelos animales utiles para el estudio de la DM y obesidad. Al modificar
genes especificos, dichas técnicas permiten desarrollar modelos a medida
del estudio que se quiera realizar. Por ejemplo, se pueden producir ratones
que sobreexpresen o carezcan de un gen especifico (Plum et al., 2005). Los
tipos de manipulaciones que afectan a un gen en particular y pueden inte-
resar para producir un modelo son:

Sobreexpresién, que da lugar a ratones llamados transgénicos;
b. Eliminacién, que da lugar a ratones llamados “knock-out”; o bien,

c. Reemplazo de genes (con una forma alterada), que da lugar a ratones
llamados “knock-in”.
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Los animales transgénicos se obtienen mediante la incorporacién de un
gen modificado (transgen). El transgen se incorpora de modo aleatorio en el
genoma y sélo una reducida proporcién de oocitos fertilizados daran lugar
a una primera generaciéon que expresa el gen de interés. Para obtener ani-
males “knock-out” y “knock-in” se elimina, altera o sustituye el gen corres-
pondiente en células troncales embrionarias, las cuales se introducen en un
embrién precoz (en el cual se integran) dando lugar a animales quiméricos.
En el ratén existen de 22 000 a 25 000 genes, de los cuales varios cientos han
sido ya selectivamente modificados con el fin de investigar su funcién (Arias
y Balibrea, 2007).

6.8.2.1 Modelos de diabetes tipo 1 (DT1)

Ratas BB

Las ratas Biobreeding (BB, por sus siglas en inglés) son animales que provie-
nen del cruzamiento de dos linajes de ratas (Prone/Worcester) que mues-
tran una reaccién autoinmune en contra de las células pancreaticas, la cual
comienza después de la pubertad, ocasionando DT1 (Mordes et al., 2004). Es
un modelo que muestra las caracteristicas fisiopatolégicas tipicas de la DT1,
con un origen semejante a la enfermedad humana.

Ratones Akita

El ratén Akita fue en inicio desarrollado en Akita, Japoén, a partir de un ratén
C57BL/6NSIc que muté de manera espontanea el gen que codifica para la
insulina 2, lo que condujo a una sintesis errénea de proinsulina. Es conside-
rado un modelo ideal para el estudio de DT1 (Chen et al., 2011).

6.8.2.2 Modelos de diabetes tipo 2 (DT2)

Rata Zucker

La mutacioén en el gen fa fue descubierta en 1961 por Lois Zucker, en un
cruzamiento entre la cepa M de Merck y ratas Sherman. Son animales que
heredan la obesidad como caracter autosémico recesivo. Estos roedores se
caracterizan por tener una mutacién en el gen que codifica para el receptor
de leptina, lo que ocasiona hiperfagia, la cual —acompanada de una dieta
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hipercalérica— ocasiona el desarrollo de obesidad en un tiempo relativa-
mente corto, por lo general ocurre a las 4 semanas de edad (Phillips et al.,
1996). Ademas de la obesidad, este modelo es util en otras condiciones del
metabolismo asociadas a la diabetes, como hiperinsulinemia, hipergluce-
mia, hiperlipidemia, hipertensién, resistencia a la insulina (RI) e incluso in-
fertilidad (Chaves et al., 2007; Srinivasan y Ramarao, 2007).

Ratén db/db

El gen db es denominado el “gen de la diabetes”, se transmite de modo auto-
sémico recesivo y codifica una mutacién puntual (G aT) en el gen que codifi-
ca para el receptor de la leptina, esto da lugar a un déficit de sefalizacién de
dicha proteina. La mutacién db/db muestra muchas de las caracteristicas fi-
siopatolégicas de la DT2 humana (Sharma et al., 2003). La evolucién de estos
ratones ocurre en dos etapas, manifestando en primer lugar hiperinsuline-
mia a partir de los diez dias de edad y hasta la semana ocho; y en segundo,
hipoinsulinemia a lo largo de su vida (Like et al., 1972), reflejando quizas un
agotamiento pancredtico.

Ratén ob/ob

El ratén ob/ob fue descubierto en 1949 en el laboratorio Toscoe B. Jackson,
en Maine E.U.A. Es un ratén modificado por un cambio fortuito del gen que
codifica para la leptina. El ratén ob/ob muestra hiperfagia, obesidad, meta-
bolismo lento, hiperinsulinemia e infertilidad ocasionados por el hipogo-
nadismo hipogonadotrépico. Estos animales son principalmente utilizados
como modelo de DT2, obesidad e infertilidad asociada a estas enfermeda-
des (Lindstrom, 2007).

Ratén obeso de Nueva Zelanda (NZO)

Se trata de una cepa endogamica de ratones originaria de Nueva Zelanda y
seleccionada por obesidad poligénica. En este modelo, los animales presen-
tan un aumento de peso desde su nacimiento y aumento de grasa corporal,
que refleja predominantemente hipertrofia del tejido adiposo. La evolucién
de este modelo de diabetes representa un complejo fenémeno tipo indicio,
en el cual la tasa de adiposidad precoz establece un nivel diabetogénico de
resistencia a la insulina. Los ratones NZO machos desarrollan hipertensién
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cuando son sometidos a una dieta alta en grasa. A las ocho semanas de
vida, a pesar de la obesidad, estos roedores permanecen con valores norma-
les de glucemia, y con niveles plasmaticos de insulina y leptina levemente
elevados. La hiperglucemia es de aparicién tardia (en promedio en la se-
mana 16) y continda con evolucién cronica una vez establecida. Como ano-
malias metabdlicas tempranas se han documentado tanto resistencia a la
insulina, como un exceso de produccién de glucosa por parte del higado
(Arias y Balibrea, 2007).

Ratas Goto-Kakizaki (GK)

Este tipo de ratas desarrollan hiperglucemia moderada en etapas tempra-
nas de la vida, por lo que es considerado un modelo de DT2 no obeso. Este
modelo se desarroll6 utilizando ratas Wistar que presentan rangos de hi-
perglucemia en el limite con valores normales, tal y como se presenta en
la etapa de prediabetes, las cuales son sometidas a endogamia consecutiva
para obtener una descendencia con una hiperglucemia moderada (Al-Awar
et al., 2016).

Rata OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima fatty rat)

En 1984, dentro de una camada de ratas LongEvans (Charles River, Canadad),
se descubri6 una rata con diabetes espontanea, poliuria, polidipsia y obesi-
dad discreta. Desde entonces, se mantiene una linea de ratas procedentes
de aquella en la compania farmacéutica Otsuka y se las denomina por ello
OLEFT. Sus caracteristicas incluyen:

a. Un desarrollo tardio de la hiperglucemia tras 18 semanas de edad;
b. Un curso crénico de la enfermedad;

c. Obesidad discreta;

d. Aparicién clinica de diabetes principalmente en los machos.

Las ratas OLETF son portadoras de un alelo nulo para el gen de la colecisto-
quinina A (CCK-A), lo cual conlleva una capacidad disminuida para responder
a las senales del tracto digestivo involucradas en la saciedad después de la
ingesta de alimento (Arias y Balibrea, 2007).
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Rata israeli de la arena (Psammomys obesus)

En su hébitat natural, la rata Psammomys obesus consume de manera ha-
bitual una dieta vegetariana; sin embargo, cuando se alimenta con dieta
estandar de rata de laboratorio, consigue un fenotipo obeso, resistencia a
la insulina e hiperglucemia (Ziv et al., 1999). Ademas, si su dieta se comple-
menta con una dieta alta en colesterol, los roedores desarrollan hiperlipide-
mia y aterosclerosis (Marquié et al., 1991). Este modelo es en particular util
para abordar los efectos de la dieta y el ejercicio (Heled et al., 2002), asi como
el desarrollo de la DT2.

Tanto los modelos animales generados por agentes diabetdégenos, como
los modelos desarrollados por manipulacién génica, solo permiten una
aproximacién a la fisiopatologia de la enfermedad humana. Hasta el mo-
mento no se ha desarrollado un modelo que presente una evolucién natu-
ral de la enfermedad, por ello, se ha hecho énfasis en denominar a dichos
modelos como diabetes experimental, con caracteristicas semejantes a
tipo 2 o tipo 1. En la actualidad, se cuenta también con modelos celulares
que permiten tener un mejor control de ciertas variables, y afinar la apro-
ximacién a nivel molecular. Todos los modelos biolégicos ofrecen ciertas
ventajas y desventajas en el desarrollo de la investigacién, lo importante es
identificar y seleccionar el modelo adecuado.

Entre las variables experimentales normalmente cuantificadas en mode-
los animales, se puede localizar la determinacién en sangre de pardmetros
bioquimicos caracteristicos como: glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL, etc.
Ademas, se deben realizar dos pruebas diagnoéstico, claves en estos mode-
los: la prueba de tolerancia a la glucosa y la de sensibilidad a la insulina.

6.9 Prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO)

La PTGO es la prueba mas utilizada para el diagnéstico de diabetes, en par-
ticular de la DT2 (Figura 4). Esta prueba evalta la respuesta del organismo
a una carga de glucosa, asi como las alteraciones de su homeostasis. La
prueba puede realizarse tanto en animales sanos, obesos y diabéticos, sin
discriminacién de sexo, cepa, edad y tipo de alimentacién, lo cual puede
extrapolarse al humano.

162 Julio César Almanza Pérez ¢ José L. Eduardo Flores Saenz
Abraham Giacoman Martinez



Universidad Auténoma del Estado de Morelos ¢ Universidad Auténoma de Nayarit
Universidad Auténoma Metropolitana

PTGO
250
Control
__ 200 Pioglitazona (5 mg/kg)
—
S HS-DCM (200 mg/kg)
)
150
E
.
é‘ 100
Q
5
<] 50
0
0 30 60 920 120

Tiempo (minutos)

Figura 4. Prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO) en ratones CD1 sanos; Pioglita-
zona; HS-DCM: Extracto diclorometédnico de Hibiscus sabdariffa. Media + E.E.M. (n = 6).
* Diferencia significativa respecto al control (p < 0.05) (Giacoman-Martinez et al., 2019).

Antes de comenzar la prueba (Figura 4), los animales deben estar en ayu-
no de maximo 12 horas; a continuacion, se determina la concentracién de
glucosa sanguinea basal (mg/dL) (denominado tiempo 0), por el método
de la deshidrogenasa a través de un glucémetro. Enseguida se administra
una carga de glucosa por via oral (2 g/kg de peso), utilizando una cénula
para asegurar la administraciéon completa. Posteriormente se determinan
los niveles de glucosa en sangre durante 2 horas, cada 30 min, tomando las
muestras sanguineas de la vena caudal del animal. Como pardmetro com-
plementario, se puede calcular el area bajo la curva de los cursos tempo-
rales de las concentraciones plasmaticas de glucosa, con lo cual se puede
determinar el grado de intolerancia a la glucosa.

Nota: si se estd evaluando un farmaco, extracto o compuesto, éste puede
ser administrado 15 minutos antes de la glucosa, con la finalidad de eva-
luar su potencial efecto anti-hiperglucémico (Rozman et al., 2015; Giaco-
man-Martinez et al., 2019).
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6.10 Prueba de tolerancia a la insulina (PTI)

La prueba de tolerancia a la insulina evalia la capacidad del organismo para
responder a la insulina, asi como de reincorporarse a niveles basales de
glucosa. Es una prueba util para evaluar resistencia a la insulina (RI), la cual
se asocia a varias enfermedades metabdlicas, como la DT2, obesidad y otras
patologias como la ateroesclerosis e hipertensién (Kahn y Flier, 2000).

Para iniciar esta prueba (Figura 5), se cuantifica la glucosa basal (denomi-
nada tiempo 0) en animales que deben estar en ayunas de al menos 2 horas
(méximo 5 horas para evitar hipoglucemia). Posteriormente, se administra
insulina murina a una dosis de 0.75 U/kg de peso, en solucién de NaCl al 0.9 %
por via intraperitoneal. A continuacion, se cuantifica la glucosa sanguinea de
la vena caudal del animal a los 15, 30 y 60 minutos (Figura 5).

Nota: Es importante tener preparada glucosa al 20 %, ya que en caso de que
se presente hipoglucemia en los animales de experimentacién, se pone en
riesgo la vida del animal y es necesario interrumpir el ensayo y administrar
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Figura 5. Prueba de tolerancia a la insulina en ratones CD1. Control: ratones sanos;
Obesos: ratones con dieta alta en grasa y Diabéticos: Ratones diabetizados con aloxan.
Media + E.E.M. (n = 6). * Diferencia significativa respecto al control (p < 0.05) (Datos no
publicados).
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la solucién glucosada por via intraperitoneal en una relacién de 100pL por
cada 20 g de peso (Nagy y Einwallner, 2018).

6.11 Modelos celulares de experimentacion

Los modelos en cultivo celular son una herramienta importante para in-
vestigar con mayor profundidad los mecanismos celulares, bioquimicos y
moleculares, permitiendo explorar vias de sefializacién y mecanismos de
accién involucrados en el efecto farmacologico, ademas de identificar as-
pectos moleculares caracteristicos de la fisiopatologia.

Los modelos celulares nos brindan un mayor control de las variantes in-
volucradas, como el ambiente, nutrientes y temperatura, las cuales son con-
venientes para la descripcion de fenémenos y efectos farmacologicos.

En la actualidad se puede realizar el aislamiento y cultivo primario de prac-
ticamente cualquier tipo celular, ya sea de humano, rata o ratén principal-
mente. Ademas, existen lineas celulares de linaje murino y humano, las cuales
en muchos casos tienen la cualidad de ser “inmortalizadas”, es decir, que no
detienen su proliferacién, lo cual es conveniente en la experimentacién, ya
que se pueden proliferar y resembrar consecutivamente. Estas lineas celulares
son de facil manejo, el tiempo de cultivo y los costos son mas bajos compa-
rados contra un cultivo primario. Las marcas comerciales que ofrecen estas
lineas celulares brindan un solo tipo celular, conveniente por motivos de espe-
cificidad, es decir, que los resultados seran concretos a un tipo celular.

6.11.1 Adipocitos 3T3-L1

El tejido adiposo es uno de los érganos mds importantes en el metabolis-
mo, y estd involucrado tanto en la obesidad como en el desarrollo de la
DT2. Dentro de las lineas celulares utilizadas en estas patologias, destacan
los fibroblastos 3T3-L1 (ATCC®) (embrién, Mus musculus). El medio de cultivo
consiste en medio DMEM (de sus siglas en inglés: Dulbeco’s Modified Eagle
Medium), glucosa [25 mM], aminodcidos no esenciales [0.1 mM], L-glutami-
na [2 mM], piruvato de sodio [1 mM], gentamicina [0.01 mg/L] y 10 % de suero
fetal bovino. A este tipo celular se le puede inducir a diferenciar adipoci-
tos, a través de un coctel de diferenciacién en un solo tratamiento [10
mg/L de insulina murina, 0.5 mM isobutilmetixantina (IBMX) y 0.25 pM
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de dexametasona], bajo las siguientes condiciones: 37 °C en una atmoésfera
al 95 % de humedad y CO,al 5 %, cambiando el medio de cultivo cada dos
dias, por ocho dias (Giacoman-Martinez et al., 2019). En este tipo celular se
pueden evaluar marcadores moleculares asociados a la senalizacién de la
insulina, marcadores inflamatorios, incorporacién de glucosa, adipogénesis,
oxidacién de acidos grasos, etc.

6.11.2 Mioblastos C2C12

Los mioblastos C2C12 (ATCC®) (musculo, Mus musculus) son considerados
otro modelo celular importante, ya que el musculo juega un papel funda-
mental en la resistencia a la insulina. El medio de cultivo consiste en medio
DMEM, glucosa [25 mM], aminodacidos no esenciales [0.1 mM], L-glutamina
[2 mM], piruvato de sodio [1 mM], gentamicina [0.01 mg/L] y 10 % de suero
fetal bovino, bajo las condiciones siguientes: 37°C en una atmésfera al 95 %
de humedad y al 5 % de CO,, cambiando el medio de cultivo cada dos dias
(Giacoman-Martinez et al., 2019). En este tipo celular se pueden evaluar los
marcadores moleculares asociados a la sefializacion de la insulina, incorpo-
racién de glucosa, oxidacién de acidos grasos, almacenamiento y gasto de
glucégeno, contraccioén, etc.

6.11.3 Células pancredticas RIN-m5F

La linea celular RIN-m5F (ATCC®) es un tipo celular de origen pancreatico
(células tumorales de islotes pancreaticos, Rattus norvegicus). Esta linea ce-
lular nos permite abordar aspectos importantes sobre este érgano secretor
de insulina. El medio de cultivo adecuado es el RPMI-1640, suplementado
con suero de neonato de ternera (SNT) al 10 % (v/v), L-glutamina [2 mM],
piruvato de sodio [1 mM] y 20 mg/mL de gentamicina, bajo las condiciones
siguientes: 37 °C en una atmésfera al 95 % de humedad y 5 % de CO,, cam-
biando el medio de cultivo cada 2 dias (Hidalgo-Figueroa et al., 2017). En este
tipo celular se pueden evaluar los mecanismos asociados a la produccién y
liberacién de insulina, estrés oxidante, etc.

6.11.4 Hepatocitos HepG2

Como todos sabemos, el higado juega un papel muy importante en el me-
tabolismo, la regulacion de la glucosa y la resistencia a la insulina; por lo
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cual, la linea celular HepG2 (ATCC®) (hepatocarcinoma humana, Homo sa-
piens) resulta 1til al evaluar procesos metabdlicos asociados a la DT1y DT2.
Para su cultivo se utiliza medio DMEM al 10 % de SFB, bajo las siguientes
condiciones: 37 °C en una atmoésfera al 95 % de humedad y 5 % de CO, (Xu-
guang et al., 2019). En este tipo celular se pueden evaluar la incorporacién
de glucosa, oxidacién de acidos grasos, balance del almacenamiento y gasto
de glucégeno, etc.

A pesar de que estos modelos celulares provienen de un linaje inmor-
talizado, y en la mayoria de los casos conservan ciertas caracteristicas de
origen, principalmente asociadas con el cancer, pueden ser considerados un
modelo experimental adecuado para contar con aproximaciones al meca-
nismo molecular de accién de farmacos, extractos o compuestos.

A continuacién, se describen los ensayos experimentales mas comunes
empleados en los modelos experimentales.

6.12 Inmunodetecciéon de GLUT4 por microscopia confocal

La GLUT4 es una proteina importante en la incorporacién de glucosa en teji-
dos insulinodependientes, como el musculo esquelético y tejido adiposo. La
técnica consiste en la deteccién de este transportador y su localizacién en la
membrana plasmatica, la cual se asocia directamente con la incorporacién
de glucosa. El fundamento de esta técnica se basa en el marcaje de GLUT4
con un anticuerpo primario, después se adiciona un anticuerpo secunda-
rio (que se une al primario) marcado con un fluoréforo (por ejemplo,
rodamina), y posteriormente se observa a través de microscopia confo-
cal (Figura 6). Ademas, se pueden marcar los nucleos celulares con DAPI
(del inglés 4',6-diamidino-2-phenylindole), el cual refleja la integridad nu-
clear (Figura 6) (Loza-Rodriguez et al., 2020; Giacoman-Martinez et al., 2021).

6.13 Ensayo de incorporacién de glucosa

En este tipo de ensayo se puede utilizar cualquier tipo celular de interés,
principalmente adipocito o miocito. Se utiliza para evaluar la incorpora-
cién de glucosa dentro de las células. La técnica consiste en el marcaje de
2-deoxiglucosa (DOG) y 3 O-metil glucosa (OMG) radioactiva (*H- o “C), en
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a) Control

DAPI GLUT-4 MERGE
b) Acido ursélico

DAPI GLUT-4 MERGE
c) Pioglitazona

DAPI GLUT-4 MERGE

Figura 6. Translocacién de GLUT4. Efecto del acido ursélico (b) y pioglitazona (c) sobre la
translocacién de GLUT4 en mioblastos C2C12. Izquierda: tincién de nicleos con DAPI;
centro: marcaje GLUT4-rodamina e izquierda: transposicién de imagenes anteriores.
Imagenes de microscopia confocal a 40X (Loza-Rodriguez et al., 2020).

donde posteriormente se pueden evaluar los analitos radioactivos con un
detector de radioactividad (Tanti et al., 2001). El ensayo demanda de conoci-
mientos basicos en el manejo de radioctividad y sélo personal con licencia
POE puede realizar dicho ensayo, en un laboratorio que cumpla las condicio-
nes de seguridad adecuadas.

Otro ensayo es llevado a cabo mediante la utilizacién de 2-(N-(7-ni-
trobenz-2- oxa-1,3-diazol-4-il) amino)-2-deoxiglucosa (2-NBDG), un ho-
mologo fluorescente de la glucosa, el cual puede ser transportado por
proteinas cotransportadoras de Na*/glucosa tipo 1y 2 (SGLT1, SGLT2) y
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2-NBDG UPTAKE BY SGLT 747

LLC-PK, PMKC

+ NA*

- NA*

Figura 7. Imagenes de microscopia de fluorescencia de la incorporacién de 2-NBDG. Fi-
guras A, B, E y F, células LLC-PK, (Linea celular de rifién de jabali, ATCC); y figuras C, D, G
y H, células de cultivo primario de rifién de ratén. Las células fueron incubadas por una
hora a 37 °C en presencia de Na*(A-D) o libre de Na* (E-H); y en presencia (B, D, Fy H) y
ausencia (A, C, E y G) de 200 pM de 2-NBDG. Imagenes tomadas a 20X (imagen tomada
de Blodgett et al., 2011).

GLUT1, principalmente localizadas en los rifiones. El 2-NBDG, después de
ser internalizado a las células, es detectado por microscopia de fluorescen-
cia (Figura 7) (Blodgett et al., 2011).

6.14 Tincién con rojo oleoso

Esta técnica permite examinar el almacenamiento de lipidos en adipocitos
(Figura 8). El rojo oleoso es un pigmento que se intercala de manera selec-
tiva en los triglicéridos (principalmente encontrados en las vesiculas lipidi-
cas de los adipocitos). Adicionalmente, se puede determinar la acumulacién
de triglicéridos, mediante la extraccién del pigmento con isopropanol con
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Figura 8. Almacenamiento de lipidos. Adipocitos 3T3-L1 tefliidos con rojo oleoso. Micros-
copia Optica a 40X donde se muestran las vesiculas lipidicas (Giacoman-Martinez et al.,
2019).

Nonidet P-40 al 4 % y evaluarse por espectrofotometria a 510 nm (Giaco-
man-Martinez et al., 2019).

El modelo experimental a elegir es fundamental. Los objetivos deben ser
planteados antes de comenzar el o los experimentos, los cuales deben de
dar respuesta a la hipétesis planteada. A continuacién, se muestra el Cua-
dro 2, que servird al lector como una guia practica en la toma de decisién al
elegir modelos experimentales, ya sean animales o celulares.

Conclusién

Los modelos de experimentacién juegan un papel importante en la compren-
sién y descripciéon de los procesos fisiopatolégicos, tanto a nivel fisiolégico,
bioquimico y molecular, ademas de ser ttiles en el desarrollo de farmacos.
Tanto los modelos animales como celulares presentan ciertas ventajas y
desventajas. Los resultados obtenidos a partir de los modelos de experi-
mentacién deben ser interpretados de manera correcta, ya que ningiin mo-
delo experimental puede ofrecer una similitud total respecto a la patologia
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Cuadro 2. Modelos animales experimentales de enfermedades asociadas
al sindrome metabdlico.

Patcuc.glaExperimental DT2 DT1 Obesidad ObeDs'irdzad /
Ratas BB - ++ - _
Ratones Akita = ++ _ _
Rata Zucker ++ - + ++
Ratén db/db ++ - _ "
Ratoén ob/ob + - + +
Ratén obeso de Nueva Zelanda + - ++ ++
Ratas Goto-Kakizaki + - - -
Rata OLETF ++ - + +
Rata israeli de la arena ++ - + o+
Modelos genéticamente modificados * * * *
Modelo celular DT2 DT1 Obesidad Obesidad/
DT2
Adipocitos 3T3-L1 ++ = T+ ++
Mioblastos C2C12 ++ - + +
Células pancreaticas RIN-m5F ++ ++ - -
Hepatocitos HepG2 ++ - + +

+Recomendado, ++ Muy recomendado, * Especifico, - No recomendado.

en humanos. No existe el modelo ideal, la seleccion de éste depende de las
variables a evaluar. Los ensayos in vitro ofrecen particularidades que serian
dificiles de explorar en un modelo animal, principalmente en la descrip-
cién a nivel molecular, “disectar” cascadas de senalizacién y mecanismos
de accién con mayor precisién, ademas de que nos permite tener un mejor
control de las variables. Mientras que el modelo animal permite evaluar en
un sistema integral, aprovechando la interaccién de todos los sistemas, pero
con un menor control de las variables. La seleccién del modelo y el ensayo
es fundamental, y dependera del objetivo de investigacién, asi como de los
alcances del proyecto.
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Las enfermedades respiratorias son complejas de tratar debido a los dife-
rentes mecanismos inmunolégicos, farmacolégicos y ambientales que las
afectan. El asma es una de las enfermedades crénicas no transmisibles que
afecta a ninos y adultos en todo el mundo y, de acuerdo con la European
Respiratory Society, se define como una enfermedad inflamatoria crénica
de las vias respiratorias, en la cual diferentes mediadores celulares de la
inflamacién participan, ademas de estar condicionada por algunos factores
genéticos, el estrechamiento de las vias respiratorias ante estimulos fisicos
o quimicos y factores ambientales como alérgenos, infecciones respirato-
rias, ejercicio y estilo de vida. Este padecimiento se reporta como una de las
enfermedades crénicas mas comunes en los ninos que deteriora su calidad
de vida (GINA, 2022).

El principal motivo de consulta hospitalaria de pacientes asmaticos se
atribuye a los sintomas que el 90 % de los pacientes presentan. En términos
clinicos se manifiesta con tos, dificultad respiratoria, aumento en la frecuen-
cia respiratoria, respiracién sonora como silbidos (sibilancias), hundimiento
de los musculos intercostales para ayudar a respirar (tiraje) y sensacién de
ahogo. No obstante, esto no es suficiente para su diagnéstico, porque sinto-
mas similares pueden ser presentados en otras enfermedades respiratorias;
algunos de los factores que pueden incrementar la presencia de sintomas
son: el ejercicio, exposiciéon a alérgenos, infecciones virales y emociones
(Forno et al., 2015; SENCT, 2020).

El asma se caracteriza por diferentes observaciones fenotipicas que re-
fieren a la descripcién clinica, sintomas, desencadenantes y caracteristicas
alérgicas causadas por diferentes vias (endotipos). De acuerdo con los feno-
tipos, puede ser clasificada como asma de fase temprana (asma alérgica);
asma de fase tardia (eosinofilica); aquella inducida por ejercicio o relaciona-
da con la obesidad, y el asma paucigranulocitica (Palange y Simonds, 2001:
264-273). Los endotipos pueden ser abordados como tipo 2 (T2) alto y T2-ba-
jo, de acuerdo con la inflamacién presentada. En la actualidad se buscan
terapias que exploren los diferentes mecanismos a nivel inmunolégico y
farmacolégico, debido a la complejidad y heterogeneidad del asma (Merin
et al., 2019).
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7.1 Mecanismos inmunolégicos del asma alérgica

El término “alergia” fue acunado por Clemens von Pirquet, en 1906, para dis-
tinguir a individuos que desarrollan signos y sintomas de reactividad o re-
acciones de hipersensibilidad cuando se exponen a ciertas sustancias (Galli
et al., 2008). Los desérdenes alérgicos suelen asociarse a la produccién de IgE
especifica de alérgenos y expansién de poblaciones de células T especificas
de alérgenos. La IgE es producida tanto por las células plasmaticas en los
ganglios linfaticos, que drenan el sitio de entrada del antigeno, como por
las células plasmaticas en el sitio de la reaccién alérgica, donde los centros
germinativos se desarrollan dentro del tejido inflamado.

Antes de examinar los mecanismos inmunoldgicos es importante acla-
rar qué son los alérgenos: existen dos tipos principales de ellos. El prime-
ro involucra cualquier medio ambiental no infeccioso que puede inducir
a la produccién de IgE, y la reexposicién posterior a esa sustancia induce
una reaccién. Los alérgenos comunes derivan de pélenes de hierba, arboles,
acaros, particulas fecales, ciertos alimentos, latex, algunos medicamentos
y venenos de insectos. El segundo tiene que ver con un agente o sustancia
ambiental infecciosa, que puede inducir una respuesta inmune adaptativa
asociada con inflamacién local, pero se cree que ocurre independientemen-
te de IgE.

En el asma alérgica existe un proceso de inflamacién y se clasifica en dos
fases: reacciones de fase temprana y reacciones de fase tardia (Galli et al., 2008).

7.1.1 Sensibilizacion a un alérgeno

Al desarrollar una respuesta alérgica lo que ocurre primero es un proceso de
sensibilizacién a un alérgeno en particular; las células dendriticas (CDs) son
las células presentadoras de antigeno (CPA) mds potentes, y se encuentran
justo debajo de la capa epitelial de las vias respiratorias, el antigeno captu-
rado endociticamente por las CDs es continuo a la migracién de las células
a los ganglios mediastinicos, donde los antigenos son procesados a péptidos
para la presentacién al complejo de histocompatibilidad principal clase II
(MHCII) (Figura 1). Asi, cuando un sujeto es previamente sensibilizado a un
alérgeno en particular, la expresién de los receptores de alta afinidad (Fc€RI)
para IgE sobre las células dendriticas, facilita el proceso del alérgeno especifico
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Figura 1. Proceso de sensibilizacién al alérgeno de las vias respiratorias.CPA (célula pre-
sentadora de antigeno); FceRI (receptor de IgE de alta afinidad); MHCII (molécula de his-
tocompatibilidad, clase II); TCR (receptor de célula T).

capturado por la unién de IgE. Las células T Naive CD4*, la expresién del
complejo de receptor TCR/CD3, se unen a las proteinas MHCII y en conjunto
a las moléculas estimuladoras CD28 y CD80 (B7-1) o CD86 (B7-2) sobre las
células T CD4+, originando una respuesta Th1, Th2, Th9, Th17 o Treg, depen-
diendo de las senales de las citocinas liberadas (Figura 1) (Galli et al., 2008;
Mullane, 2011).

Fase temprana

Las reacciones de fase temprana ocurren minutos después de ser expuesto
un individuo a un alérgeno, y se reflejan con la secrecién de mediadores que
son liberados de las células dendriticas y la reaccién puede ser localizada
o sistémica (Galli et al., 2008). Cuando se cruzan las moléculas adyacentes
de IgE por alérgenos bivalentes o multivalentes, la unién a Fc€RI activa un
complejo proceso de senalizacién secretando productos activos como los
granulos citoplasmaticos, mediadores derivados de lipidos y citocinas, qui-
miocinas y factores de crecimiento, entre otros productos (Galli et al., 2008;
Passalacqua y Ciprandi, 2008) .
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Por otra parte, dentro de las citocinas que participan, la IL-5 e IL-9 son
responsables de la hiperplasia de las células cebadas y la eosinofilia. A su
vez, la IL-13 regula la proliferacién de células seguida por la induccién a la
produccién de moco y mucina, los cuales son marcadores importantes en
el asma alérgica (Kubo, 2017). La liberacién de todos los mediadores antes
mencionados contribuye a los signos y sintomas agudos asociados con las
reacciones de fase temprana, las cuales cambian de acuerdo con el sitio de
reaccién e incluyen vasodilatacién, permeabilidad vascular incrementada,
contraccion del musculo liso bronquial y un incremento en la secrecién de
moco, asi como los nervios sensoriales y nociceptores que inducen la tos,
hinchazén y estornudos (Galli et al., 2008; Weersink et al., 1994).

Fase tardia

Las reacciones de fase tardia suceden después de dos a seis horas de exposi-
cién al alérgeno y se caracterizan por la hipersecrecién de moco. Asimismo,
inician esta reaccién las células cebadas residentes activadas por IgE y alér-
genos, o las células T que suelen reconocer péptidos derivados de alérgenos.
Las reacciones de fase tardia son consecuencia de la liberacién de media-
dores por las células cebadas, durante las reacciones de fase temprana (Galli
et al., 2008; Kubo, 2017; Weersink et al., 1994).

7.2 Mecanismo de contraccién del musculo liso bronquial

La contraccién en el musculo liso de la via aérea (MLVA) es un proceso que
ocurre como respuesta a la reaccién alérgica, este mecanismo es regulado
por la inervacién parasimpadtica y la liberaciéon de agonistas contractiles,
los cuales acttian sobre receptores especificos localizados en la membrana
celular. Asi, la estimulacién de los receptores induce la liberacién intracelu-
lar de segundos mensajeros procontractiles, y éstos ocasionan un aumento
en la concentracion intracelular del ién calcio (Ca?), ya sea favoreciendo la
entrada de dicho i6n desde el espacio extracelular, o induciendo a la libera-
cién del mismo desde el reticulo sarcopladsmico (RS), que es el sitio donde se
almacena el calcio dentro de la célula. El influjo de Ca?* puede ser ocasiona-
do por la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV), en
particular, canales de calcio tipo L (CCDV-L). La apertura de éstos se basa en
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la magnitud de la despolarizacion de la membrana, mecanismo en el cual
los canales de potasio (K*) participan activamente.

Asi, la apertura de canales de K* permite la salida de este i6n, con lo cual
se estabiliza el potencial de membrana de las células del MLVA. Por otra par-
te, el bloqueo de los canales de K* despolariza la membrana y, por tanto, la
apertura de los CCDV-L; a mayor despolarizacién mas Ca? entrard a la célula
y mas fuerte sera la contraccién del musculo liso, aunque la despolarizacién
puede estar dada también por canales de Ca? dependientes de canales de
cloro (Cl), y por la entrada de sodio Na* por canales catiénicos. Ademas,
en la membrana plasmatica se encuentran otros canales de Ca* que no
estan controlados por voltaje, como los canales de Ca?" operados por recep-
tor (CCOR), los cuales son activados por agonistas y actiian principalmente
sobre una gama de receptores acoplados a proteinas G; también se encuen-
tran los canales de Ca? operados por depdsito (CCOD), que son activados
tras el agotamiento de las reservas de Ca* dentro del RS (Ouderago y Roux,
2014; Fox, 2013; McFadzean y Gibson, 2002; Hall, 2000).

Para la liberacién de Ca* desde el RS, es necesario que un agonista como
la acetilcolina (ACh) o la histamina estimulen la senalizacién, mediante la
unién a un receptor acoplado a proteina G (RAPG), al receptor de muscarini-
co ACh (M,mAChR) y/o al receptor de histamina H, (H,hR), respectivamente.
Al ser estimulados estos receptores, activan a su proteina Gq, la cual sufre
un cambio conformacional y se disocian las subunidades beta ()/ gama (y)
de alfa (o), ocasionando la activacién de alfa (o); y con ello la estimulacién
de la actividad de la fosfolipasa C (PLC), enzima especifica que cataliza la
hidrélisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) (un fosfolipido presente
en la membrana celular), obteniéndose dos segundos mensajeros: inositol
trifosfato (IP,) y diacilglicerol (DAG).

La unién de IP, a sus receptores (IP,R) presentes en el reticulo sarcoplas-
mico, da como resultado la liberacién de Ca? hacia el citoplasma celular; el
IP, también puede unirse a los receptores de rianodina (RyR) presentes en la
membrana del RS, lo que provoca una amplificacién en la liberacién de cal-
cio. Por otro lado, el DAG junto con Ca? activan a la proteina cinasa C (PKC),
encargada de fosforilar proteinas, dependiendo de la isoenzima de PKC en el
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musculo liso, ya que cada una tiene un papel especifico en el tejido (Oudera-
go y Roux, 2014; Hall, 2000; Billington y Penn, 2003; Webb, 2003).

El Ca? liberado dentro de la célula se une a la calmodulina en el citoplas-
ma celular, formando un complejo llamado calcio-calmodulina; el complejo
activa la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK), y esta enzima cata-
liza la fosforilacién de cadenas ligeras de miosina (MLC), un componente
de los puentes de miosina. En el musculo liso, la fosforilaciéon de puentes
de miosina permite unirse a la actina formando diversos puentes cruzados,
acortando las fibras del miocito; como resultado se produce una contrac-
cién, mecanismo que se esquematiza en la Figura 2 (Ouderago y Roux, 2014;
Hall, 2000; Billington y Penn, 2003; Webb, 2003).
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L. VOCC ROCC S
v Membrana plasmatica ° ° M).CC
h Y ‘ )
-“‘.gs\ I\ (sarcolema) L LT
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proteina G o DAG Cart'e’ Ca Y0 carQ® ity
3 / Rho-GEF
‘) / C"clmﬂdulma Rho GTP —‘— Rho GDP
Y ./‘” -4 -- I
0e®
i =D
Q_1 ATe y L el
RS e ol ! -
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Actinomiosina
ATP

ADP
Contraccién

Figura 2. Mecanismo de contraccién del miusculo liso. VOCC: canal de Ca? operado por
voltaje; ROCC: canal de calcio operado por receptor; SOCC: canal de calcio operado por
depésito; KC: canal de potasio; Kv: canal de potasio regulado por voltaje; BKCa: canal
de potasio activado por calcio; KATP: canal de potasio activado por ATP; Ca?": calcio; K*:
potasio; PLC: fosfolipasa C; PIP2: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; IP3: inositol trifosfato;
DAG: diacilglicerol; RS: reticulo sarcopldsmico; IP3R: receptor de inositol trifosfato; PKC:
proteina cinasa C; CaM: calmodulina; P: fosfato; MLCK: cinasa de la cadena ligera de
miosina; MLC: cadena ligera de miosina; ATP: trifosfato de adenosina; ADP: difosfato
de adenosina; MLCP: fosfatasa de la cadena ligera de miosina; Rho-K: cinasa de Rho;
GTP: trifosfato de guanina; GDP: difosfato de guanina; Rho-GEF: factor de intercambio
de nucleétidos de guanina (Adaptado de Webb, 2003; Hall, 2000; Gémez y Piskorz, 2013).
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La elevacién en la concentracién de Ca? dentro de la célula no es perma-
nente, por lo que la respuesta contractil se mantiene mediante un mecanis-
mo de sensibilizacién de Ca?, provocado por la inhibicion de la actividad de
la fosfatasa de miosina (MLCP) por medio de Rho cinasa (Rho-K), que desfos-
forila a MLCP inhibiendo con ello su actividad. Este mecanismo de sensibili-
zacion de Ca?* se inicia al mismo tiempo que se activa la PLC, e implica la ac-
tivacion de la proteina Rho de unién a GTP. La activacién de Rho dada por el
receptor acoplado a la proteina G no esté clara, pero implica la migracién de
Rho a la membrana plasmatica. Tras la activacién, Rho aumenta la actividad
Rho-K, lo que lleva a la inhibicién de la fosfatasa de miosina favoreciendo al
estado contractil (Webb, 2003).

7.3 Terapias actuales en el tratamiento del asma

Para el diagnostico de este padecimiento se evaliian los signos y sintomas, la
funcién pulmonar y la hiperreactividad bronquial (GINA, 2022; SENCT, 2020).
Asi, dependiendo del nivel de control y fenotipo de asma, se establece el tra-
tamiento farmacolégico. De acuerdo con la dltima actualizacién del 2022 de
la guia para el manejo del asma —emitida por la Global Initiative for Asthma
(GINA)—, el tratamiento de esta enfermedad debe ajustarse al paciente de
forma individual y teniendo como objetivo mejorar la funcién pulmonar,
ademas de tomar en consideracion su nivel de control de sintomas diurnos
y nocturnos. Por otro lado, se busca reducir el nimero de exacerbaciones, el
uso de medicamentos de rescate, las visitas a urgencias, asi como los even-
tos asociados a la efectividad de los medicamentos disponibles, su seguri-
dad y su costo (GINA, 2022).

La falta de cumplimiento de las indicaciones terapéuticas para el asma
es un factor importante en el descontrol de la enfermedad, y puede traer
como consecuencia el agravamiento de los sintomas, pérdidas econémicas
para el paciente y el incremento de los gastos de los servicios de salud,
asi como un posible deterioro de la calidad de vida del paciente y su fa-
milia. Actualmente dos tipos de farmacos son utilizados en el tratamiento
de la obstrucciéon de vias aéreas: los broncodilatadores, que inmediatamente
revierten la obstruccién de vias aéreas por la relajacién del musculo liso; y
los controladores o antiinflamatorios que tienen una respuesta a largo plazo,
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mediante la inhibicién de la infiltracién y activaciéon de células inflamato-
rias, asi como de su sintesis o liberacién de mediadores inflamatorios (Bar-
nes, 2006). También existe una terapia acumulada, usada cuando los sinto-
mas del paciente son persistentes y con exacerbaciones recurrentes, por lo
que se prescriben altas dosis de medicamentos controladores y agonistas
B,-adrenérgicos (Florez et al., 2014; Katzung et al., 2012: 339-356).

a. Farmacoterapia a corto plazo: Son los farmacos utilizados en el tra-
tamiento de las crisis agudas y para la prevencion del asma inducida
por el ejercicio, se incluyen los p,-adrenérgicos de accién corta, anti-
colinérgicos y corticoides sistémicos.

b. Farmacoterapia a largo plazo: Se utilizan como tratamiento preventivo
a largo plazo, se incluyen los corticoides inhalados y sistémicos, cro-
monas, p,-adrenérgicos de larga duracién inhalados, metilxantinas,
anti-leucotrienos y anticuerpos monoclonales (GINA, 2022; Barnes,
2006; Florez et al., 2014; Katzung et al., 2012: 339-356).

Las terapias convencionales en los pacientes con asma hacen uso exa-
gerado de los corticosteroides orales, pero se tiene como objetivo principal
disminuir la intervencién con ellos, por la cantidad de efectos adversos que
éstos representan y que ocasionan fallas en el plan de tratamiento.Y aun-
que se tienen terapias como el uso de bioldgicos (anti-IL-4Ra, anti-IgE. an-
ti-IL5 y anti-IL5Ra), los corticosteroides se recomiendan en casos especificos
durante el tratamiento (GINA, 2022).

7.4 Modelos farmacolégicos para la evaluacién de
farmacos antiasmaticos

Numerosos grupos de investigacién se han enfocado en la busqueda de
nuevas entidades quimicas que contribuyan positivamente en la fisio-
patologiadel asma. Estos investigadores coinciden en que un modelo de
bioevaluacién “ideal” debe considerar tres aspectos caracteristicos de la en-
fermedad: obstruccién bronquial reversible, inflamacién e hiperreactividad
bronquial. Asi, es necesario implementar modelos experimentales de asma
que permitan evaluar moléculas bioactivas novedosas y extractos naturales,
desde un enfoque celular, tisular y fisiolégico (Bates et al., 2009; Holmes et
al., 2011; Mullane y Williams, 2013).

192 Angélica Flores Flores » Amanda Sanchez Recillas



Universidad Auténoma del Estado de Morelos ¢ Universidad Autonoma de Nayarit
Universidad Auténoma Metropolitana

Los modelos experimentales de evaluaciéon antiasmatica se pueden cla-
sificar en in vitro, ex vivo e in vivo, siendo los modelos in vitro y ex vivo Utiles
para la evaluacién antiinflamatoria y broncodilatadora respectivamente;
mientras que los modelos in vivo son los que proporcionan mayor informa-
cién, ya que se puede reproducir la patologia en sus dos procesos fisiopato-
l6gicos, la inflamacién y la subsecuente broncoconstriccién.

7.4.1 Modelos con roedores que semejan la bronco-constriccion
(modelo ex vivo)

Los modelos ex vivo son modelos experimentales que se realizan en tejidos
aislados de roedores, los cuales son mantenidos en condiciones fisiolégicas
durante todo el experimento. Estos bioensayos se fundamentan en el cono-
cimiento de los mecanismos funcionales y celulares de tejidos que contie-
nen musculo liso, ya que en estos modelos se determinan los cambios en la
tensién (contraccion) en trdquea y bronquios. Los animales de experimenta-
cién que se utilizan en este tipo de bioensayos incluyen ratén, rata y cobayo,
siendo este ultimo el mas recomendado, ya que posee la mayor similitud
con el tejido humano.

Sin embargo, la rata es el roedor mas utilizado, ya que es facil de manipu-
lar, es asequible y estdn ampliamente descritos los mecanismos fisiolégicos
de contraccién-relajacién de sus vias aéreas. Las ventajas del modelo ex vivo
es que proporciona informacién del efecto broncodilatador y el mecanismo
de accién de una sustancia, aportan evidencia de los potenciales targets, y
es posible obtener datos de potencia y/o eficacia de una sustancia. En cuan-
to a las limitaciones de este modelo, se encuentran que requiere equipo
cientifico especializado y personal capacitado para llevarlo a cabo, y para
analizar los resultados obtenidos, ademads no aporta evidencia del potencial
antiinflamatorio de las sustancias a evaluar, ni de la capacidad de éstas para
alcanzar un target especifico.

En el modelo de evaluacién traqueo-relajante generalmente se utilizan ra-
tas macho adultas de estirpe Wistar o Sprague-Dawley sanas. Para obtener el
tejido, posterior a la anestesia, se realiza un corte a nivel del cuello y se ex-
trae la trAquea. Este tejido es colocado dentro una solucién fisiolégica en todo
momento (solucién de Ringer Krebs), posteriormente es liberado de tejido
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Figura 3. Diagrama experimental del bioensayo ex vivo en anillos de trdquea aislados
de rata.

conectivo y adyacente y es disectado en anillos de 2-3 mm de longitud. Los
anillos de trdquea son colocados en cdmaras de incubacién de un fisiégrafo
para 6rgano aislado marca BIOPAC®, en el cual se mantiene el tejido en con-
diciones fisiolégicas de pH, temperatura y solucién fisiolégica, este proceso
se muestra en la Figura 3.

El equipo mide los cambios en la tension del tejido, en presencia de ago-
nistas contrictiles y dilatadores. El tejido es sometido a una contraccién
con carbacol (un andlogo de acetilcolina) [1pM], contraccién que es con-
siderada como el 100 % del efecto, entonces se mide la disminucién de la
contraccién tras la adicién de sustancias de prueba (compuestos naturales
o sintéticos, extractos vegetales y/o fracciones primarias), que se adicionan
en concentraciones logaritmicas y en orden acumulativo. Se utilizan far-
macos broncorrelajantes de referencia como la teofilina (un inhibidor de
fosfodiesterasas).
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El efecto de las muestras de prueba es calculado mediante la resta del va-
lor de la contraccién antes y después de anadir las muestras de prueba. Con
los datos normalizados se obtienen curvas concentracién-respuesta (CCR)
del efecto relajante, y parametros farmacolégicos de Eficacia (E_, ) y Poten-
cia (CE,,) (Sanchez et al., 2019).

La imagen resume el modelo experimental, en el cual se utilizan ratas de
cepa Wistar, a las cuales se les disecta la traquea, el tejido es colocado den-
tro de una cdmara de incubacién con 10 mL de solucién fisiolégica de Krebs
y se mantiene en condiciones fisiolégicas de pH, temperatura y constante
oxigenacién con O,: CO, (95:5 %). El tejido es conectado a un transductor de
fuerza que envia las sefiales detectadas en el tejido a un sistema de registro
BIOPAC®, y éste las muestra en la pantalla de una computadora; finalmente
los datos son analizados y utilizados para realizar curvas concentracion-res-
puesta (CCR) y obtener pardmetros farmacolégicos.

7.4.1.1 Determinaciéon de mecanismo de accién en el modelo ex vivo

Adicionalmente, empleando la metodologia antes mencionada, es posible
obtener informacién sobre el o los posibles targets de las sustancias evalua-
das. Para esto, el tejido es disectado y sometido a un proceso de sensibiliza-
cién en condiciones ex vivo (mencionadas previamente), posterior a ello, se
incuban farmacos conocidos que inhiben o bloquean targets involucrados
con el mecanismo fisiolégico de contraccién y relajaciéon del musculo liso de
la via aérea; enseguida se determina el efecto relajante de las sustancias de
prueba y el control en la traquea tratada con los farmacos (Bates et al., 2009;
Sanchez-Recillas et al., 2014a,b).

Mediante la curva de concentracién respuesta (CCR), se compara la mo-
dificacién del efecto farmacolégico en presencia y ausencia de los farmacos
o compuesto bioactivo. En la Tabla 1 se mencionan los firmacos empleados
en estos experimentos, y los efectos que producen en el experimento ex vivo.

7.4.2 Modelos con roedores que semejan el proceso asmdtico

Los modelos de asma en roedores brindan informacién relevante que pro-
vee un mejor entendimiento de la enfermedad, y facilitan el desarrollo pre-
clinico de farmacos que son requeridos con urgencia en la clinica, para el
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Tabla 1. Objetivos de blancos moleculares en la bisqueda
del mecanismo de accién.”

Objetivo del . .

Identificar la participacion
directa de receptores f2-
adrenérgicos y/o de AMPc

Identificar la participacion
indirecta de segundos
mensajeros ciclicos

Identificar la participacion
de la via NO-GMPc

Identificar la participacién
directa de adenilato ciclasa
y/o AMPc

Identificar la participacién
de canales de calcio

Identificar la participacion
de canales de potasio

Salbutamol /
Isoproterenol

Teofilina

oDQ

L-NAME

SQ 22536

Cloruro de
calcio (CaCl,))

Glibenclamida

2-Aminopiri-
dina

Agonistas p-adrenér-
gicos incrementan el
AMPc

Inhibidor inespecifico
de fosfodiesterasas,
incrementa el AMPc y
GMPc

Inhibidor de la
guanilato ciclasa,
disminuye el GMPc

Inhibidor de la
enzima 6xido nitrico
sintasa epitelial, y de
la guanilato ciclasa
soluble (GCs),
disminuyen el 6xido
nitrico (NO) y/o GMPc

Inhibidor de la
Adenilato ciclasa,
disminuye el AMPc

Agonista de los
canales de calcio, del
miocito, incrementa
el calcio intracelular

Bloqueador de
canales de potasio
sensibles a ATP,
disminuye el eflujo
de potasio

Bloqueador de
canales de potasio
dependiente de
voltaje, disminuye
el eflujo de potasio

La CCR se potencia

La CCR disminuye
su potencia

La CCR disminuye
su eficacia y/o
potencia

La CCR disminu-
ye su eficacia y/o
potencia

La CCR disminu-
ye su eficacia y/o
potencia

El efecto contractil
producido se ve
modificado por
sustancias
bloqueadoras de
canales de calcio

Disminuye el eflujo
de potasio y las CCR
disminuyen su efi-
cacia y/o potencia

Disminuye el eflujo
de potasio y las CCR
disminuyen su efi-
cacia y/o potencia
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tratamiento de enfermedades respiratorias. Entre los criterios mas impor-
tantes para el uso de modelos animales integros, en la investigacién sobre
la fisiopatologia del asma, se encuentra que el modelo es de relevancia para
la reaccion especifica que se aborda, al presentar las caracteristicas mas co-
munes que un paciente puede mostrar (Vargas et al., 2010).

7.4.2.1 Modelo de asma alérgica en ratones

Los modelos de ratén de asma alérgica han sido utilizados a lo largo de los
anos, para observar respuestas en el manejo de la inflamacién pulmonar,
hiperrespuesta de vias aéreas y obstruccién, observando el rol de las células
T cooperadores tipo 2 (Th2). Existen diferentes modelos que consisten en la
sensibilizacién de los animales con ovoalbimina o con acaros de polvo do-
méstico; estos modelos simulan caracteristicas del asma humano, en el cual
se presentan inflamacién eosinofilica e hiperreactividad de las vias aéreas,
una sobreproduccién de citocinas Th2 en los pulmones y un incremento en
suero de inmunoglobulina E (IgE) (Shin et al., 2009).

Durante las ultimas décadas, el desarrollo de cepas de ratones modifi-
cadas genéticamente ha introducido oportunidades sin precedentes, para
definir mecanismos y vias mediante la sobreexpresién o eliminaciéon de
proteinas que median o regulan una variedad de procesos. Ademas, en los
modelos de ratones para estudiar las respuestas funcionales de los pulmo-
nes, el musculo liso de las vias respiratorias del ratén tiene limitaciones al
no responder a algunos agonistas importantes, como la histamina y los cis-
teinil-leucotrienos; ni mostrar broncoconstriccién inducida por antigenos.
Hay una serie de descubrimientos en tales estudios que han sido importan-
tes para la comprensién, en particular, del sistema inmunolégico, aproxi-
mando el modelo al padecimiento de esta enfermedad en humanos (Blume
y Davies, 2013; Vargas et al., 2010).

7.4.2.2 Asma alérgica en cobayo por pletismografia con respiracién espontanea

El modelo de asma alérgica en cobayos comparte varias semejanzas con los
humanos, en anatomia, farmacologia y fisiologia pulmonar; y a diferencia
de los ratones, presentan una reaccién alérgica fuerte a la histamina y leu-
cotrienos liberados por las células cebadas para inducir la broncoconstric-
cién. Asimismo, al activarse las células cebadas, se liberan otros mediadores
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celulares como citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento, que con-
tribuyen en la respuesta inmune de las vias respiratorias (Bazan et al., 2004;
Vargas, 2009).

El modelo de asma inducida con ovoalbimina en cobayo es muy utiliza-
do para la evaluacién de moléculas bioactivas para tratamientos de asma, y
consiste en un proceso de sensibilizacién, reforzamiento y retos antigénicos
mediante la pletismografia barométrica; con este método se mide de forma
indirecta la funcién respiratoria en animales con libre movimiento (Figura
5a). Es un modelo no invasivo y consiste en introducir al animal a una ca-
mara con una circulacién constante de flujo de aire que no altera la senal de
respiraciéon. Una vez que el animal se encuentra dentro de la cdmara y esta
estable, el equipo comienza a medir diferentes parametros relativos a los
cambios de la presién inducida por la respiracién dentro de la cdmara. Uno
de los valores mas importantes es el Penh o pausa, es un indice sin unidades
con cierto significado fisiolégico, con el que se muestra una correlacién con
la resistencia pulmonar de los animales (Figura 5b).

En el proceso de sensibilizacién, considerado como el dia 1, se administra
una solucién de ovoalbumina con hidréxido de aluminio como adyuvan-
te, via intraperitoneal y subdérmica, mientras que a un grupo control se le
administra solo con solucién salina fisiolégica (SSF) y se realiza la misma
manipulacién. Para el dia 8, en el refuerzo antigénico, los cobayos se colocan
por separado dentro de una cadmara de pletismografia provista de flujo de
aire (10 ml/s), y es nebulizada una solucién de ovoalbuimina durante cinco
minutos, evaluando la funcién pulmonar mediante pletismografia baromé-
trica cinco minutos antes y durante una hora posterior al refuerzo.

Finalmente, los dias 15, 25 y 35, se evaltan tres retos con el antigeno, ge-
nerando un modelo subagudo de asma alérgica, en el cual pueden evaluar-
se para el grupo de prueba del fairmaco experimental, el efecto que tienen
respecto a la respuesta inducida, midiendo inicialmente el indice de bron-
co-obstruccién (iB) basal; posteriormente se nebulizan dosis no acumulati-
vas de histamina (desde 0.01 hasta 0.32 mg/ml) durante un minuto. Para cada
dosis se registra el iB durante cinco minutos continuos y se obtiene el valor
promedio del intervalo entre cada dosis de 10 minutos aproximadamente.
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sensibilizacién 2° Refuerzo antigénico Refuerzo antigénico
OVA /AIOH; nebulizacién

Ovoalbtimina (OVA)i.p, s.c Pl t‘/ af' OVA(A|0H3 ) -

Hidréxido de aluminio (AIOH,)i.p, s.c cusmograta Pletismograffa barométrica

barométrica

1° Refuerzo antigénico Eutanasia
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nebulizacién OVA/AIOH;
nebulizacién
Pletismografia
barométrica

Extraccion de muestras

biolégicas inmediato o
24 h después.

Figura 4. Protocolo experimental del modelo de asma aguda alérgica en cobayo.

La curva dosis-respuesta se termina una vez que la histamina produce
una bronco-obstruccién que triplique el iB basal, a lo cual se le conoce como
dosis provocativa 200 (DP,, ). Posteriormente, se espera a que la bronco-obs-
truccién disminuya a un iB aproximado al 50 % del valor basal, y se reta
durante otro minuto con aerosoles de ovoalbumina. La segunda curva de
histamina se realiza tres horas después del reto con ovoalbumina, siguiendo
el mismo protocolo de la primera curva antes mencionado. A los cobayos
control se les administra solucién fisiolégica en lugar de ovoalbiimina (Flo-
res et al., 2019; Vargas, 2009) (Figura 4).

Finalmente, cuando los animales de los diferentes grupos regresan a sus
niveles basales del indice de broncoobstruccién, se procede a la eutanasia
de los mismos, y se aislan muestras biolégicas, como los pulmones, sangre
y lavados bronquioalveolares, para la evaluacion de las muestras con anali-
sis de histologia, ensayos de inmunohistoquimica y Elisas, dependiendo del
objetivo del estudio y tipos de mediadores inflamatorios de interés; esto se
puede hacer a las 24 horas del estudio o de forma inmediata a la extraccién
de las diferentes muestras (Figura 5a-e).

Se muestra el esquema de sensibilizacién, refuerzo antigénico y el uso de
la pletismografia barométrica para la evaluacion del indice de broncocons-
triccion (iB).
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Figura 5. Modelo de asma alérgica en cobayo: a) Equipo de pletismografia barométrica;
b) Registro de valores PENH durante el ensayo; c) Extraccién de lavados bronquioalveola-
res de animales por grupo; d) Cortes histolégicos de pulmén para tinciones; e) Tinciones
(Romanowsky) y observacién en microscopio de lavados bronquioalveolares.

7.5 Evaluacién farmacolégica antiasmatica en la busqueda
de nuevos farmacos

En la Tabla 2 se enlistan resultados experimentales realizados por algunos
grupos de investigacion y las autoras de este capitulo, en los cuales se em-
plean los modelos experimentales antes mencionados.
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Tabla 2. Modelos de evaluacién farmacolégica empleados
en la bisqueda de fairmacos antiasmaticos.

Muestra evaluada

Principales hallazgos

Referencias

Evaluacién traqueo-relajante empleando el modelo de anillos de traquea

precontraida con carbacol 1uM

Extracto diclorometanico
de la especie vegetal Arte-
misia ludoviciana

e Extracto hexdnicoy
diclorometano de la
especie vegetal Agastache
mexicana

e Extracto diclorometano
de la especie vegetal Co-
chlospermum vitifolium

e Extracto hexanico de la
especie vegetal Lepechinia
caulescens

e Extracto diclorometano
de la especie vegetal
Talauma mexicana

Se evalu6 el compuesto
4-metil-7-etoxicumarina,
un derivado sintético de
cumarinas

Se evaluaron 18 derivados
sintéticos de 6,7-dihidroxi-
cumarina

Se evaluaron 9 derivados
sintéticos de 1,3-diami-
nopropano-2-ol

Extracto diclorometano de
la especie vegetal Cordia
dodecandra

El extracto mostr6 efecto relajante
significativo, mediante posible anta-
gonismo de receptores muscarinicos
y bloqueo de canales de calcio

Los extractos mostraron efecto
relajante significativo (E_, > 80%) en
anillos de traquea aislados de rata

El compuesto mostré efecto relajante
significativo, a través del bloqueo de
canales de calcio y posible incremento
de AMPc

Los compuestos 6,7-dimetoxicuma-
rina, 7-propoxicumarina y 7-etoxicu-
marina mostraron eficacia y potencia
en el modelo de traquea aislada de
rata

El compuesto 1-(Acetidin-1-il)-3-((fu-
ran-2-ilmetil)(4-metoxifenil)amino)
propan-2-ol fue 100% eficaz y més
potente que teofilina (fairmaco de
referencia)

El extracto mostré efecto relajante
significativo, atribuido al incremen-
to de AMPc y bloqueo de canales de
calcio dependientes de voltaje

Estrada-Soto
et al., 2012.

Sanchez-

Recillas et al.,

2014a,b.

Sanchez-

Recillas et al.,

2014a,b.

Sanchez-

Recillas et al.,

2014a,b.

Lopez et al.,
2017.

Sanchez-

Recillas et al.,

2019.
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Tabla 2. Modelos de evaluacién farmacolégica empleados en la biisqueda
de farmacos antiasmaticos (continuacion).

Muestra evaluada Principales hallazgos Referencias
Extracto hexanico de la El extracto y los compuestos Leu- Arias-Duran
especie vegetal Achillea mi-  codina y Achilina mostraron efecto et al., 2020.
llefolium y sus compuestos relajante significativo, a través de
bioactivos bloqueo de canales de calcio

Evaluacion relajante del miisculo liso de las vias aéreas (ex vivo e in silico)

Se hizo un analisis de 10 Los valores eficacia y potencia de Flores et al.,
flavonoides, comparando cinco clases de flavonoides indicaron ~ 2018.
su actividad farmacolégica  que las flavonas eran més potentes
en un modelo ex vivo, y que los flavonoles; flavonas o sus
comparando su estructura posiciones 6-sustituidas o 7-susti-
quimica con su potencia tuidas exhibieron la mejor actividad
relajante

Evaluacion relajante del muisculo liso de vias aéreas (ex vivo)
y evaluacién antialérgica (in vivo)

6-hidroxiflavona (6-HOF), Demostr6 que el 6-HOF ejerce una ac-  Flores et al.,,
el derivado mas activo de tividad relajante significativa, a través ~ 2019.

una serie de flavonoides. Se  del bloqueo de los canales de calcio

determindé el mecanismo y, posiblemente, mediante la estimu-

de accién en un modelo ex  lacién del sistema NO/cGMP en la

vivo de anillos de traquea trdquea de rata, asi como un posible

aislada de rata, su evalua- efecto antialérgico

cién antiasmatica en un
modelo in vivo de cobayo
y su efecto toxicolégico en
modelo de ratén

Referencias

Arias-Duran, L., Estrada-Soto, S., Hernandez-Morales, M., Chavez-Silva, F,,
Navarrete-Vazquez, G., Leén-Rivera, I., Perea-Arango, I., Villalobos-Molina,
R., Ibarra-Barajas, M. (2020). Tracheal relaxation through calcium channel
blockade of Achillea millefolium hexanic extract and its main bioactive com-
pounds. Journal of Ethnopharmacology, 253: 112643, ISSN 0378-8741. doi.or-
g/10.1016/j.jep.2020.112643.
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8.1 Introduccidén

El dormir forma parte del ritmo biolégico llamado sueno-vigilia, un ritmo
circadiano del sistema nervioso central (SNC), cuyo ciclo completo de os-
cilacién es de aproximadamente 24 horas y depende de areas cerebrales
como el nucleo supraquiasmatico, que posee un mecanismo intrinseco de
tiempo, el cual actiia como un reloj biolégico o marcapaso Unico genética-
mente determinado y se sincroniza con los ciclos de luz y oscuridad (Brown
et al., 2012).

El sueno se define como un fenémeno fisiolégico peridédico en el cual
se suspende la interrelacién con el medio externo, alternando ciclicamente
con la vigilia. El término deriva del latin somnum que significa estado nor-
mal, recurrente y reversible, en el cual disminuye la percepcién y la capa-
cidad de respuesta al medio ambiente. Este estado dindmico depende de
grupos de neuronas activas que desempenan un papel diferente al de la
vigilia, y es un proceso crucial para un rendimiento cognitivo 6ptimo que
incluye la atencion, la reactividad emocional, el aprendizaje y la memoria,
el fortalecimiento del sistema inmunitario y procesos fisiolégicos como la
salud endocrina y metabdlica (Carley y Farabi, 2016; Miletinova y Buskova,
2021). De hecho, descubrimientos recientes han demostrado que el sueno es
esencial para la eliminacién de desechos metabdlicos que permiten mante-
ner la salud fisiolégica del cerebro (Lewis, 2021).

El sueno es casi omnipresente en todo el reino animal, se observa en gu-
sanos, moscas, moluscos, asi como en vertebrados (Keene y Duboue, 2018).
La evaluacién de los estados de sueno/vigilia se puede realizar mediante la
observacién del comportamiento, en registros electrofisiolégicos o con una
combinacién de ambos. Electrofisiolégicamente, se pueden identificar tres
diferentes estados de vigilancia en funcién del nivel de alerta y los cambios
en las ondas cerebrales registradas con el electroencefalograma (EEG):

1. Vigilia.

2. Sueno sin movimientos oculares rapidos (No-MOR), también llamado
sueno de ondas lentas.

3. Sueno de movimientos oculares rapidos (MOR).
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El electroencefalograma (EEG) y el electromiograma son excelentes bio-
marcadores para distinguir los distintos estados de vigilia y el sueno, lo que
hace que el ciclo sueno-vigilia sea cuantificable. Durante la vigilia, el EEG
muestra ondas de baja amplitud y frecuencia rapida (EEG desincronizado),
mientras que el electromiograma muestra cantidades variables de actividad
muscular. Por el contrario, durante el suenio No-MOR, el EEG presenta activi-
dad de alta amplitud y baja frecuencia entre 0.5 a 4.5 Hz (EEG sincronizado),
junto con husos de sueno de 9 a 15 Hz donde la actividad muscular dis-
minuye en comparacién con la vigilia. E1 suenno MOR se asocia con suenos
vividos, también denominado sueno paradéjico, ya que se caracteriza por
un EEG desincronizado que se asemeja al de la vigilia, mientras que el elec-
tromiograma presenta una paralisis completa de los musculos posturales
(Weber y Dan, 2016; Scammell et al., 2017).

Las proporciones de tiempo que el animal pasa en los estados de vigi-
lia, No-MOR y MOR y los patrones temporales de las transiciones de estado
varian ampliamente entre las especies (Brown et al., 2012; Keene y Duboue,
2018). Sin embargo, hay algunas caracteristicas bien conservadas; por ejem-
plo, los animales normalmente ingresan al sueno MOR desde el suefio
No-MOR, pero no directamente desde la vigilia, condicién que caracteriza a
la narcolepsia (Brown et al., 2012).

Las perspectivas sobre la biologia del suefio han cambiado en los ultimos
anos, el uso de diferentes técnicas para medir y controlar la actividad de tipos
especificos de células y la diseccién de sus conexiones sinapticas han facilita-
do la investigacién de los mecanismos que controlan el suefio (Weber y Dan,
2016). Se han ido identificando diversos sistemas de neurotransmisién que
regulan selectivamente la instalacién y duraciéon de cada una de las fases del
ciclo sueno-vigilia. La vigilia estd regulada por neurotransmisores localizados
en una extensa red de estructuras y vias subcorticales. Los principales neu-
roquimicos de este “sistema de excitacién ascendente” incluyen a la norepi-
nefrina del locus coeruleus, la serotonina de los nucleos del rafe, la histamina
del nudcleo tuberomamilar, la dopamina de la sustancia gris periacueductal
ventral, la acetilcolina del tegmento pedunculopontino y el tegmento latero-
dorsal de la protuberancia, y la orexina del area perifornical que inervan de
forma difusa la corteza cerebral, el cerebro anterior basal, el hipotadlamo late-
ral, entre otras regiones (Weber y Dan, 2016; Scammell et al., 2017).
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Las neuronas monoaminérgicas presentan patrones de disparo alto du-
rante la vigilia, el cual disminuye durante el suefio No-MOR y cesan durante
el sueno MOR (Brown et al., 2012; Scammell et al., 2017). El inicio y mante-
nimiento del sueno requiere de la supresién de la actividad en los sistemas
de excitacién ascendente, y esto sucede cuando las neuronas que promue-
ven la vigilia son inhibidas por descargas gabaérgicas originadas en el area
predptica ventrolateral del hipotdlamo que actia como un interruptor para
el comienzo del sueno (Carley y Farabi, 2016; Weber y Dan, 2016).

La alternancia entre el suefio No-MOR y MOR es controlada por varios
mecanismos de neurotransmision, incluida una interaccion reciproca entre
dos poblaciones de neuronas, las glutamatérgicas REM-on del tegmento pe-
dunculopontino y el tegmento laterodorsal del tronco encefdlico, y las neu-
ronas serotoninérgicas/noradrenérgicas REM-off del rafe y el locus coeruleus.
Cuando inicia el sueno MOR, las neuronas REM-on presentan un aumento
en su patrén de disparo, mientras que las neuronas REM-off permanecen
silentes (Brown et al., 2012; Carley y Farabi, 2016).

En la Figura 1 se muestra un esquema simplificado de los nucleos y neu-
rotransmisores implicados en la regulacién de la vigilia y el sueno MOR
(simbolos en rojo), con proyecciones ascendentes a la corteza relacionadas
con la actividad rapida cortical (desincronizacién EEG), y algunas otras con
proyecciones descendentes a la médula espinal que estimulan la actividad
muscular. También se muestran las regiones cerebrales que estan activas
durante el sueno (simbolos azules y verdes), con proyecciones ascenden-
tes a la corteza que promueven la actividad cortical lenta, y con proyeccio-
nes descendentes al tronco encefdlico y la médula espinal que disminuyen
la excitacién conductual y el tono muscular (Jones, 2005).

8.2 Alteraciones mas frecuentes del sueiio. Insomnio

Los trastornos del suefio son alteraciones relacionadas con el proceso de
dormir, ya sea en sus etapas de inicio, mantenimiento y duracién del ciclo
sueno-vigilia. En la consulta médica el insomnio es el trastorno del suefio
mas recurrente, tan solo en adultos afecta aproximadamente al 30 % de la
poblacién (Anderson y Bradley, 2013).
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Figura 1. Representacién gréfica de un cerebro de rata donde se esquematizan los nu-
cleos y neurotransmisores implicados en la regulacién del ciclo suefio-vigilia. Abrevia-
turas: EEG, electroencefalograma; EMG, electromiograma; V, vigilia; SOL, suefio de ondas
lentas; MOR, suefio de movimientos oculares rapidos; Ach, acetilcolina; Glu, glutamato;
NA, noradrenalina; H, histamina; Orx, orexina; CPu, putamen-caudado; ac, comisura
anterior; SI, sustancia innominata; GP, globus pallidus; ic, cdpsula interna; Rt, nucleo
reticular del tdlamo; POA, area predptica; opt, tracto éptico; PH, hipotdlamo posterior;
TM, nucleo tuberomamilar; VTA, area tegmental ventral; SN, sustancia nigra; Mes REF,
formacién reticular mesencefalica; scp, peduinculo cerebeloso superior; PnO, reticularis
pontis oralis; PPTg; nicleo pedunculo pontino tegmental; LDTg, ntcleo tegmental latero-
dorsal; PnC, reticularis pontis caudalis; LC, locus coeruleus; 7g, séptimo nervio; Gi, nucleo
gigantocelular; GiA, gigantocelular anterior; GiV, gigantocelular ventral; Sol, nicleo del
tracto solitario; s, tracto solitario. Modificado de Jones, 2005.

El término insomnio se refiere a la percepcién subjetiva de sueno insufi-
ciente o no restaurador, a pesar de la oportunidad adecuada para dormir.
Lo anterior conlleva a fatiga o malestar, deterioro de la memoria, falta de
concentraciéon y atencién, pobre desempeno escolar, afecciéon en la relacion
social y/o profesional, cambios en el estado de dnimo, somnolencia diurna,
disminucién de la motivacién, decremento en la energia e iniciativa, pro-
clividad a los errores y accidentes, tension, dolor de cabeza, sintomas gas-
trointestinales como respuesta a la pérdida y a la preocupacién por el sueiio
(Moul et al., 2002; Edinger et al., 2004; Edinger y Means, 2005).
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En cuanto a los mecanismos fisiolégicos que subyacen al insomnio, se ha
demostrado que estd intimamente relacionado con la hiperactividad en los
sistemas neurales de la excitacién, debido a un desequilibrio de las influen-
cias excitadoras e inhibidoras. Al respecto, el aminoacido inhibidor acido
gamma aminobutirico (GABA) desempena un papel importante en la etiolo-
gia y/o persistencia del insomnio.

1. Los métodos fisiolégicos de neuroimagen y cognitivos demuestran
una hiperactivacién en pacientes con insomnio, que puede estar re-
lacionada con un desequilibrio de las influencias excitadoras e inhi-
bidoras del SNC, en las que el GABA puede potencialmente desempe-
nar un papel fundamental (Nofzinger et al., 2004).

2. En pacientes con insomnio los niveles cerebrales promedio de GABA
son 30 % inferiores, en comparacién con sujetos sanos (Winkelman
et al., 2008).

3. Las benzodiazepinas (BDZs), como farmacos que actian en sitios
alostéricos del receptor GABAA4, son eficaces en el tratamiento del
insomnio al aumentar la actividad en las neuronas GABAérgicas (Go-
ttesman, 2002).

4. Las neuronas en el nucleo predptico ventrolateral que contienen
GABA promueven el suefo a través de la supresién de los sistemas
de activacién del SNC en el nucleo tuberomamilar y los sistemas
monoaminérgicos del tronco del encéfalo (Saper et al., 2005). Se
ha reportado que sujetos con insomnio presentan elevacién de la
temperatura corporal, la frecuencia cardiaca, los niveles de cateco-
laminas, la respuesta al estrés, y otros cambios fisiolégicos en com-
paracién con sujetos sanos, lo cual sustenta la conceptualizacién del
insomnio como un trastorno de hiperactivacién.

8.2.1 Epidemiologia

Los sintomas del insomnio afectan del 30 % al 50 % de la poblacién adulta no
sélo en México (Sanchez-Cardenas et al., 2016), sino también a nivel mundial
(Ancoli-Israel y Roth, 1999). El grupo de edad con mayor prevalencia es de
los 40 a los 60 anos y estd asociado con mayor mortalidad y con la incidencia
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de obesidad, hipertension, diabetes y enfermedad cardiovascular (Edinger y
Means, 2005; Sarrais y De Castro-Manglano, 2007; Sdnchez-Cardenas et al.,
2016), también con el trabajo por turnos y el desempleo o menor estatus
socioeconémico (Edinger y Means, 2005). Los trastornos especificos del
insomnio se presentan con un 5 % a 10 %, mientras que los sintomas de
insomnio con estrés o deterioro (trastorno de insomnio general) se asocian
con el 10 % al 30 % (Sarrais y De Castro-Manglano, 2007).

8.2.2 Sintomas

Las caracteristicas especificas que permitiran un mejor diagnéstico y tera-
péutica del insomnio se basan en: duracién, gravedad o repercusion en el
estado de vigilia y naturaleza; caracteristicas del ciclo sueno-vigilia (sobre
todo en el insomnio crénico); exploracién fisica y psicolégica completa y re-
sultado de las pruebas complementarias, como el polisomnograma (registro
simultaneo del EEG, electrooculograma, electromiograma, entre otras), test
de latencia de sueno multiple y actigrafia (Ford y Kamerow, 1989; Edinger y
Means, 2005). Los estudios polisomnograficos realizados en pacientes con
insomnio muestran alteraciones en la estructura del suenio (aumento de la
latencia del mismo, frecuentes despertares) y reduccién de la cantidad total
de sueno (Ford y Kamerow, 1989; Edinger y Means, 2005).

8.2.3 Diagnéstico

El diagnéstico debe sustentarse en una historia clinica completa con los
siguientes aspectos:

1. Registro del sueno con valoracién basal del problema y, en su caso,
la efectividad o no del tratamiento empleado, asi como de las conse-
cuencias del trastorno en la calidad de vida del paciente.

2. Considerar a la depresién u otros trastornos psiquiatricos como fac-
tores etioldgicos, y realizar un registro polisomnografico en pacien-
tes con tratamiento no exitoso, alteraciones de conducta durante el
sueno, diagnéstico inicial incierto o con trastornos relacionados con
la respiracién o movimientos periédicos de las piernas (Sarrais y De
Castro-Manglano, 2007).
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8.2.4 Clasificacion

Para el diagnoéstico de insomnio, la clasificacién de enfermedades de la Or-
ganizacién Mundial de la Salud (OMS, décima revisién: CIE-10 o DSM-IV)
requiere que la dificultad para iniciar o mantener el sueno, o no tener un
sueno reparador, dure por lo menos un mes y que, ademas, se acompane de
fatiga diurna, sensacién de malestar personal significativo y deterioro so-
cial, laboral o de otras areas importantes de la actividad personal. La Tabla 1
describe la comparacion de los trastornos del sueno, de acuerdo con los dos
documentos mencionados.

8.2.5 Terapéutica

El tratamiento debe basarse en su origen, severidad y duracién. La mayo-
ria de los insomnios son secundarios a alguna enfermedad, por tanto, su
tratamiento debera considerar el resolver la causa que lo induce. Existen
técnicas de terapia conductual y de higiene del suefio que han demostra-
do una eficacia a largo plazo, sin necesidad de fairmacos. Sin embargo, en
la mayoria de los pacientes es imprescindible el uso de farmacos hipnéti-
cos, para los que se recomienda un protocolo de accién segun la gravedad
y caracteristicas del insomnio (Salin-Pascual, 2006). El hipnético ideal sera
aquel con un inicio de accién rapido, con restablecimiento de la latencia del
suenio normal, una accién hipnética mantenida durante toda la noche que
evite todo lo posible los microdespertares, y con minimos efectos adver-
sos diurnos del tipo somnolencia, aturdimiento matutino o disminucién de
los reflejos (Salin-Pascual, 2006; Sarrais y De Castro-Manglano, 2007) (ver
Tabla 2 sobre terapia del insomnio).

En pacientes con insomnio, el tratamiento farmacolégico suele impli-
car somniferos que actian como agonistas de la subunidad al del recep-
tor GABA,, como las benzodiacepinas (BDZs) y los farmacos “Z” (zolpidem,
zalpelon, zopiclone) (Ebert et al., 2006; Sanchez-Cardenas et al., 2016) que
potencian la accién de las neuronas GABAérgicas promotoras del suefio. En
las altimas dos décadas se han introducido otros compuestos para promo-
ver el suefo, que no implican principalmente la manipulacién del sistema
GABAérgico, como el agonista del receptor de melatonina ramelteon (Pan-
di-Perumal et al., 2008); ritanserin, un antagonista de los receptores 5-HT,,
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Tabla 1. Clasificacién del insomnio de acuerdo con el DSM-IV y CIE-10
(modificado de Sarrais y De Castro-Manglano, 2007).

DSM-IV CIE-10

Trastornos primarios Trastornos no organicos
Disomnias Disomnias
1. Insomnio primario e Insomnio no organico
2. Hipersomnia primaria e Hipersomnia no organica
3. Narcolepsia e Trastorno no organico del ciclo
4. Trastorno del suefio relacionado conla sueflo-vigilia

respiracién

5. Trastorno del ritmo circadiano (antes  Parasomnias
trastorno del ritmo sueno-vigilia) e Sonanbulismo

* Tipo sueno retrasado e Terrores nocturnos
* Tipo ‘jet lag” e Pesadillas

e Tipo de sueno avanzado

e Tipo cambios de turno de trabajo
e Tipo no especificado

6. Mioclonia nocturna o movimiento
periddico de los miembro

7. Sindrome de piernas inquieta

Otros trastornos no organicos del suefio

Trastorno no organico del sueno de ori-
gen sin especificacién

Trastornos orgéanicos del suefio
Parasomnias

e Sonambulismo Terrores nocturnos

e Pesadillas (antes trastorno por suenos
angustiosos)

e Bruxismo
e Enuresis nocturna

Trastornos secundarios del sueiio
e Asociado a trastorno neurolégico
e Asociado a trastorno psiquiatrico
e Asociado a otras enfermedades médicas

y 5-HT, (Viola et al., 2002); y antidepresivos como la trazadona (Mendelson,
2005) y agomelatina, un compuesto que actia como antagonista serotoni-
nérgico 5-HT,_y agonista del receptor de melatonina (Montgomery y Kasper,
2007). Otros compuestos utilizados para tratar el insomnio son los que an-
tagonizan a la neurotransmisién orexinérgica (suvorexant) o histaminérgica
(antihistaminicos) promotores de la vigilia (Sateia et al., 2017).
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Tabla 2. Terapéutica del insomnio
(modificado de Sarrais y De Castro-Manglano, 2007).

Tratamiento no farmacolégico

1. Habitos de higiene del suefio
2. Terapias conductuales
a. Control de estimulos

b. Intencién paraddjica

c. Relajacién muscular progresiva

3. Psicoterapia cognitivo-conductual

Objetivo de reasociar la cama a un inicio
rapido del suerio.

Para quitar el miedo o ansiedad ante la
posibilidad de acostarse y no domtir, se le
pide al paciente que intente pasar en vela
la noche entera en vez de esforzarse por
conciliar el suenio.

Intenta una relajacién mental mediante
una profunda relajacién fisica.

Modificar y controlar pensamientos
negativos y ansiégenos que aparecen al
acostarse cuando se deja de hacer cosas
que ocupaban el pensamiento antes de
acostarse.

Tratamiento farmacolégico

12 linea. Sustancias naturales

22 linea. Hipnéticos no benzodiacepinicos

32 linea. Benzodiacepinas

4? linea. Antidepresivos de efecto sedante

52 linea. Neurolépicos sedantes

6° linea. Otros: antihistaminicos, melatonina, clormetiazol, gabapentina

Los hipnéticos no son recomendables para el tratamiento del insomnio
crénico, debido a que producen dependencia psicoldgica y fisica con rapidez
(Ashton, 1994; O'brien, 2005). Otra razén es que una sobredosis relativamente
pequena de estos medicamentos puede resultar letal por depresién respira-
toria y cardiovascular. Una opcién mas segura es la melatonina, hormona que
regula el ritmo circadiano de sueno-vigilia. La secrecién de ésta disminuye
con la edad y puede contribuir, parcialmente, en la etiologia de los trastor-
nos del sueno de ancianos. Sustancias como tabaco, alcohol y otros farma-
cos (BDZs, calcio-antagonistas, antinflamatorios no esteroideos, fluoxetina y
esteroides) disminuyen la produccién de melatonina. Como se menciond pre-
viamente, otros farmacos usados en el tratamiento del insomnio incluyen an-
tihistaminicos, sedantes o algunos antidepresivos. Las técnicas de relajacion,
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de estimulo control, de restriccién de suefio o cognitivas, han demostrado su
eficacia solas o en combinacién con la terapia farmacolégica.

8.2.6 Modelos experimentales para el estudio de alteraciones
del suerio

El uso de animales de laboratorio en las ciencias biomédicas representa una
herramienta fundamental para la investigacién béasica, que permite el de-
sarrollo de importantes avances en la prevencién y tratamiento de las en-
fermedades. También es una herramienta esencial para la docencia de las
ciencias bioldgicas, encargada de capacitar a los profesionales de la salud
en el desarrollo, produccién y control de medicamentos, alimentos y otros
insumos.

Los parametros electrofisiolégicos que se emplean para definir los es-
tados de sueno y vigilia, los cuales presentan una relacién temporal en los
cambios de la actividad, se denominan polisomnografia, la cual era posible

Figura 2. Fases del ciclo suefio-vigilia en el hombre, el gato y la rata. A la izquierda se
presenta la actividad EEG cortical del hombre durante la vigilia, el suefio de ondas lentas
(SOL), clasificadas como N1, N2 y N3, y el sueiio, de movimientos oculares rapidos (MOR)
(Clasificacién de la Academia Americana de Medicina del Suefio, establecida en el 2007).
Al centro y a la derecha se presenta la actividad cerebral homéloga en el gato y la rata.
Modificado de Brown et al., 2012.
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estudiar en gatos, hace algunos anos, y actualmente se realiza en su mayo-
ria en roedores (rata y ratéon) (Figura 2).

Los pardmetros del estudio polisomnografico son la latencia al inicio de
cada una de las fases de suerio, asi como la duracién promedio y tiempo
total de cada una de las fases del ciclo sueno-vigilia. Los registros suelen
tener una duracién de ocho horas en humanos, en tanto que en animales de
experimentacién son en mayor medida de seis a ocho horas, aunque pue-
den tener una duracién de hasta 24 horas. Pocos estudios son realizados en
ratén, los cuales ofrecen la ventaja de poder evaluar diferentes dosis de un
farmaco con un gasto diez veces menor al requerido en rata. Es de gran uti-
lidad, sobre todo en el “screening” o cernimiento farmacolégico y busqueda
de mecanismos de accién. Una posible desventaja o limitante podria ser la
disposicién de un equipo de estereotaxia para la colocacién de los electro-
dos y los sistemas de registro (Figura 3).

El modelo de potenciacién del suefio inducido con pentobarbital sédico
es uno de los mas comunes para la busqueda de sustancias con actividad
depresora en el SNC. Este modelo consiste en la administracion simultanea
o previa del tratamiento de prueba y una dosis subanestésica del barbitirico
sedante-hipnético (42 mg/kg, i.p. en ratén o 35 mg/kg, i.p. en rata). Enseguida,
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Figura 3. Fotografias que muestran la ubicacién de un ratén en el aparato estereotdxico
para la cirugia e instalacién de electrodos en el cerebro y posterior registro de la activi-
dad EEG (A). El registro requiere de establecer los sitios de registro, los cuales pueden
ser colocados en ambas cortezas, frontales y parietales, requiriendo de la trepanacién
del craneo en dichos sitios (B). Entonces se puede obtener el registro basal, el cual se
ejemplifica en un caso de actividad EEG siete dias después de la cirugia y después de la
administracién de solucién fisiolégica (C).
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los parametros de latencia y duraciéon de la sedacion y de la hipnosis indu-
cida con el pentobarbital sédico, son registrados mediante la observacién
de conductas como la incoordinacién motora y la pérdida del reflejo de en-
derezamiento (Figura 4 y Tabla 3). Cabe hacer mencién que el modelo de
potenciacién de la sedacién inducida con pentobarbital sédico, ha sido uno
de los ensayos mas utilizados para evaluar el efecto sedante de diferentes
productos naturales (Gonzalez-Trujano et al., 2006a; Martinez et al., 2006).

Figura 4. Evaluacién de la potenciacién del suefio inducido en presencia de pentobarbital
sédico en ratones. Nétese la pérdida del reflejo de enderezamiento en la fase hipnética.

Tabla 3. Pentobarbital sédico (SP, 42 mg/kg) induce potenciacién de su efecto
sedante e hipnético en ratones administrados con diacepam (DCP), en
comparacién con el grupo que recibe vehiculo (VH).

i Latencia (min oz
Tratamiento Dosis (min) lﬁ}lraaqn de la
(mg/kg) Sedacién Hipnosis ipnosis (min)

SP +VH 1.22 £ 0.04 3.09+0.21 17.92 +4.19
SP + DCP 1 0.95 + 0.033* 2.97 £0.29 51.94 + 6.09*

*p < 0.05, ANADEVA seguida de la prueba post-hoc de Dunnet. # p < 0.05, T de Student.
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8.2.7 Investigacion de compuestos bioactivos para el insomnio

Los roedores y el humano son especies que comparten mas de 90 % de sus
genes, por lo que los modelos experimentales para evaluar estrategias te-
rapéuticas para el insomnio, la ansiedad y la epilepsia en estos animales,
resultan ser una herramienta de utilidad para la aplicacién terapéutica en
el humano.

Durante siglos, las plantas o derivados de éstas se han utilizado con
fines terapéuticos para tratar el insomnio, y en la actualidad su uso estd
aumentando en todo el mundo (Borras et al., 2021; Bruni et al., 2021). Las
organizaciones internacionales, como la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), también estan haciendo més esfuerzos y prestando mas atencién al
desarrollo y promocién de la calidad de los productos naturales (Parveen et
al., 2015). Ademas, las terapias no farmacéuticas, especialmente para afec-
ciones y sintomas leves a moderados como el insomnio no grave y para los
adultos mayores, son muy recomendables como terapias de primera linea
antes de la medicacién farmacolodgica (Sarris et al., 2011).

Algunos ejemplos de especies de plantas usadas para el tratamiento del
insomnio son la valeriana (Valeriana officinalis L. o V. edulis spp. procera), la
pasiflora (Passiflora incarnata L.) y el toronjil (Agastache mexicana L.) (Gon-
zalez-Trujano et al., 2015; Bruni et al., 2021). Numerosas investigaciones se
han dedicado a determinar los compuestos especificos involucrados en las
propiedades sedantes de las plantas medicinales, tales investigaciones han
destacado que los cambios en la neurotransmisién GABAérgica a nivel cen-
tral podrian ser responsables de las propiedades sedantes-hipnoéticas de es-
tos productos naturales (Shi et al., 2014; Borras et al., 2021; Bruni et al., 2021).
Aunque otros mecanismos también pueden estar involucrados, incluyendo
la via dopaminérgica (Sarris y McIntyre, 2017).

En el caso del extracto de raiz de valeriana, éste contiene mas de 150
constituyentes quimicos que incluyen alcaloides, terpenos, acidos organi-
cos y sus derivados, valepotriatos y flavonas. Los estudios en cultivos de
tejidos y modelos animales, sugieren que los componentes del extracto de
valeriana poseen actividad agonista del receptor GABA, dependiente de la
dosis. La 6-metilapigenina es un modulador positivo de este receptor, po-
siblemente por su unién al sitio de las BDZs entre las subunidades a y v,
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mientras que el dcido valerénico y el valerenol interactian con la subunidad 8
del receptor (Shi et al., 2014).

Actualmente, las terapias que se estan probando para determinar su efi-
cacia en el insomnio incluyen combinaciones de extractos de hierbas con
farmacos de la clinica (Oliva et al., 2004; Ugalde et al., 2005), tal como la com-
binacién con melatonina y la vitamina B6 (Lemoine et al., 2019). La eficacia
de las plantas medicinales depende de la duracion del tratamiento, tipos de
sujetos de estudio, vias de administraciéon y métodos de tratamiento. Son
necesarios los ensayos clinicos con un disenio adecuado y estandarizado,
asi como mas estudios preclinicos para seguir estudiando los posibles me-
canismos de accién.

8.3 Ansiedad

La ansiedad es la mas comun y universal de las emociones, ésta cumple con
una funcién adaptativa y prepara al individuo para la ejecucién de tareas o
alertas frente a posibles amenazas. Sin embargo, ésta puede llegar a ser pa-
tolégica cuando no se presenta como respuesta proporcionada frente a un
estimulo, o si su intensidad o duraciéon excede los limites aceptables, puesto
que perderd su funciéon de adaptacién y se convertird en un problema de
salud para el individuo (Gémez et al., 2002; Meaney et al., 2015).

El estrés crénico reduce los niveles cerebrales de GABA. Otros neuro-
transmisores también participan, entre ellos las monoaminas, como la se-
rotonina, la noradrenalina y la dopamina estan involucradas en la fisiopa-
tologia de los trastornos por ansiedad (Heinze y Camacho, 2010). Los efectos
ansioliticos de los antidepresivos se deben a la estimulacién de los recepto-
res 5-HT,, en el hipocampo dorsal. Ademas, las hormonas también pueden
ejercer acciones ansioliticas por la modulacién del receptor GABA,. En ge-
neral, el sustrato neuroanatémico comprometido es el locus coeruleus, el sis-
tema limbico, la amigdala, el tdlamo, el hipocampo y el hipotédlamo (Heinze
y Camacho, 2010; Meaney et al., 2015).

8.3.1 Epidemiologia

Encuestas orientadas a establecer la prevalencia de trastornos psiquiatri-
cos en la poblacién han demostrado que los trastornos de ansiedad son
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extremadamente comunes. En los Estados Unidos de América, la Réplica
de la Encuesta Nacional de Comorbilidad (NCS-R, por sus siglas en inglés)
encontré que casi el 30 % de los adultos sufren de al menos una de estas
afecciones a lo largo de sus vidas (Kessler et al., 2005). En México, de manera
similar, la Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquidtrica (ENEP) reportd
que el 28.6 % de la poblacién presenté alguna vez en su vida algunos de los
23 trastornos incluidos en la Clasificacién Internacional de Enfermedades
(CIE), siendo los trastornos de ansiedad los mas frecuentes (14.3 % alguna
vez en la vida). Las mujeres presentan prevalencias globales mas elevadas.
Donde las fobias son muy comunes (7.1 % alguna vez en la vida), seguidas
por los trastornos de conducta (6.1 %), la dependencia al alcohol (5.9 %), la
fobia social (4.7 %) y el episodio depresivo mayor (3.3 %) (Medina-Mora et al.,
2003).

8.3.2 Sintomas

Los sintomas principales de la ansiedad son el miedo y la inseguridad. Estos
sintomas no son los que de forma habitual un individuo podria presentar
ante una situacién estresante comuin como un examen, un viaje, un impre-
visto domeéstico o cualquier conflicto social. Los sintomas de la ansiedad
estdn presentes durante meses, normalmente medio afio, antes de iniciarse
cualquier tratamiento (Meaney et al., 2015). La consecuencia es que la evolu-
cién natural de estas enfermedades, si no se tratan, es hacia la cronificaciéon
y el empeoramiento. Los sintomas de la ansiedad y el estrés no son solo
psiquicos, sino también afectan al resto del cuerpo, por lo que es necesario
siempre en primer lugar descartar que se trate de otra enfermedad médica
0 que se presenten ambas simultdneamente. Por otro lado, es frecuente que
los trastornos de ansiedad se acompanen de otras enfermedades psiquiatri-
cas, principalmente trastornos afectivos, trastornos de personalidad de tipo
ansioso o abuso de toxicos como el alcohol, tabaco, excitantes y sustancias
ilegales.

El miedo estd incluido como una de las cinco emociones fundamentales
del ser. Cuando se refiere miedo se trata de una emocién o una respuesta
psicolégica, comportamental o fisiolégica, respecto de un estimulo poten-
cialmente peligroso (ya sea éste una situacién, un predador o un objeto)
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(Heinze y Camacho, 2010; Meaney et al., 2015). El miedo es por tanto uno de
los elementos bésicos para la definicién de los trastornos de ansiedad.

8.3.3 Diagnéstico

El diagnéstico de los trastornos de ansiedad se basa en la historia clinica.
Existe la posibilidad de usar escalas de medicién de la ansiedad que ayudan
en este diagnoéstico. Se encuentran el Hamilton de ansiedad (HAS), el inven-
tario del estado de ansiedad (ASI), inventario del estado-rasgo de ansiedad
(STAI), lista de sintomas-90 (SCL-90-R), inventario de ansiedad de Beck (BAI),
la escala de autoevaluacién de ansiedad (SRAS), entre otras. El diagnéstico
diferencial depende del tiempo, la duracién, el nimero y la severidad de los
sintomas.

8.3.4 Clasificacién

Los principales trastornos de ansiedad incluidos en el Manual de Diagnosti-
co y Estadisticas de Enfermedades Mentales (The Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders, DSM-1V) son los siguientes: ansiedad genera-
lizada, péanico con o sin agorafobia, fobia social, fobia especifica, trastorno
obsesivo-compulsivo y, finalmente, el trastorno por estrés postraumatico.
Llama la atencién que este orden no ha variado en lo fundamental durante
un siglo. El marco clinico descrito antes ha dejado furtivo un fenémeno de
gran importancia conceptual y clinica, y cuya estructura puede ser orienta-
dora para cualquier explicacién que se intente en este campo. Es decir, dos
grandes factores se desprenden de las constataciones descriptivas iniciales
de los trastornos de ansiedad: el miedo frente a la naturaleza y el miedo
frente al encuentro interpersonal.

Las caracteristicas de la ansiedad generalizada son la apariciéon progre-
siva y permanente de sintomas intensos de ansiedad, sin una causa real
que las provoque. Las manifestaciones son fatiga, inquietud, dificultad para
dormir, irritabilidad, tensién muscular. El individuo estd preocupado perma-
nentemente sin motivos aparentes y no lo puede controlar. En el trastorno
de panico existe la aparicién brusca de un miedo intenso con manifestacio-
nes de temblor, sudoracién, miedo a morir, sensacién de frio/calor, nduseas,
sensacién de asfixia, mareo, miedo a perder el control, dolor en el pecho.
Puede aparecer espontdneamente o ser provocado por algiin estimulo.
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En las fobias se tiene un temor angustioso a determinada circunstancia
real o imaginaria. Las manifestaciones son variables dependiendo del tipo
de fobia: en la fobia especifica puede existir miedo a un objeto o situacién
determinada; en la fobia social el miedo a colocarse en una situacién ver-
gonzosa en un medio social; en la agorafobia el miedo es a encontrarse en
cualquier situaciéon que pueda provocar un ataque de panico o de la cual
le sea dificil escapar, lo que hace que la persona se encierre en casa con la
finalidad de evitar la situacién que provoca el temor.

En el trastorno obsesivo-compulsivo, las obsesiones que se presentan
como ideas o pensamientos son repetitivos y no desaparecen de la mente
del individuo, aunque lo intente por todos los medios. Cada obsesién se
asocia a una compulsién o conducta que compensa la angustia que provoca.
En lo que respecta al estrés postraumatico se caracteriza en aquellos indi-
viduos que han estado expuestos a algin evento traumatico que involucra
un dano fisico o psicolégico extremo. Las manifestaciones son de pérdida de
sueno, irritabilidad, sobresalto y falta de concentracién que provoca altera-
ciones a nivel familiar, laboral y social del individuo (Lozano, 2000).

Finalmente, es importante sefialar que la expresion “los nervios” tam-
bién se asocia con el concepto de ansiedad. Este es un término de filiacién
cultural que se utiliza para describir una alteracién del estado emocional
causado por un susto, una impresién fuerte, conflictos sociales, dificultades
familiares, econdémicas y laborales que originan intranquilidad.

8.3.5 Terapéutica

Entre los tratamientos mas utilizados para los trastornos de ansiedad estan
la psicoterapia y los medicamentos. Es posible que se obtenga mayor bene-
ficio con una combinacién de ambos. La terapia cognitiva conductual es la
manera mas eficaz de la psicoterapia para tratar los trastornos de ansiedad.
Generalmente, la terapia cognitiva conductual es un tratamiento a corto
plazo y se enfoca en ensenar técnicas especificas para mejorar sintomas y
poder gradualmente volver a las actividades que se evitan como consecuen-
cia de la ansiedad (Kaczkurkin y Foa, 2015). El tratamiento incluye terapia
de exposicién al objeto o la situacién que provoca ansiedad, de modo que
tiene la finalidad de desarrollar confianza para controlar la situacién y los
sintomas de ansiedad.

Capitulo 8. Evaluacién de compuestos bioactivos en modelos experimentales
de afecciones del sistema nervioso central

225



Métodos de bioevaluacién de compuestos bioactivos

En muchos de los casos de ansiedad se puede utilizar la terapia farma-
colégica. Los farmacos ansioliticos son sustancias depresoras del SNC con
propiedades tranquilizantes en dosis relativamente bajas y con efectos
sedantes-hipnéticos en dosis altas. Dentro de los grupos de farmacos ansio-
liticos se encuentran las BDZs y los farmacos no benzodiacepinicos (Ashton,
1994; Meaney et al., 2015). Las BDZs son eficientes en los casos de ansiedad
persistente, sin embargo, son menos eficaces en casos de crisis de panico y
de neurosis obsesiva. La accién ansiolitica es mediada por receptores GA-
BA,, en particular en los que contienen la subunidad a2. Las BDZs potencian
la respuesta al GABA facilitando la frecuencia de apertura de los canales de
cloruro activados por éste, lo que produce la hiperpolarizacién de la neuro-
nay por lo tanto el estado de inhibicion (Figura 5A). Es importante informar
que las BDZs pueden desarrollar toxicidad derivada de una sobredosis agu-
da o efectos de dependencia y tolerancia (Ashton, 1994; O'brien, 2005).

Dentro del grupo de farmacos no benzodiacepinicos se encuentran los
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS) y agonistas
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Figura 5. Mecanismos de accién de fairmacos ansioliticos. A) Aumento de la neurotrans-
misién GABAérgica por farmacos benzodiacepinicos. B) Mecanismo de accién de los in-
hibidores selectivos de la recaptura de serotonina y buspirona para el tratamiento de la
ansiedad. Abreviaciones: 5-HT, 5-hidroxi-triptamina; BDZ, benzodiacepinas; GAT, trans-
portador de GABA; SERT, transportador de serotonina; MAO, monoamino oxidasa; ISRS, in-
hibidores selectivos de la recaptura de serotonina. Modificado de Garcia-Garcia et al., 2010.
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parciales de receptores serotoninérgicos 5-HT,, como la buspirona. Los
ISRS como fluoxetina, citalopram y venlafaxina han mostrado eficacia en
trastorno de ansiedad generalizada, trastorno de angustia, fobia social y
trastorno obsesivo-convulsivo, entre otros. La eficacia terapéutica a me-
dio y largo plazo es superior a las BDZs, carecen de potencial adictivo, no
producen sedacién y presentan un perfil de efectos secundarios favorable.
Sobre los mecanismos de accién, los ISRS provocan un aumento en los
niveles de serotonina en el cerebro al bloquear su recaptura en las ter-
minales presindpticas de neuronas serotoninérgicas (Howland, 2015). De
este modo habra mas serotonina disponible para mejorar la transmisién
sindptica entre las neuronas (Figura 5B).

En lo concerniente a la buspirona, ésta se utiliza en el tratamiento de
la ansiedad generalizada, parece tener efectos relativamente débiles en el
trastorno de panico y en el trastorno obsesivo-convulsivo (Howland, 2015;
Lozano, 2000). La buspirona es un agonista parcial de los receptores seroto-
ninérgicos 5-HT,,, aunque también es capaz de modular a receptores dopa-
minérgicos presindpticos D2, D3 y D4, asi como adrenérgicos alfa 1 (Riblet et
al., 1982). No obstante, su efecto ansiolitico se debe fundamentalmente a su
accién serotoninérgica (Lozano, 2000; Meaney et al., 2015). Se ha descrito que
actla sobre receptores presinapticos inhibidores reduciendo la liberacién
de serotonina y noradrenalina en el locus coeruleus (Figura 5B). A diferencia
de las BDZs no produce accién hipnética, relajante muscular y afecta mini-
mamente a la actividad psicomotriz.

8.3.6 Modelos experimentales de ansiedad

El uso de ratas y ratones para la investigacién de las causas y tratamientos
de enfermedades psiquiatricas es un desafio: los signos y sintomas de tales
afecciones a menudo reflejan motivaciones, emociones y procesos cogniti-
vos que no son atribuibles de manera realista a estas especies. Los estudios
de laboratorio de ansiedad con roedores generalmente se enfocan en pa-
radigmas de comportamiento etolégicamente relevantes, particularmente
para evaluar la eficacia de los medicamentos usados para tratar la ansiedad
en humanos (Lezak et al., 2017). Se estima que la investigacién preclinica
en el area de la ansiedad utiliza cerca de 30 modelos diferentes, y aunque
los hay basados en respuestas fisiologicas y en respuestas inducidas con
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farmacos, la mayoria utiliza métodos conductuales de muy diversa indole
(Gémez et al., 2002).

8.3.6.1 Modelo de campo abierto

La prueba de campo abierto open-field ha sido ampliamente utilizada para
evaluar la actividad ansiolitica, la cual mide el comportamiento exploratorio
y la actividad general en roedores (Gould et al., 2009). Originalmente fue des-
crita por Hall (1934) y la prueba consistia en medir la reaccién de los roedores
ante un ambiente estresante que no tenia salida. Inicialmente la prueba se
realizaba en un area circular iluminada que se encontraba cerrada por una
pared de 0.45 m de altura (Mora-Gallegos y Salas-Castillo, 2014). El modelo del
campo abierto es ahora uno de los mas populares procedimientos en los estu-
dios de psicologia animal. Actualmente se dispone de diferentes versiones, en
cuanto a la forma geométrica del ambiente (circular, cuadrada o rectangular),
iluminacién (iluminacién desde arriba con un foco sobre el campo abierto o
iluminacién desde abajo con una bombilla colocada bajo la superficie trans-
parente del campo abierto, algunas veces es usada luz roja), la presencia de
objetos dentro del aparato como plataformas, columnas, tineles, etc.

La prueba de campo abierto consiste en colocar a los roedores en un
area determinada obligdndolos a interactuar con un ambiente novedoso,
esto con el fin de evaluar los efectos sedantes, toxicos o estimulantes de los
compuestos (Prut y Belzung, 2003; Gould et al., 2009). El animal se coloca en
el centro o cerca de las paredes del aparato y los siguientes elementos de su
comportamiento son registrados por un periodo que va de 2 a 20 minutos:
locomocién horizontal (nimero de cruzamientos de las lineas marcadas en
la superficie), actividad vertical (frecuencia de levantamientos) y si el ani-
mal defeca durante el periodo de la evaluacién. En tal situacién, los roedores
prefieren espontdneamente la periferia del aparato a la actividad en la parte
central del campo abierto. De hecho, los ratones y las ratas caminan cer-
ca de las paredes, un comportamiento llamado tigmotaxis (Prut y Belzung,
2003; Gould et al., 2009).

Un aumento en el tiempo que los roedores pasan en la parte central
del aparato sin modificacién de la locomocién total o una disminucién en
el nimero de cruzamientos de las lineas marcadas en la superficie y de la
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Figura 6. Modelo de campo abierto (A) y la representacién en barras del efecto ansioli-
tico de un farmaco de prueba, en comparacién con un testigo y el grupo que recibié el
vehiculo (B). ANADEVA seguida de la prueba post-hoc de Dunnett. **p < 0.01, **p < 0.001,
#p < 0.0001.

actividad vertical son indicadores del efecto tranquilizante (Gonzélez-Trujano
et al., 2006b) (Figura 6A). Un disefio experimental que ejemplifica la evaluacion
del efecto ansiolitico de tres dosis de un farmaco de prueba, con incremento
de medio logaritmo en comparacién con un control negativo (vehiculo) y un
positivo (testigo o fArmaco referencia) se observa en la Figura 6B.

Los efectos de muchos farmacos han sido estudiados en el modelo de
campo abierto. En general, los estudios muestran que el modelo es sensible
a los efectos ansioliticos producidos por BDZs clasicas y agonistas del recep-
tor 5-HT,,. Por otra parte, el modelo no muestra sensibilidad a algunos otros
farmacos ansioliticos, como son alprazolam y los inhibidores selectivos de
la recaptacién de la serotonina.

8.3.6.2 Modelo del tablero con orificios

El modelo del tablero con orificios hole-board test, el cual fue utilizado por
primera vez por Boissier y Simon (1962), ofrece una manera simple para
medir la respuesta de un animal a un ambiente desconocido (Takeda et al.,
1998). Una de las ventajas de este modelo es que varias conductas pueden
ser facilmente observadas y cuantificadas, lo cual hace posible una
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comprensiva descripciéon del comportamiento de los animales. Sin embar-
go, al igual que en otros modelos animales para el estudio de la ansiedad,
en el modelo del tablero con orificios los diversos estimulos ansiogénicos
provocados por la manipulacién pueden variar mucho entre los animales, lo
cual puede afectar drasticamente el comportamiento de éstos.

El aparato original del modelo consistié en un tablero cuadrado con un
area de 40 cm? y un grosor de 1.8 cm, perforado con 16 orificios de 3 cm
de didmetro igualmente distribuidos. Un ratén es colocado en el centro del
tablero. El observador registra el nimero de veces que el ratén introduce
la cabeza en alguno de los orificios, conducta conocida como head-dipping
(Figura 7A). Una reduccién significativa en el hundimiento de la cabeza, en
comparacién con el grupo del vehiculo se considera como una respuesta
de tipo ansiolitico (Crawley, 1985; Takeda et al., 1998). De manera similar a
lo observado en el campo abierto, una menor conducta de exploraciéon de
orificios se asocia con un mayor efecto ansiolitico (Figura 7B).

Diversos trabajos de investigacién han estudiado el efecto de farmacos
ansioliticos utilizando el modelo del tablero con orificios. Algunos autores
han reportado incrementos en la conducta de head-dipping después de que
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Figura 7. Modelo de ansiedad denominado tablero con orificios o head-dipping (A) y la
representacién en barras del efecto ansiolitico de un farmaco de prueba, en comparacién
con un testigo y el grupo que recibi6 el vehiculo (B). ANADEVA seguida de la prueba post-
hoc de Dunnett. **p < 0.01, ***p < 0.001, ***p < 0.0001.
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los animales (ratones o ratas) fueron tratados con farmacos ansioliticos;
mientras que otros autores lo han asociado con decrementos de la mis-
ma conducta, considerdndolo de la misma manera efecto ansiolitico. Dicha
controversia se pudiera deber al nivel de estrés de los animales utilizados
en cada estudio. Diacepam a las dosis de 0.05 - 0.5 mg/kg, i.p., promueve
el aumento de head-dipping. Sin embargo, otro estudio probando el mismo
ansiolitico en la dosis de 0.1 mg/kg, i.p., gener6 disminucién en el head-di-
pping, cuando los animales fueron estresados previamente a la evaluacién
conductual.

Otro caso es el del ansiolitico clordiazepoéxido, el cual mostrd actividad
inhibitoria cuando los animales se encontraban en un ambiente aversivo
(iluminacién), mientras dicho farmaco no produjo actividad en ambientes
no aversivos. De tal manera que utilizar un testigo o farmaco de referencia,
durante el estudio de nuevos farmacos ansioliticos, es imperante para la
toma confiable de los datos y para definir cudndo se estd obteniendo un
efecto ansiolitico o incluso ansiogénico.

8.3.6.3 Modelo de exploracién en cilindro

Para el estudio de farmacos con actividad ansiolitica también se conoce el
modelo de exploracién en cilindro (Figura 8A). Este permite medir la activi-
dad vertical de roedores previamente administrados con un determinado
farmaco ansiolitico, y se basa en que una disminucién en el nimero de le-
vantamientos espontaneos realizados por el roedor sobre sus extremidades
posteriores implica un efecto ansiolitico (Figura 8B).

8.3.6.4 Modelo de cruz elevada o plus-maze

El laberinto en cruz elevado o plus-maze es reconocido como uno de los mo-
delos experimentales de ansiedad mas utilizados para bioensayo de far-
macos ansioliticos. Este modelo es comunmente utilizado por la industria
farmacéutica como herramienta de deteccién de compuestos con potencial
ansiolitico, y se basa en la libre exploracién de los roedores frente a un am-
biente novedoso, permite elegir entre dos pares de zonas distintas: un par de
brazos abiertos (area de riesgo) y un par de brazos cerrados (area segura) (Fi-
gura 9A). Por tanto, el comportamiento exploratorio normal de los roedores
es generalmente concentrado en los brazos cerrados. La administracién de
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Figura 8. Modelo de ansiedad denominado exploracién en cilindro, donde se realiza el
conteo de levantamientos o rearings (A), y la representacion en barras del efecto ansioliti-
co de un farmaco de prueba, en comparacién con un testigo y el grupo que recibi6 el ve-
hiculo (B). ANADEVA seguida de la prueba post-hoc de Dunnett. *p < 0.01, ***p < 0.0001.

Figura 9. Modelo de ansiedad denominado cruz elevada o plus-maze (A) y la represen-
tacién en barras del efecto ansiolitico de un farmaco de prueba, en comparacién con un
testigo y el grupo que recibié el vehiculo (B). ANADEVA seguida de la prueba post-hoc de
Dunnett. **p < 0.001, ***p < 0.0001.
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compuestos que provocan ansiedad conduce a una disminucién del tiempo
de permanencia en areas abiertas, mientras que los compuestos ansioliticos
tienden a reducir la aversién a lo abierto y aumentar el tiempo exploratorio
que pasan en los brazos abiertos (Lister, 1987; Walf y Frye, 2007) (Figura 9B).

8.3.7 Buisqueda de compuestos bioactivos con actividad ansiolitica

A pesar de la existencia de una gran diversidad biolégica de especies vege-
tales medicinales y saberes tradicionales en México y en diversas partes del
mundo, donde ya se hace uso de este recurso en la atencién clinica, pocas
han sido evaluadas para la busqueda de compuesto bioactivos. Por tanto, la
medicina tradicional proporciona una base util para el desarrollo de nuevos
candidatos a farmacos, y se considera una opcién de tratamiento atractiva
para pacientes que no responden adecuadamente a los farmacos sintéticos
(Fedotova et al., 2017; Savage et al., 2018).

Algunas especies de plantas con efectos ansioliticos que han sido evalua-
das tanto como extractos crudos, fracciones bioactivas e incluso sus com-
puestos activos puros son: Piper methysticum (kava), Centella asiatica (cente-
1la), Humulus lupulus (lapulo), Ginkgo biloba (cabello de doncella), Matricaria
chamomilla (manzanilla), Melissa officinalis (melisa), Passiflora incarnata (ma-
ypop), Scuterllaria leriflora (escutelaria), Valeriana officinalis (valeriana), Witha-
nia somnifera (ashwagandha), Magnolia officinalis (corteza de magnolia) y La-
vendula angustifolia (lavanda) (Sarris et al., 2013; Savage et al., 2018; Sartori y
Singewald, 2019), Valeriana edulis ssp. procera (Oliva et al., 2004), Tagetes lucida
L. (Pérez-Ortega et al., 2016), Tilia americana var. mexicana (Pérez-Ortega et al.,
2008), entre otras.

Los resultados de estudios experimentales han demostrado que com-
puestos bioactivos de estas plantas de naturaleza alcaloide, terpeno, flavo-
noide, acidos fenélicos, lignano, cinamatos y saponinas, producen efectos
ansioliticos en una amplia gama de modelos animales de ansiedad (Fedo-
tova et al., 2017). Ademas han permitido establecer algunos de sus mecanis-
mos de accién, que involucran la interaccién con los receptores GABA,, ya
sea a través de la unién directa al receptor o la modulacién de la membrana
celular o del canal iénico, inhibicién de la transaminasa GABA o de la des-
carboxilasa del dcido glutdmico; una variedad de efectos monoaminérgicos
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y la posible modulacién de los receptores de tipo cannabinoide (Fedotova et
al., 2017; Savage et al., 2018; Sartori y Singewald, 2019). Cabe senalar que, a
pesar de los avances alcanzados hasta ahora, los mecanismos de accion del
efecto ansiolitico de los productos naturales son complejos y requieren de
investigacién adicional en el futuro.

8.4 Epilepsia

La epilepsia se define como un trastorno cerebral caracterizado por una per-
manente predisposicién a presentar crisis epilépticas con las consecuencias
neurobiolégicas, cognitivas, psicosociales y sociales que genera esta afec-
cién. Crisis epiléptica es por tanto la ocurrencia transitoria de signos y/o
sintomas debidos a una excesiva actividad o sincronizacién neuronal en el
cerebro (Fisher et al., 2017).

La actividad neuronal caracteristica en la epilepsia es consecuencia de
descargas eléctricas de un grupo de neuronas, en lugares especificos del ce-
rebro denominados foco primario. Desde el punto de vista anatémico, esta
regién tiene un aspecto por completo normal. Casi nunca hay causa identi-
ficable de la epilepsia, aunque ciertas areas sufren alteraciones funcionales
que pueden demostrarse mediante el desencadenamiento de la actividad
epileptégena o paroxistica con diferentes factores ambientales, como la mo-
dificacién de los gases en la sangre, pH, electrélitos o disponibilidad de glu-
cosa. Es asi que la ocurrencia de al menos una crisis debe ser corroborada
mediante el andlisis de EEG.

8.4.1 Epidemiologia

La proporcién estimada de la poblacién mundial con epilepsia activa (es
decir, crisis convulsivas continuas o necesidad de tratamiento) se encuen-
tra entre 4 a 10/1000 personas. Sin embargo, algunos estudios en paises en
desarrollo sugieren que la proporcién se encuentra entre 6 a 10/1000 perso-
nas. Alrededor de 50 millones de personas en el mundo sufren epilepsia. En
paises desarrollados la tasa de nuevos casos anuales se encuentra entre 40
a 70/1000 personas en la poblacién general. Cerca del 90 % de los casos de
epilepsia en el mundo son encontrados en regiones en desarrollo (Resén-
diz-Aparicio, 2013). Alrededor del 70 % de los pacientes que padecen tras-
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tornos epilépticos responden favorablemente al tratamiento, sin embargo,
se estima que tres cuartas partes de las personas afectadas en los paises en
desarrollo no reciben el tratamiento que necesitan.

8.4.2 Sintomas

Las personas epilépticas presentan manifestaciones clinicas variadas, con
una amplia gama de sintomas que la mayoria de las veces son referidos por
el paciente o algin miembro de la familia. La fase premonitoria incluye los
llamados factores precipitantes o facilitadores, tales como fiebre, enferme-
dad, altitudes, falta de sueno, disminucién del umbral, menstruacién, lesiéon
cerebral. Es de senalar que este estado puede incluir sintomas algo contro-
versiales, usualmente relacionados con el tltimo evento que, junto con el
tiempo de duracién —desde algunos minutos, horas o aun en algunos casos
hasta dias—, deben aprender a reconocerse como sintomas prodrémicos y
no como inicio de crisis (Palacios y Clavijo-Prado, 2016). El aura es una sen-
sacion o fenémeno particular que precede a un ataque de epilepsia y puede
ser de diferente tipo. Durante la crisis, la sintomatologia es usualmente re-
lacionada con la alteracién de la conciencia. Sin embargo, existen las crisis
parciales simples que pueden no asociarse con pérdida de la conciencia, por
lo que se considera el compromiso cerebral con manifestaciones motoras,
sensitivomotoras o psiquicas.

8.4.3 Diagnéstico

El EEG y los estudios de neuroimagen sirven para sustentar una etiologia y
el pronéstico, asi como para influir en la seleccién de un manejo médico o
quirurgico. Para el diagnoéstico de la epilepsia existen pruebas habituales,
tales como: la tomografia computarizada (TC): es una técnica que visualiza
el craneo y las estructuras intracerebrales a través de rayos X, por lo general
después de una primera crisis epiléptica. La TC ha demostrado gran efec-
tividad para detectar en una primera valoracion la presencia de tumores,
lesiones hemorragicas y/o isquémicas, y otras lesiones estructurales que
puedan justificar una primera crisis a valorar de forma urgente. La resonan-
cia magnética (RM) cerebral es otra técnica de neuroimagen de eleccién en
casos de epilepsia atendidos en la consulta especializada. Permite identifi-
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car alteraciones estructurales responsables o relacionadas con el origen de
las crisis epilépticas.

Finalmente, el EEG es una prueba realizada con la colocacién de electro-
dos de superficie (a través de un gorro especial), que registran la actividad
bioeléctrica cerebral amplificada. El EEG estandar se realiza con el paciente
en reposo y suele acompanarse de estimulacién luminosa intermitente e
hiperventilacién, cuando no estéd contraindicada, asi como de la apertura
y cierre ocular. El EEG puede mostrar alteraciones bruscas (paroxisticas) de
la actividad eléctrica del cerebro, que son tipicas de la epilepsia (anomalias
epileptiformes) (Fraire-Martinez, 2013). Es una prueba de gran ayuda en el
diagnoéstico inicial de la epilepsia, ya que si encontramos alteraciones ti-
picas ayudan al diagnéstico sindrémico y a clasificar el tipo de crisis (por
ejemplo: epilepsia generalizada con punta-onda a 3 Hz, actividad focal, etc.).

8.4.4 Clasificacion

La clasificacién en epilepsia data al menos de los tiempos de Hipdcrates,
pero Gastaut ostenta el mérito de proponer la primera clasificacién moder-
na en el ano de 1969. Un intenso debate y la adquisicién de nuevos cono-
cimientos en las siguientes dos décadas condujeron a la clasificaciéon de
1985, y subsecuentemente a una version ratificada por la asamblea general
de la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés,
International League Against Epilepsy) en 1989, la cual ha tenido una gran
influencia mundial y un impacto mayor en la investigacién y en el cuidado
de pacientes. Aunque la investigacién moderna ha mostrado que la epilep-
sia es una enfermedad de redes neuronales, mas que un sintoma de anor-
malidades locales del cerebro, y a pesar de que el conocimiento de las redes
crece rapidamente, éste auin no es suficiente para fungir como base para
una clasificacién rigurosamente cientifica de las crisis. Por tanto, las pro-
puestas actuales estan basadas en los Gltimos entendimientos cientificos,
acompanados por la opinién de expertos y profesionales en epilepsia de la
comunidad mundial.

La clasificacién clinica de la epilepsia distingue dos categorias: parciales
y generalizadas, aunque con algunas superposiciones y muchas variantes
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en cada una de ellas. Las dos formas se dividen a su vez en simples (sin pér-
dida de conciencia) y complejas (con pérdida de conciencia).

8.4.4.1 Crisis focales

Las crisis parciales son aquellas en las que las descargas comienzan de forma
local y, a menudo, asi permanecen. Los sintomas dependen de las regiones
encefdlicas afectadas y consisten en contracciones musculares involun-
tarias, experiencias sensitivas o descargas auténomas anormales o efectos
sobre el estado de animo y el comportamiento, por lo que con frecuencia de
habla de epilepsia psicomotora. En este tipo de epilepsia, la descarga EEG
suele limitarse a un solo hemisferio. Las crisis focales a menudo se atribuyen
a lesiones cerebrales locales y su incidencia aumenta con la edad.

8.4.4.2 Crisis generalizadas

Las crisis generalizadas afectan a todo el encéfalo, incluido el sistema re-
ticular, con una actividad eléctrica anormal de los dos hemisferios. Se ca-
racteriza por una pérdida inmediata de la conciencia. Existen dos grupos
importantes, las crisis tonico-clénicas y las ausencias. La crisis ténico-clé-
nica consiste en una fuerte contraccién inicial de la totalidad de la muscula-
tura que produce un espasmo rigido en extension. La respiracién se detiene
a menudo y el paciente defeca, orina o segrega gran cantidad de saliva.
Esta fase tonica dura alrededor de un minuto, tras lo cual aparece una serie
de sacudidas violentas y sincrénicas que van cediendo de forma gradual en
2-4 minutos.

En los ninos aparecen crisis de ausencia, que son mucho menos exage-
radas, pero que surgen con mas frecuencia (muchos episodios cada dia) que
las crisis ténico-clénicas. El paciente interrumpe bruscamente la actividad
que esté llevando a cabo, a veces deja de hablar en medio de una frase, y
permanece ausente durante algunos segundos, pero con escasas o nulas
alteraciones motrices. No es juicioso de lo que lo rodea y se recupera de
manera brusca sin efectos posteriores.

La clasificacién publicada en 2017 por la ILAE se basa en tres distintos
niveles de diagnéstico, pensada asi para servir de la mejor forma en funcién
de los recursos e informacién disponibles en el entorno clinico, permitiendo
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Tabla 4. Clasificacién operacional extendida de los tipos de crisis, ILAE 2017.

Inicio focal

Inicio generalizado

Inicio desconocido

Conciencia Conciencia
preservada alterada
Inicio motor

e Automatismos

e Atédnica

e Clénica

e Espasmo epiléptico

e Hiperquinética

e Mioclénica

e Tonica

Inicio no motor

Autondémica

Detencién del
comportamiento

Cognitiva
Emocional
Sensorial

Motor

e Tbnico-clénica

e Cldnica

e Tonica

e Mioclénica

e Mioclénica-aténica-
clénica

e Mioclénica-aténica

e Atdnica

e Espasmo epiléptico

¢ No motor (ausencia)
Tipica

e Atipica

e Mioclénica

e Mioclénica palpebral

Motor
e Ténico-clénica
e Otro motor

No motor

e Detencién del
comportamiento

No clasificadas

Focal a bilateral
Ténico-clénica

una clasificacién multinivel y, de ser posible, recomendando un diagnéstico
en cada uno de ellos (Fisher et al., 2017) (Tabla 4).

En el primer nivel solo es posible determinar el tipo de crisis, dado que
podria no haber acceso a estudios de EEG, video o imagenologia, o la infor-

macién puede ser limitada como para realizar un diagnéstico mayor. Aqui

se distinguen tres grandes grupos: crisis de inicio focal, ya sean unifocales
o multifocales, asi como convulsiones en un solo hemisferio; crisis de inicio
generalizado que involucran a ambos hemisferios; y crisis de inicio des-
conocido, en las cuales el clinico es incapaz de determinar si su inicio es
focal o generalizado. En este nivel se toma en consideracién la presencia o
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ausencia de signos motores, y en el caso de crisis focales es posible hacer
una mayor distincién, de acuerdo con el nivel de conciencia de la persona
durante la crisis.

El segundo nivel de clasificacion se basa en el tipo de epilepsia e incluye
a la epilepsia focal, epilepsia generalizada, epilepsia combinada (presencia
de crisis focales y generalizadas, como en los sindromes de Dravet y Len-
nox-Gastaut) y epilepsia de inicio desconocido. Muchas epilepsias pueden
incluir multiples tipos de crisis y el diagndstico a este nivel suele realizarse
sobre una base clinica, apoyandose en evidencia electroencefalografica de
periodos ictales e interictales.

El tercer nivel es un diagnoéstico del sindrome epiléptico y es posible
realizarlo, cuando ademas del tipo de crisis se posee informacién sobre
estudios EEG y de imagenologia, etiologia, edad de inicio y remisién (si pro-
cede), desencadenantes de las crisis, variaciones durante ciclos circadianos,
severidad y pronéstico. Existen muchos sindromes bien reconocidos, como
la epilepsia infantil de ausencia o el sindrome de West.

8.4.5 Terapéutica

La posibilidad de una clasificacion de la epilepsia es fundamentalmente una
herramienta clinica, para evaluar a los individuos que se presentan con cri-
sis en un servicio de salud, aunque su utilidad e impacto se extiende tanto
a los dominios de la investigacién clinica y basica como al desarrollo de
nuevas terapias. La clasificaciéon provee un marco de referencia para enten-
der el tipo de crisis que el paciente presenta, qué otra podria presentar, los
posibles desencadenantes de éstas y a menudo su prognosis, asi como el
riesgo de comorbilidades y mortalidad; por ultimo, pero no menos impor-
tante, guia la seleccién de posibles terapias.

Los farmacos antiepilépticos mas frecuentemente usados y su mecanis-
mo de accién son resumidos en la Tabla 5 y Figura 10.

8.4.6 Modelos experimentales de crisis convulsivas y epilepsia

Los modelos animales de la epilepsia han jugado un rol fundamental en la
comprensién de los cambios fisiolégicos y anatémicos asociados a la epi-
lepsia en el humano, asimismo, desde la primera mitad del siglo xx han
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Tabla 5. Mecanismos de accién de fairmacos antiepilépticos.

Agente antiepiléptico Mecanismo(s) de accion

Benzodiacepinas Mejoran la accién del GABA.
Reducen sostenidamente ataques repetitivos.

Carbamazepina Bloquea canales de sodio voltaje-dependientes.

Etosuximida Reduce corrientes de Ca?* tipo T

Felbamato Inhibicién de la neurotransrnisién glutamatérgica (reduce
la accién del NMDA, bloquea el sitio de unién a glicina en el
receptor de NMDA).

Fenitoina Bloquea canales de Na* voltaje-dependientes.
Reduce corrientes de Ca?*.

Gabapentina Andlogo del GABA pero no actuia sobre los receptores
GABAérgicos ni se convierte o metaboliza en GABA.
Incrementa las sinapsis GABAérgicas: ;activaciéon de GAD?
Puede bloquear el transporte de los aminoécidos.
Se une a canales de Ca?* voltje-dependientes reduciendo la
concentracién de Ca? intraneuronal.

Lamotrigina Reduce la liberacién de glutamato.
Inhibe las corrientes de Ca?* voltaje-dependientes, bloquea
canales de Na* voltaje-dependientes.

Levetiracetam Reduce la liberacién de Ca?* intraneuronal y se une a la pro-
teina 2A de las vesiculas sinépticas.

Oxcarbazepina Inhibicién de canales de Na* voltaje-dependientes.
Inhibicién de corrientes de Ca?* voltaje-activadas.

Pentobarbital Mejora la accién del GABA.
Reduce corrientes de Ca?* voltaje-dependientes.

Primidona Bloquea corrientes de Na* voltaje-dependientes.

Progabida Agonista de los receptores GABA-A y GABA-B.

Remacemida Antagonista del receptor NMDA.
Inactivacién de los canales de Na*.

Tiagabina Inhibidor de la recaptura neuronal del GABA.

Topiramato Bloguea los canales de Na*.

Reduccién de las corrientes de Ca?* tipo L.

Potenciacién del GABA en el receptor GABA-A: aumento del
flujo de CT.

Inhibicién de la neurotransmisién glutamatérgica: bloqueo de
los receptores AMP A/kainato.

Inhibicién de la anhidrasa carbdnica.
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Tabla 5. Mecanismos de accién de farmacos antiepilépticos (continuacién).

Agente antiepiléptico Mecanismo(s) de accién

Valproato Incrementa la sintesis y reduce el catabolismo del GABA.
Bloquea las corrientes de Ca? tipo T.
Aumenta la inactivaciéon de los canales de Na*.

Vigabatrina Inhibidor de la GABA-transaminasa.
Inhibe la recaptura del GABA.
Zonisamida Bloquea los canales de Na*.

Bloquea canales de Ca? tipo T.
Mejora la accién de GABA.
Inhibe la anhidrasa carbénica.

Retigabina Modulador alostérico positivo de canales iénicos de potasio
KCNQ.
Estabiliza el potencial de membrana y controlar la excitabili-
dad neuronal.

Perampanel Antagonista no competitivo y selectivo de los receptores
AMP A en las neuronas postsinapticas.

Inhibe la respuesta excitatoria rapida en la neurotransrnisién

contribuido al desarrollo de farmacos antiepilépticos, muchos de los cuales
aun son prescritos hoy en dia. Dichos modelos se realizan en numerosas
especies de animales, desde la Drosophila melanogaster hasta primates no
humanos, y son lo suficientemente diversos como para permitir estudiar la
plétora de aspectos relevantes asociados con esta enfermedad (Pitkdnen et
al., 2017).

En epilepsia existen modelos agudos y crénicos. Los agudos se inducen
por la administracion de farmacos convulsivantes, como el pentilentetrazol
(PTZ),la bicuculina, la 4-aminopiridina, etc. (Veliskova et al., 2017), o por esti-
mulacién eléctrica (Van Vliet y Gorter, 2017). Los modelos crénicos consisten
en lesiones térmicas o por hipoxia, lesiones traumaticas, activacién optoge-
nética, creacién de cepas de roedores susceptibles a presentar crisis (mode-
los transgénicos) y el uso de animales que poseen como rasgo hereditario la
capacidad de presentar crisis epilépticas (Pitkdnen et al., 2017). Ambos tipos
de modelos reproducen crisis parciales y generalizadas; sin embargo, dado
que la epilepsia se caracteriza por la aparicién de crisis recurrentes a lo lar-
go del tiempo, sélo los modelos que reproducen esa condicién se consideran
modelos de epilepsia (Garcia-Garcia et al., 2010; Pitkdnen et al., 2017).
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Figura 10. Representacién simplificada de los blancos moleculares de los farmacos
antiepilépticos en la sinapsis. Abreviaciones: BDZ, benzodiacepinas; GABA-T; &cido
gamma-aminobutirico transaminasa; GAT-1; transportador GABA 1; *multiples mecanis-
mos de accién. Modificada de Garcia-Garcia et al., 2010.

El repasar todos y cada uno de los modelos es una tarea por demas ex-
tenuante, por lo que conviene resumir las ventajas y desventajas de las
distintas categorias en que se agrupan: aquellos dependientes de fairmacos
permiten la rapida generacién de crisis y la investigacién de mecanismos
epileptégenos, también han sido utilizados en gran medida en el “scree-
ning” de farmacos antiepilépticos, todo esto a expensas de una alta tasa
de mortalidad de los sujetos experimentales y gran variabilidad en la fre-
cuencia y severidad de las crisis espontaneas. En contraste, los protocolos
de estimulacién eléctrica suponen un menor riesgo para los sujetos expe-
rimentales y facilitan el control de las crisis y su progresién, llegando a ser
costosos y a requerir bastante tiempo para ser llevados a término.
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Por otra parte, las lesiones térmicas, por hipoxia o traumaticas suelen
aproximarse en mayor medida a las condiciones etiolégicas de ciertos sin-
dromes, pero las inconsistencias dependientes del procedimiento experi-
mental minan la posibilidad de realizar comparaciones significativas entre
animales y humanos. Finalmente, las cepas genéticamente susceptibles a
presentar crisis eliminan mucho de la artificialidad de las manipulaciones
en los procedimientos experimentales, pero las alteraciones genéticas pre-
cisas no siempre son conocidas, ademas de que ciertos estimulos sensoria-
les desencadenantes aun son requeridos (Kandratavicius et al., 2014).

8.4.6.1 Pentilentetrazol (PTZ)

Entre los modelos dependientes de un agente quimioconvulsivante, la ad-
ministracién de PTZ es bien conocida por inducir crisis generalizadas. En
dosis bajas (20-40 mg/kg) se ha utilizado como un modelo de crisis de au-
sencia y en dosis mayores (50-90 mg/kg) es capaz de generar crisis con-
vulsivas clénicas y ténico-clénicas, asi como estado epiléptico; junto con
el modelo de electroshock maximo, es uno de los modelos mas utiliza-
dos para valorar la eficacia de farmacos antiepilépticos (Coles et al., 2017;
Veliskova et al., 2017).

Administracion de PTZ
Parietal izquierda / l l l
- ' e L L
Parietal derecha ,
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Figura 11. EEG representativo de la actividad eléctrica en areas corticales (frontal y pa-
rietal) de ratones tratados con PTZ (85 mg/kg, i.p.). Las descargas espiga-onda (sefialadas
con asteriscos) y las espigas epilépticas (indicadas con flechas) evolucionan hasta gene-
rar crisis convulsivas generalizadas o ténico-clénicas (ver Figura 12).
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Figura 12. Andlisis espectral, de coherencia y correlacién cruzada en las crisis inducidas con
PTZ en el ratén. EEG representativo de la actividad eléctrica registrada en la corteza frontal
derecha, después de inyectar PTZ (85 mg/kg, i.p.) (A). Nétese el aumento en la amplitud y la
frecuencia de las espigas asociado a la severidad de la convulsién, ya sea una crisis genera-
lizada o una ténico-clénica. Ademads, se muestran sus respectivos espectrogramas, espectros
de potencia y valores de la potencia relativa en las bandas de frecuencia § (0.5-4 Hz), 6 (4.5-7.5
Hz), a (8-13 Hz), § (13-30 Hz) y y (30-60 Hz). Evolucién de una crisis generalizada registrada en
la corteza parietal y frontal del hemisferio izquierdo (B). El coherograma de ambos registros
indica la evolucién de la crisis en el dominio del tiempo y la frecuencia entre ambas zonas de
registro (C). A la derecha se presenta el resultado de la conectividad funcional entre ambos
sitios de registro, obtenido por medio de un andlisis de coherencia y correlacién cruzada (D
y E, respectivamente). Nota: En los espectrogramas y el coherograma, la escala de colores
(izquierda) indica la potencia o el nivel de conectividad, donde los colores calidos son los de
mayor potencia o conectividad y los frios son los valores de menor magnitud. Abreviaciones:
CF-D, corteza frontal derecha; CF-I, corteza frontal izquierda; CP-I, corteza parietal izquierda;
FFT, transformada rapida de Fourier; PTZ, pentilentetrazol.
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El PTZ es un derivado tetrazol con una consistente accién convulsiva en
ratones, ratas y primates. Cuando es administrado por via parenteral, el PTZ
inicialmente produce conducta convulsiva identificada como mioclonias,
posteriormente puede conducir a crisis generalizadas o tonico-clénicas, que
pueden ser identificadas y caracterizadas conductualmente y por medio del
EEG (Figuras 11y 12).

Las crisis generalizadas se caracterizan como espasmos musculares que
afectan a las extremidades anteriores, con o sin pérdida del reflejo de en-
derezamiento. Las crisis ténico-clonicas generalizadas se caracterizan por
una ventroflexion inicial, seguida de extensién completa de las extremida-
des anteriores y posteriores. Por lo anterior, la administracién de PTZ se
considera un modelo idéneo para el estudio de crisis ténico-clénicas ge-
neralizadas. Por su bajo costo y su facil manejo, el modelo de PTZ ha sido
ampliamente usado en la investigacién clinica y en el desarrollo de nuevos
farmacos anticonvulsivos. La evaluacién consiste en observar a los anima-
les por 30 minutos, durante los cuales se cuantifica la incidencia, latencia y
duracién de las crisis generalizadas y las crisis ténico-clénicas, asi como la
tasa de mortalidad. Cuando se cuenta con un registro EEG, es posible discri-
minar la morfologia de la actividad epileptiforme y cuantificar el nimero de
espigas epilépticas. La severidad de las crisis se mide siguiendo la escala de
Luttjohann et al. (2009).

Actualmente, la tecnologia y la ingenieria hacen uso de métodos y mode-
los matematicos para el andlisis conductual asociado a la actividad EEG. Un
ejemplo de ello es la transformada rapida de Fourier (FFT, por sus siglas en
inglés), con la cual es posible realizar andlisis espectral de las sefales regis-
tradas en el EEG. Con ello se pueden conocerlas frecuencias dominantes y los
cambios en la amplitud o potencia de una crisis (Figura 12A). Asimismo, con
este método es posible establecer la evolucién de una crisis en el dominio
del tiempo-frecuencia, y la conectividad funcional entre dos o mas regiones
del cerebro usando el andlisis de coherencia o correlacién cruzada, entre
otros (Figura 12B).

Los modelos animales con PTZ se adoptaron como pruebas de deteccién
de farmacos antiepilépticos, lo cual en parte se debi6é a que el agente an-
ticonvulsivo etosuximida no alteré los umbrales convulsivos en el modelo
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de electrochoque maximo. En contraste, algunos farmacos efectivos contra
crisis inducidas mediante el modelo de electrochoque maximo, tales como
fenitoina y carbamazepina, son inefectivos contra las crisis inducidas con
PTZ. Por otra parte, algunos fadrmacos como pentobarbital, dcido valproico
y diacepam responden efectivamente contra las crisis inducidas por ambos
modelos.

Aunque los modelos animales basados en las crisis agudas y umbral de
las crisis inducidas con PTZ son ampliamente usados para la busqueda de
nuevos farmacos, asi como su toxicidad (Gonzalez-Trujano et al., 2021, 2022).
El mecanismo por el cual el PTZ acttia no es del todo entendido. Sin embar-
go, generalmente se acepta que actiia como antagonista del sitio de unién
alostérico del receptor GABA,, como lo hace la picrotoxina (VeliS8kova et al.,
2017). No obstante, estudios recientes indican que el PTZ y la picrotoxi-
na interactian con distintos dominios del receptor GABA,. Donde el PTZ
reduce principalmente la conductancia del ién CI- y, en menor medida, las
de los iones K* y Na* generando actividad de tipo paroxistico o descargas
espiga-onda y poliespigas observadas en el EEG (Figura 11).

8.4.6.2 Modelo de electrochoque méaximo

La prueba de electrochoque maximo consiste en aplicar un estimulo eléc-
trico maximo capaz de generar crisis ténico-clénicas. En la prueba de elec-
trochoque maximo, un choque de corriente alterna de 60 Hz y 50 mA (en
ratones) 6 150 mA (en ratas) es administrada a través de electrodos localiza-
dos en la coérnea por 0.2 segundos. El objetivo es verificar la eficacia de de-
terminado agente en abolir la extension ténica de los miembros posteriores.
Clinicamente, los fairmacos que presentan esta propiedad son eficaces en
prevenir las crisis parciales y tonico-clénicas generalizadas (Van Vliet y Gor-
ter, 2017). Representa un modelo de crisis agudas sensibles a compuestos
que actian modulando la actividad de los canales de sodio dependientes
de voltaje, como la fenitoina (Garcia-Garcia et al., 2010; Van Vliet y Gorter,
2017), donde se evalian como parametros la incidencia y/o duracién de la
extensién ténica.
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8.4.6.3 Kindling

El kindling es un modelo crénico de epilepsia utilizado para estudiar el pro-
ceso de la epileptogénesis y para el descubrimiento de nuevos compuestos
antiepilépticos. Este modelo es también conocido como encendimiento y
consiste en la estimulaciéon repetida, ya sea eléctrica o quimica, de diversas
estructuras del sistema limbico (mayor reactividad encontrada en areas cere-
brales como la amigdala, corteza e hipocampo), de tal manera que se va gene-
rando una propagacién de la excitabilidad de las neuronas, a partir de un foco
epiléptico que eventualmente llevard a la generalizacién y la participacién de
los dos hemisferios, provocando la manifestacion de crisis espontaneas con
la instalacién gradual de la actividad paroxistica (Goddard et al., 1969).

La progresién de la epileptogénesis producida por el kindling es gradual
y se distingue por la presencia de una serie de etapas que van de 0 a 5, es-
tablecidas por Racine en 1972. Cuando los animales presentan la etapa 5,
las crisis ya son permanentes y se considera que se ha alcanzado el estado
kindled. La progresién escalonada del encendimiento se calcula con el nime-
ro de estimulos requeridos para que alcancen y permanezcan en cada etapa,
también es comun evaluar la duracién de las postdescargas y la frecuencia
de espigas. Cuando un farmaco es capaz de retardar o inhibir la progresién
del kindling se considera como potencial antiepileptégeno o antiepiléptico.

En general existen una gran variedad de modelos, incluidos los genética-
mente epileptégenos, donde se encuentran animales que poseen como ras-
go hereditario la capacidad de presentar crisis epilépticas. En la actualidad,
con la finalidad de aplicar la norma de las 3R’s, el pez cebra (Danio rerio) se
estd considerando una de las opciones 6ptimas como recurso académico y
cientifico en la evaluacion de sustancias bioactivas, ello debido a sus carac-
teristicas y ventajas de alta tasa de fertilidad, reproduccion y fertilizaciéon
con un desarrollo rapido (Bertoncello y Bonan, 2021).

8.4.7 Estudios farmacolégicos para la obtencion de compuestos
bioactivos anticonvulsivos y/o antiepilépticos

Una fuente prometedora de nuevas sustancias anticonvulsivas y/o antiepi-
lépticas seguras y eficaces son las plantas medicinales, las cuales ademas
representan la posibilidad de tratamientos econémicos y culturalmente
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aceptables para los millones de personas con epilepsia en México y en el
mundo (Schachter, 2009; Sucher y Carles, 2015; Xiao et al., 2015). El poten-
cial terapéutico de las plantas medicinales y sus compuestos bioactivos con
actividad anticonvulsiva han sido objeto de extensa investigacién (He et al.,
2021), la cual ha derivado en el estudio de 280 especies de hierbas prove-
nientes de 216 géneros y 93 familias (Sucher y Carles, 2015).

De manera general, los estudios farmacolégicos comprenden a los ex-
tractos crudos, fracciones o compuestos individuales obtenidos de dichas
plantas medicinales. Los modelos de crisis convulsivas mas utilizados son
en su mayoria los inducidos con el modelo de electrochoque maximo y sus-
tancias quimicas tales como PTZ, picrotoxina, bicuculina, estricnina, peni-
cilina, entre otros, y en menor proporcién el modelo de kindling quimico o
eléctrico (Sucher y Carles, 2015; Manchishi, 2018).

A pesar del creciente nimero de investigaciones con plantas medicina-
les, los constituyentes reportados como responsables de la actividad anti-
convulsiva y/o antiepiléptica son variados y se han identificado de diferente
naturaleza quimica, tales como alcaloides, flavonoides, sacaridos, glucési-
dos, quinonas, cumarinas, lignanos, terpenos, aceites volatiles, saponinas
y glucésidos cardiacos (Kim, 2016). Los mecanismos terapéuticos de estos
efectos incluyen la regulacién de la sinapsis y vias del receptor (GABA, Glu-
tamato, NMDA y 5-HT), canales iénicos (Ca%, K* y Na*), sistema inmune (CD3,
CD4, IgG, IgA, TNF-q, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10), glial (proliferacién de cé-
lulas gliales y capacidad de absorcién de potasio) y disfuncién mitocondrial
y estrés oxidativo (marcadores de oxidacién, acumulacién de Ca?, muerte
celular y apoptosis) (He et al., 2021).

Pocos estudios de investigacion de extractos, fracciones o compuestos
puros incluyen el andlisis EEG, el cual se considera el estandar de oro para el
diagnostico de la epilepsia, algunos ejemplos en nuestra experiencia son ex-
tractos y/o compuestos de Annona diversifolia Saff., Valeriana edulis L., Justicia
spicigera L., Ruta chalepensis L., Tabernaemontana arborea (Gonzalez-Trujano et
al., 2006a,b; 2017; 2021a,b; 2022). Cabe hacer mencién que los medicamentos
a base de hierbas en dosis altas son generalmente bien tolerados, y produ-
cen menos efectos adversos en comparacién con los farmacos antiepilépti-
cos sintéticos (Gonzdalez-Trujano et al., 2016, 2021, 2022).
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Conclusién

El objetivo de este capitulo es integrar de manera concreta informacién so-
bre enfermedades del sistema nervioso central, enfatizando la utilidad de
los modelos experimentales en la investigacién y busqueda de nuevos far-
macos para el tratamiento del insomnio, la ansiedad y la epilepsia.
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9.1 Modelo in vitro de ileon aislado de cobayo

El ileon aislado de cobayo es una preparacién de un tejido intestinal que
permite realizar pruebas fisiolégicas y farmacolégicas in vitro y que fue des-
crita inicialmente por Henrick Magnus (Staff of the Department of Phar-
macology, 1968; Jespersen et al., 2015). Es un modelo preclinico de érgano
aislado, en el cual el tejido aislado del ileon de cobayo se sumerge en una
solucién amortiguadora con un pH de 7.2 que mantiene la presién osmotica
del tejido tal y como si estuviera en el cuerpo del animal. Ademas, el tejido
se debe mantener a una temperatura constante (37 °C) con burbujeo conti-
nuo de una mezcla de O, al 95 % y CO, al 5 % (carbégeno). Estas condiciones
experimentales permitirdn que el tejido permanezca viable y funcional du-
rante varias horas.

La solucién amortiguadora fue descrita por Hans Krebs en 1950, por lo
que también se le conoce como solucion Krebs, y contiene los iones y sales
necesarias para mantener la actividad fisiolégica normal del tejido. Su com-
posicioén consta de las siguientes concentraciones de sales (mM): cloruro de
sodio (NaCl, 118); cloruro de potasio (KCl, 4.7); cloruro de calcio (CaCl,, 2.5);
cloruro de magnesio (MgCl,, 1.2); fosfato monosédico (NaH,PO,, 1.2); bicar-
bonato de sodio (NaHCO,, 25); glucosa, 11; y colina, 0.3 (Staff of the Depart-
ment of Pharmacology, 1968; Jespersen et al., 2015).

La respuesta que se mide en el ileon de cobayo es la contracciéon o rela-
jacién del tejido, mediante un transductor de presién que traduce la senal
mecanica en una senal eléctrica para que sea transmitida a un sistema de
registro. Este sistema permite visualizar la actividad del tejido aislado a lo
largo del tiempo, para el estudio de los eventos fisiolégicos involucrados en
el movimiento intestinal y el efecto de los farmacos en evaluacion (Jesper-
sen et al., 2015). El ileon de cobayo se compone de diversos tipos de células,
pero las células responsables de su actividad contractil son las células del
musculo liso. En el musculo liso intestinal la contraccién muscular depende
del incremento de la concentracién de calcio (Ca*?) intracelular que, en su
mayoria, entra desde el exterior de las células a través de canales de calcio
dependientes de voltaje; aunque también puede ser liberado desde el
reticulo endopldsmico de estas células.
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El Ca*? es un catién divalente que ademas de estar involucrado en la con-
tractilidad, interviene en la actividad secretora y neuronal, y actia como
un activador importante en procesos enzimaticos de la célula, por lo que se
considera un mensajero intracelular final. De cualquier manera, el inicio del
proceso contractil se produce por la entrada masiva de Ca*?debido a la des-
polarizacién de la membrana, produciendo un incremento transitorio de la
concentracion intracelular de este ion. El Ca*? se une a la calmodulina, una
proteina reguladora intracelular, formando un complejo Ca*?-calmodulina
que activa a la cinasa de las cadenas ligeras de miosina mediante fosforila-
cién, lo que permite la activacién de la ATPasa de miosina y la contraccién
muscular (Joshi et al., 2021).

El modelo in vitro de ileon aislado de cobayo se puede utilizar para el es-
tudio de moléculas con diversos efectos farmacolégicos; por ejemplo, para
determinar el efecto espasmolitico y/o espasmogénico (Ventura-Martinez
et al., 2011); y, de manera mas reciente, se ha propuesto como un modelo
adecuado para el cernimiento de farmacos con efecto neuroprotector (Ro-
driguez et al., 2006). Los fundamentos tedricos para estos usos del modelo en
los estudios preclinicos seran tratados por separado en este capitulo.

9.2 Antecedentes que sustentan el uso del modelo de ileon
de cobayo para la determinacién del efecto
espasmolitico de diversos tratamientos

Para comprender el uso de este modelo en la evaluacién del efecto espas-
molitico de tratamientos bajo estudio, primero debemos revisar algunos as-
pectos tedricos que nos permiten entender los mecanismos implicados en
el efecto farmacolégico evaluado, como la definicién de espasmos intesti-
nales, la anatomia y fisiologia del tejido que se utilizara (ileon), asi como el
mecanismo involucrado en el efecto que se evaluara en este modelo.

9.2.1 Espasmos intestinales

Los espasmos intestinales son movimientos involuntarios de contraccién
sostenida y persistente del musculo liso intestinal. Se pueden originar
por la activacion del sistema nervioso auténomo (SNA), causando que el
musculo liso intestinal reciba una cantidad elevada de impulsos que pro-
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vocan contracciones sostenidas y frecuentes; o bien, por la activacién del
sistema nervioso entérico (SNE), provocando diversos cambios quimicos y fi-
sicos alrededor del tejido. Los espasmos pueden ser consecuencia de un des-
equilibrio del sistema parasimpaticoy de las terminaciones colinérgicas en el
intestino, lo cual provoca la liberacién constante de acetilcolina (ACh),
el principal neurotransmisor excitatorio del SNE. Algunas causas que pro-
vocan este desequilibrio pueden ser la irritacién del tracto intestinal, la se-
crecién elevada de hormonas, la presencia de agentes patégenos o toxinas,
por obstruccién intestinal y, en varias ocasiones, por la predisposicion de las
personas a sufrir estrés nervioso (Hall, 2016).

Para el tratamiento de los espasmos intestinales se utilizan farmacos
con efecto espasmolitico (antiespasmaddicos), los cuales, ante un espasmo,
inducen la relajacién del musculo liso de diversas visceras huecas como el
intestino, la vesicula biliar, uretra y el Gtero (Hani, 2014).

9.2.2 Anatomia y fisiologia del intestino delgado

En relacién con la anatomia y fisiologia del tejido se sabe que el intestino
delgado es parte del sistema digestivo y se encuentra en el drea denomi-
nada mesogastrio. Su principal funcién es la absorcién de nutrientes y el
desplazamiento de los alimentos ya digeridos hacia el colon para su poste-
rior excrecién. Se encuentra dividido en tres porciones: el duodeno, que es
el segmento intestinal que se encuentra cerca del estémago; el yeyuno, que
es la parte central del intestino delgado; y el ileon, que es la parte distal del
intestino delgado y se encuentra unido a la unién ileocecal que es donde
inicia el intestino grueso (Figura 1).

Varios estudios han demostrado que el ileon es el segmento intestinal
mas vascularizado y que se encuentra inervado por un mayor numero de
neuronas entéricas que los otros segmentos del intestino delgado (Navarro,
2009), por lo que este segmento se considera el mas apropiado para el estu-
dio de los cambios inducidos por los farmacos sobre la tensién muscular, ya
que el efecto de cualquier sustancia que actué a nivel intestinal serd mas
evidente y facil de analizar.

El intestino delgado es como un “tubo” que consta de diferentes capas
que le proporcionan su funcionalidad caracteristica: la serosa, una capa de
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Figura 1. Divisién anatémica del intestino delgado en donde se muestran las tres por-
ciones que lo conforman: duodeno, yeyuno e ileon. También se muestra la ubicacién
anatémica del estémago, el intestino grueso y el recto, para hacer una ubicacién mas
apropiada de cada segmento del intestino delgado. Modificado de: (https://www.niddk.
nih.gov/media-assets/8340/N01081_H_thumbnail.jpg).

musculo longitudinal, una capa de musculo circular, la submucosa y la mu-
cosa (Figura 2) (Costa et al., 2000).

Es importante mencionar que el intestino delgado cuenta con una iner-
vacion extrinseca y una intrinseca. La innervacién extrinseca se encuentra
controlada por el SNA, a través del sistema nervioso parasimpatico, prin-
cipalmente por el nervio vago. Las neuronas postganglionares del sistema
parasimpatico inervan a los plexos nerviosos del SNE y su estimulacién da
lugar a un aumento generalizado de la actividad del SNE por la accién de
la acetilcolina. Mientras que la innervacién intrinseca es controlada Unica-
mente por el SNE (Hall, 2016; Venegas-Villalobos, 2007), el cual se explicara a
detalle en el siguiente punto.

Para el empleo del modelo de ileon aislado de cobayo, es evidente que
como se trata de un “érgano aislado” se descarta la inervacién extrinseca,
y el movimiento del tejido se atribuye s6lo a la inervacién intrinseca a car-
go del SNE, que puede actuar de manera independiente controlando los
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Figura 2. Capas que conforman el intestino delgado, donde se muestra la ubicacién
de los plexos nerviosos (el plexo mientérico y el plexo submucoso) que conforman el
Sistema Nervioso Entérico (SNE). Modificado de: (http://sistemanervioso.net/wp-content/
uploads/2019/03/qu2%C3%A9-es-el-sistema-nervioso-ent%C3%A9rico.jpg).

movimientos peristalticos del musculo liso intestinal (Hall, 2016). Por eso es
importante entender la fisiologia de este sistema nervioso.

9.2.3 Sistema Nervioso Entérico (SNE)

El SNE esta conformado por dos plexos nerviosos, el plexo mientérico o de
Auerbach y el plexo submucoso o de Meissner. El plexo mientérico se en-
cuentra entre las capas del musculo longitudinal y del musculo circular de
la pared intestinal; mientras que el plexo submucoso se encuentra entre el
musculo circular y la submucosa (Figura 2) (Furness, 2006).

El SNE es la parte mas compleja del sistema nervioso periférico y ha sido
considerado el “segundo cerebro”, ya que estd compuesto por un gran nu-
mero de neuronas entéricas distribuidas en ganglios que forman los plexos
nerviosos del SNE. De hecho, se considera que este sistema nervioso esta
constituido por 80 a 100 millones de neuronas, que son una milésima parte
de las que hay en el cerebro, pero una mayor cantidad de las que existen
en la médula espinal. Las neuronas entéricas forman redes que se encuen-
tran encargadas del control intrinseco de la motilidad del intestino delga-
do. La mayor parte de las neuronas involucradas en las funciones motoras
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del intestino se encuentran localizadas en el plexo mientérico, con algunas
neuronas aferentes primarias localizadas en el plexo submucoso (Costa et
al., 2000).

Tipos de neuronas del SNE. Entre las neuronas del SNE se encuentran las neu-
ronas intrinsecas aferentes primarias, tanto en el plexo mientérico como en el
plexo submucoso. Estas neuronas responden a estimulos quimicos y fisicos
como la deformaciéon de la mucosa y la tensién del musculo, y se encargan
de enviar las sefiales necesarias al resto del SNE (Costa et al., 2000). También
hay neuronas motoras, las cuales reciben estimulos de las neuronas intrinse-
cas aferentes primarias y de las interneuronas descendentes y ascendentes.
Estas se proyectan hacia el musculo circular para estimularlo e inducir los
movimientos peristalticos del intestino delgado. Las neuronas motoras se
dividen en excitatorias e inhibitorias. Los principales neurotransmisores de
las neuronas motoras excitatorias son la ACh y las taquicininas; mientras
que los principales neurotransmisores de las neuronas motoras inhibitorias
son la noradrenalina (NA), el 6xido nitrico (ON), la adenosina trifosfato (ATP)
y el péptido intestinal vasoactivo (VIP).

Por ultimo, se encuentran las interneuronas, clasificadas como ascenden-
tes y descendentes. Estas tienen la funcién de integrar las sefales recibidas
por las neuronas intrinsecas aferentes primarias, para después transmitir-
las directamente a las neuronas motoras, y de esta manera regular la moti-
lidad y funcién del intestino delgado (Kunze y Furness, 1999).

9.2.4 Mecanismo de accién de los agentes espasmoliticos

Los agentes espasmoliticos incluyen compuestos musculotrépicos y anta-
gonistas colinérgicos muscarinicos. Uno de los agentes espasmoliticos mas
utilizados en la clinica es el bromuro de butilhioscina, mejor conocido como
butilhioscina. La butilhioscina es un farmaco anticolinérgico que actia
antagonizando los receptores muscarinicos de la ACh, el principal neuro-
transmisor excitatorio encargado del aumento de la tonicidad del musculo
intestinal.

Al igual que en otros tejidos con musculo liso, en el intestino delgado se
presenta una combinacién de receptores muscarinicos M, y M,. Los recep-
tores M, estan acoplados a una proteina Gq y estan asociados directamente

268 Rosa Ventura Martinez



Universidad Auténoma del Estado de Morelos ¢ Universidad Autonoma de Nayarit
Universidad Auténoma Metropolitana

a la respuesta contractil del musculo liso; mientras que los receptores M,
estan asociados a una proteina Giy a la inhibicién de adenilato ciclasa (AC),
evitando el incremento de la adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Al inte-
ractuar la ACh con los receptores muscarinicos M, presentes en las células
del musculo liso intestinal, la proteina Gq acoplada a estos receptores es
activada produciendo dos segundos mensajeros, el inositol trifosfato (IP,) y
el diacilglicerol (DAG), como producto de la hidrélisis del fosfatidilinositol
difosfato (PIP,), a través de la activacién de la fosfolipasa C (PLC).

Al interactuar el IP, sobre su receptor en el reticulo sarcoplasmico (IP,R),
se abren los canales de calcio (Ca*?) promoviendo su salida desde almacenes
intracelulares. Esto produce un incremento de Ca*? intracelular que, como
se explicé previamente, es responsable de la activacién de la miosina y la
consecuente contracciéon muscular (Figura 3) (Ritter et al., 2020). Por lo tanto,

Figura 3. El receptor M, es un receptor metabotrépico acoplado a una proteina Gq, que al
ser estimulado por ACh induce la hidrélisis del fosfatidilinositol difosfato (PIP,), a través
de la fosfolipasa C (PLC), produciendo inositol trifosfato (IP,) y el diacilglicerol (DAG). E1IP,
se une a su receptor en el reticulo sarcoplasmico (IP,R) y se activa la salida de calcio (Ca*?)
al citosol. El Ca*? se une a la calmodulina (CaM) activando a la cinasa de la cadena ligera
de miosina (MLCK), la cual fosforila a la miosina de cadena corta generando que ésta se
desplace entre los filamentos de actina, produciendo asi la contraccién del musculo liso.
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los farmacos que actlien como antagonistas de estos subtipos de receptores
bloquearan la contraccién inducida por la ACh e induciran un efecto espas-
molitico.

9.2.5 Protocolos para el estudio del efecto espasmolitico en el ileon
aislado de cobayo

En el modelo in vitro de ileon aislado de cobayo se pueden utilizar varios
protocolos para el estudio del efecto espasmolitico de diversos tratamientos
(Ventura-Martinez et al., 2011). Uno de ellos es utilizando un agente contrac-
til como el cloruro de potasio (KCl) para inducir la contraccién del tejido,
este es el protocolo mas frecuentemente utilizado para la determinacién
del efecto espasmolitico en estudios farmacolégicos. Se basa en que la ad-
ministraciéon de concentraciones altas de KCI (> 40 mM) sobre el musculo
liso, produce un incremento en la concentracion citosélica de Ca*? a través
de un mecanismo electromecdanico. Ya que concentraciones extracelulares
altas de K*inducen la despolarizacién de la membrana, lo cual abre los ca-
nales 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 contraccién bajo el mecanismo que ya fue
mencionado previamente (Mita et al., 2002).

Otro protocolo muy utilizado para la induccién de la contraccién del
ileon de cobayo es a través de la estimulacién eléctrica (EE) del tejido. Este
protocolo se basa en el conocimiento de que, al recibir un estimulo eléctrico
con frecuencias de estimulacién menores a 5 Hz, las neuronas motoras de
rapida despolarizacién presentes en los plexos nerviosos del SNE se despo-
larizan por apertura de canales iénicos y liberan neurotransmisores sobre
la placa muscular, principalmente ACh (Maske et al., 1980). Al actuar la ACh
sobre sus receptores muscarinicos presentes en el musculo liso intestinal
inducen contraccion.

Cualquier sustancia que sea capaz de inducir una disminucién en el
efecto contractil del tejido pre-contraido con KCl o estimulaciéon eléctrica,
serd considerada una sustancia con efecto espasmolitico y/o efecto relajan-
te (Ventura-Martinez et al., 2011).
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9.2.6 Determinacion del efecto espasmolitico del extracto de
una planta y su comparacién con un compuesto conocido,
utilizando el modelo de ileon de cobayo

Para la determinacion del efecto espasmolitico del extracto de una planta
medicinal y/o alguno de sus metabolitos, es necesario tener un antecedente
etnomédico que nos indique que la planta bajo estudio es utilizada en la
medicina tradicional, para el alivio de los espasmos intestinales o alguna
complicacién sobre la motilidad intestinal. Posteriormente se tiene que ela-
borar un protocolo con los antecedentes del proyecto, el planteamiento del
problema, la hipotesis de trabajo y el objetivo general, asi como la metodo-
logia y el diseno experimental del estudio.

En este caso solo describiremos la metodologia general y los resultados
de un experimento, cuyo objetivo fue determinar el efecto espasmolitico
de un extracto acuoso (ExtAq) de la Datura stramonium (D. stramonium), una
planta medicinal que contiene compuestos con efectos anticolinérgicos, y
compararlo con el efecto de una sustancia utilizada como control positivo
como la escopolamina.

La escopolamina o hioscina es un antagonista de los receptores mus-
carinicos de acetilcolina. Es un precursor del bromuro de butilhioscina, el
farmaco antiespasmodico utilizado en la clinica descrito previamente. Sus
semejanzas estructurales se pueden observar en la Figura 4.

CH2-CH2-CH2-CH3

HeC. HaC &=
o o Br-
] . .
“o 0 O
OH OH
Hioscina Bromuro de butilhioscina

(Escopolamina)

Figura 4. Estructura quimica de la hioscina y el bromuro de butilhioscina, un farmaco
utilizado en la clinica con efecto antiespasmédico. La parte en rojo en la estructura de
bromuro de butilhioscina muestra la diferencia estructural que tiene esta molécula con
la de la hioscina.
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Metodologia general para la obtencion del tejido. Para la obtencion del ileon ais-
lado de cobayo, se utiliza un cobayo Hartley de 300 a 400 g de peso corporal.
Se realiza la eutanasia del animal por sobredosis de pentobarbital s6dico (120
mg/kg), administrado por via intraperitoneal (i. p.). Se realiza un corte en el
abdomen y se localiza el segmento del intestino delgado préximo a la unién
ileocecal, que es el que corresponde al ileon. Se corta un segmento del ileon
y se coloca en una caja de Petri, con solucién Krebs a 37 °C y con burbujeo de
carbégeno (95 % O, y 5 % CO,) para mantener las condiciones fisiolégicas (la
composicién de la solucién Krebs ya fue descrita al inicio del capitulo).

Al segmento extraido se le retira el tejido mesentérico y el tejido graso
que se encuentra unido a la serosa. El tejido se corta en seis segmentos de
1.5 cm, y en los extremos de cada segmento se coloca un hilo para poder
sujetarlos a las camaras de érgano aislado y al transductor de presién. Pos-
teriormente, cada segmento se coloca de manera vertical en las caAmaras de
6rgano aislado, con solucién Krebs a 37 °C y burbujeo constante. Uno de los
hilos debe ir sujeto a la base de la camara de érgano aislado, y el otro a un
transductor de desplazamiento de fuerza (Grass) para registrar las contrac-
ciones isométricas (Figura 5A). La tensién inicial de los tejidos se fijaalgy
las preparaciones se mantienen en equilibrio por aproximadamente 30 min,
tiempo en que se registra la actividad espontanea del tejido en una hoja
milimétrica, a través de un poligrafo Grass 7B (Figura 5B).

Protocolo de contraccion del tejido con KCI. Después del periodo de equilibrio se
adiciona una solucién de KCl (60 mM), para inducir una contraccién sosteni-
da del tejido. Una vez que se alcance una respuesta contractil sostenida y se
mantenga sin cambios durante 5 min, se adiciona la concentracién més baja
del tratamiento a evaluar, que en este caso serd el ExtAq de Datura (D. stra-
monium), para determinar cuanto disminuye la respuesta contractil del tejido
(Figura 6). Enseguida se realiza un “lavado al tejido” sustituyendo toda la solu-
cién Krebs, con el propésito de retirar cualquier sustancia del mismo. Se deja
equilibrar nuevamente el tejido durante 10 min y se adiciona KCl para volver
a contraerlo, seguido de la siguiente concentracién del extracto que se esta
evaluando, y asi sucesivamente hasta terminar con la evaluacién del efecto
de la escopolamina (control positivo) sobre el tejido pre-contraido.
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Figura 5. (A) Fotografia del tejido de érgano aislado colocado en la cdmara, donde se
muestra el tejido sumergido en la solucién Krebs y cémo estéd sujeto al transductor de
presién; (B) El sistema de registro (poligrafo) donde se muestran los componentes del
equipo (amplificadores, preamplificadores, estimulador, papel de registro, etc.).

Figura 6. Registro representativo del efecto contractil inducido por el KCl (60 mM) en el
ileon aislado de cobayo, y de la disminucién de este efecto después de la administracién
de una concentracién del ExtAq de Datura (D. stramonium, 100 mg/mL); datos obtenidos
con el sistema de registro del poligrafo.

Protocolo de contraccién del tejido con EE. En otro grupo de tejidos, los seg-
mentos se estimulan eléctricamente con una corriente de 14 volts, con una
frecuencia de 0.3 Hz y pulsaciones de 3 ms de duracién, empleando un es-
timulador y un splitter (S88 stimulator de GRASS y Med -Lab Stimu-Splitter
II) hasta obtener la respuesta contractil maxima de cada tejido. Una vez
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Figura 7. Registro representativo del efecto contractil inducido por la estimulacién eléc-
trica (EE), y de la disminucién de este efecto después de la administracién de diferentes
concentraciones del ExtAq de D. stramonium.

alcanzada la respuesta maxima, se adiciona la primera concentracién del
ExtAq de D. stramonium, y se registra su efecto durante 2 min para determinar
cuanto disminuye la respuesta contractil del tejido (Figura 7). Posteriormen-
te, se adiciona la siguiente concentracién del ExtAq de D. stramonium y el
tejido se deja en contacto con ésta durante otros 2 min, y asi sucesivamente
hasta llegar a la Gltima concentracién del extracto.

En ambos protocolos experimentales, el porcentaje de relajacién se cal-
cula restando la respuesta del tejido estimulado (con ACh o EE) en presencia
del tratamiento (g final) a la respuesta del tejido estimulado sin tratamiento
(g inicial) multiplicado por 100. El % de relajacién representa el efecto espas-
molitico del tratamiento evaluado.

Resultados de la determinacion del efecto espasmolitico del ExtAq de D. stramo-
nium. En la Figura 8 se muestra el efecto espasmolitico del extracto evaluado
en el tejido pre-contraido con KCl (A) y con EE (B). En el primer caso, el ex-
tracto indujo un efecto espasmolitico significativo solo con las concentra-
ciones de 3.2 y 10 pg/mL (25 + 9y 28.4 + 7.8 %, respectivamente) (Figura 8A).
Mientras que en el tejido pre-contraido con EE, el extracto indujo un efecto
espasmolitico mas pronunciado que alcanzé significancia estadistica con
las concentraciones de 0.32,1y 3.2 pg/mL (37.3 +5.6,75.1 + 4.8 y 90.9 + 4.0 %,
respectivamente) (Figura 8B).

Ademads, para determinar si en el efecto espasmolitico del extracto de D.
stramonium estaba involucrada la escopolamina, uno de los componentes
quimicos identificado en esta planta, se sigui6 el siguiente procedimiento
experimental. En otro grupo de tejidos y después del periodo de equilibrio,
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Figura 8. Curva concentracién respuesta (CCR) del efecto espasmolitico del ExtAq de D.
stramonium en el ileon de cobayo precontraido con (A) KCl (60 mM) y (B) EE. Cada punto
representa la media + error estiandar de una n = 5 tejidos por tratamiento. El asterisco
representa una diferencia significativa del tratamiento con respecto al grupo vehiculo
con una p < 0.05 (ANADEVA, seguida de una prueba de Dunnett).

se realiza una curva concentracién respuesta (CCR) acumulativa de ACh
(0.0001-100 pM) en los segmentos intestinales. Una vez que se realiza la
CCR a ACh control, los tejidos se incuban con una concentracién del ExtAq
de D. stramonium durante 5 min y se realiza otra CCR acumulativa de ACh.
Posteriormente, y después del lavado y reposo de los tejidos, éstos se vuel-
ven a incubar con la siguiente concentracién del extracto y se realiza otra
CCR a ACh. Finalmente, para comparar el efecto del extracto con el efecto
de la escopolamina sobre la contraccién inducida por ACh, los tejidos se
incubaron con una solucién de escopolamina y se realiz6é otra CCR a ACh
(Ventura-Martinez et al., 2011).

Los resultados muestran que las dos concentraciones del ExtAq de
D. stramonium desplazaron la CCR de ACh a la derecha, alcanzando un E___
muy cercano al obtenido con la CCR control de ACh (85.0 + 6.0,86.8 £+ 4y
91.0 + 8.0 %, respectivamente) (Figura 9A). Como podemos observar, el des-
plazamiento de las CCR de ACh fue paralelo a la curva original, lo cual indica
que se trata de un efecto de antagonismo competitivo de algin componen-
te del extracto con la ACh. Finalmente, la escopolamina mimetizé el efecto
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Figura 9. CCRs del efecto contractil de ACh en ausencia y en presencia de: (A) dos concen-
traciones del ExtAq de D. stramonium; (B) escopolamina. Cada punto representa la media
+ error estdndar de una n = 5 tejidos por tratamiento.

del ExtAq de D. stramonium sobre la respuesta contractil de la CCR de ACh,
alcanzando un E_, muy parecido al de la CCR de ACh control (Figura 9A), lo
cual nos confirma que uno de los compuestos responsables del efecto es-
pasmolitico obtenido con el ExtAq de esta especie es la escopolamina.

9.3 Antecedentes que sustentan el uso del modelo de
ileon de cobayo para la determinacién del efecto
neuroprotector de diversos tratamientos

El uso de este modelo para la evaluacién del efecto neuroprotector de diver-
sos tratamientos, se basa en el conocimiento de que el SNE presente en el
intestino puede trabajar de manera independiente a la inervacién central, y
su estructura y neuroquimica semeja al SNC, de manera que diversos meca-
nismos patogénicos de este Gltimo —~como desérdenes del espectro autista,
enfermedad de Parkinson y Alzheimer- se han relacionado con alteraciones
en el SNE (Rao y Gershon, 2016). De esta manera, se ha propuesto también el
modelo de ileon aislado de cobayo, el cual contiene una inervacién neuronal
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muy importante, como un modelo para el estudio de farmacos con poten-
cial efecto neuroprotector (Rodriguez et al., 2006).

9.3.1 Neuroprotectores

Los neuroprotectores se refieren a cualquier sustancia o molécula quimica
o bioldgica, con efectos protectores sobre las células neuronales —unidad
funcional del sistema nervioso central y periférico—, que previenen, miti-
gan o retrasan los procesos daninos propios de enfermedades neurodege-
nerativas o lesiones cerebrales producidas por un trauma. Los compuestos
neuroprotectores evitan el dano o la muerte de las neuronas (apoptosis),
inducida por diversas enfermedades neurodegenerativas del SNC, como la
enfermedad de Alzheimer, el Parkinson, la esquizofrenia o el infarto cere-
bral, también conocido como enfermedad vascular cerebral (EVC) o acci-
dente vascular cerebral (AVC). En este capitulo nos centraremos en el dano
neuronal inducido por la EVC.

9.3.2 Enfermedad vascular cerebral (EVC)

La EVC es un problema de salud publica que, de acuerdo con la Organizacién
Mundial de la Salud, esta considerada como la segunda causa de muerte a
nivel mundial (Arauz y Ruiz-Franco, 2012). Es un padecimiento de origen
vascular que se caracteriza por la presencia subita de una serie de signos y
sintomas que revelan pérdida parcial o global de las funciones cerebrales,
ocasionada por la oclusién o por la ruptura de un vaso sanguineo. Esto oca-
siona la reducciéon o suspension total del flujo sanguineo hacia el cerebro y
produce lesion irreversible (necrosis) del tejido cerebral. El 85 % de los casos
de EVC son de tipo isquémico, por lo que también se les conoce como isque-
mia cerebral (Lewandowski y Barsan, 2001).

Por su significado terapéutico, es importante senalar que entre el area
del infarto y el tejido con perfusiéon sanguinea normal existe un area con
perfusién restringida (area de penumbra), la cual es considerada como un
area potencialmente recuperable y que es el blanco del tratamiento farma-
colégico con neuroprotectores (Figura 10). El &rea de penumbra isquémica se
caracteriza por tener un flujo sanguineo cerebral reducido sin propiedades
de excitabilidad eléctrica, pero donde no se perturban irreversiblemente los
gradientes de iones (Van der Worp y Van Gijn, 2007).
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Figura 10. Imagen que representa un area cerebral dafiada después de un EVC. Se mues-
tra el area de necrosis (nicleo del infarto) y el &rea de penumbra (area con hipoperfusién
sanguinea, pero con las células ain viables). El 4rea de penumbra isquémica es el blanco
de farmacos con efecto neuroprotector.

A la fecha, la terapia postinfarto sélo se refiere a las medidas generales
de mantenimiento y a la disminucién de la presién intracraneal, ya que los
farmacos capaces de reducir el tamano del infarto en animales de laborato-
rio carecen de eficacia clinica (Marmot y Poulter, 1992). En este sentido, los
modelos animales juegan un papel muy importante en la continua busque-
da de compuestos con potencial efecto neuroprotector.

9.3.3 Fisiopatologia del dario inducido por la isquemia

La isquemia aguda en el cerebro desencadena una secuencia de fenémenos
moleculares a corto y largo plazo en las neuronas, que se inician con la falla
energética relacionada con la interrupcién de los procesos de fosforilaciéon
oxidativa y una disminucién en la produccién de trifosfato de adenosina
(ATP), lo cual origina una disfuncién de las bombas iénicas (bomba de so-
dio-potasio ATPasa y otras bombas iénicas dependientes de energia) y una
pérdida progresiva del potencial de membrana. En estas condiciones, las
neuronas y las células gliales se despolarizan (despolarizacién anéxica) por
la entrada excesiva de sodio, cloro, calcio y agua al citoplasma, y la salida de
potasio, incrementando la concentracion de potasio extracelular.
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Figura 11. Imagen que muestra la cascada de eventos que se desencadenan con la isque-
mia y que culminan en la muerte neuronal.

La falla energética y la despolarizacién anoxica ocasionan la liberacion-
de cantidades excesivas de glutamato en el espacio sindptico (Castillo et al.,
1996), que estimulan a los receptores acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-
isoxazolpropiénico (AMPA), N-metil-D-aspartato (NMDA) y metabotrdpicos.
La sobrestimulacién de estos receptores induce un incremento en las con-
centraciones de calcio intracelular, que activa una serie de enzimas (pro-
teincinasas, proteasas, fosfolipasas, endonucleasas, proteinfosfatasas y sin-
tasas del 6xido nitrico) e induce la formacién excesiva de radicales libres,
produciendo dano a la membrana de las células que lleva a muerte neuronal
(Dirnagl et al., 1999; Castillo, 2000). También se desencadenan otros procesos
importantes como inflamacién, acidosis y edema citotéxico que llevan a un
proceso de apoptosis (Figura 11).
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9.3.4 Modelos experimentales de dario por isquemia

La mayoria de los modelos animales que estudian el dafio neuronal por is-
quemia son modelos in vivo que utilizan animales de laboratorio para tratar
de reproducir un infarto cerebral, ya sea en modelos de isquemia global, fo-
cal o hemorragica (Green et al., 2003). A nivel experimental, con el empleo de
estos modelos animales, se ha demostrado la existencia de un gran nimero
de moléculas capaces de interferir con la cascada de eventos que producen
dano neuronal durante el evento isquémico; sin embargo, el dano tan seve-
ro que se produce en los animales de laboratorio durante el procedimiento,
provoca un alto nimero de muertes con el consecuente incremento en el
numero de animales utilizados en los modelos in vivo. Ademas, hasta el mo-
mento, ninguna de las moléculas que han mostrado eficacia en los modelos
animales ha sido capaz de reducir la mortalidad ni favorecer la recupera-
cién funcional de los pacientes con infarto cerebral.

Esta falta de correlacién entre los estudios experimentales y clinicos fun-
damenta los cuestionamientos a los modelos animales de isquemia cere-
bral 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 experi-
mentales alternativos, especialmente de aquellos que permitan la identifi-
cacién de moléculas clinicamente tutiles (Green et al., 2003). Por esta razon,
y considerando que se requiere de un modelo que utilice menos animales
para realizar un cernimiento farmacolédgico de tratamientos con potencial
efecto neuroprotector, nuestro grupo de investigacién demostré la utilidad
del modelo de ileon de cobayo para estudiar el dano neuronal inducido por
isquemia.

La relacién del dano neuronal inducido por la isquemia en las neuronas
del SNC y el inducido en las neuronas mientéricas del SNE, se basa en que
muchas de las propiedades de estas células en ambos sistemas nerviosos
son semejantes. Como se mencioné previamente, el SNE comprende una
coleccién de neuronas presentes en los plexos mientérico y submucoso (Lo-
max y Furness, 2000), que pueden funcionar de manera independiente del
SNC y que produce 25 o mas sustancias neurotransmisoras (Furness et al.,
1999) involucradas en la transmisién de las sinapsis entéricas. Como otros
6rganos, la integridad del intestino delgado requiere un continuo aporte de
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oxigeno y glucosa; y la isquemia / reperfusion en el intestino dispara una
cascada de eventos moleculares patolégicos (Kong et al., 1998) similares a los
descritos en la patogénesis de la isquemia cerebral (Del Zoppo et al., 2000).

9.3.5 Modelo de ileon de cobayo para evaluar efecto neuroprotector

Varios grupos de investigaciéon han realizado estudios acerca del dafio indu-
cido por la isquemia intestinal y sus consecuencias en la disminucién de la
contraccion del ileon, pero la mayoria de ellos se han enfocado a evaluar el
dano sobre la mucosa intestinal (Mallick et al., 2004), y solo algunos estudios
han evaluado el dafio en las neuronas entéricas.

En ese sentido, nuestro grupo de trabajo realizé una serie de experimen-
tos con el objetivo de demostrar que la preparacién del ileon aislado de coba-
yo puede ser un modelo utilizado para evaluar dafio neuronal inducido por
isquemia y, en consecuencia, evaluar el posible efecto neuroprotector en este
tipo de dano. Primero, fue necesario enfocarnos en la evaluacién del dano
neuronal inducido por la isquemia intestinal y su consecuente disminucién
en la funcién contractil del tejido. Si tomamos en cuenta que la respuesta
contractil inducida por la EE del tejido intestinal, se atribuye a la liberacién
de neurotransmisores desde las neuronas mientéricas (respuesta neurogéni-
ca) y depende de la integridad neuronal, mientras que la respuesta contrac-
til inducida por la estimulacién quimica con ACh es mediada directamente
por la estimulacién de los receptores muscarinicos presentes en el musculo
liso intestinal (respuesta miogénica) y no depende de la integridad neuronal,
esto nos permite distinguir la respuesta neurogénica del tejido con la no
neurogénica (Rodriguez et al., 2006; Ventura-Martinez et al., 2008).

Nuestros resultados mostraron que la respuesta contractil del tejido in-
testinal mediada por la EE es mas sensible a la isquemia, que la respuesta
mediada por la estimulacién con ACh, y que la isquemia de 80 min reduce
severamente la actividad contractil del ileon de cobayo, en comparacién con
tejidos no isquémicos (control) (Figura 12) (Santiago-Mejia et al., 2007).

Ademas, cuando los tejidos fueron sometidos a varios tiempos de isque-
mia, se demostré que el dano tisular depende del tiempo y la intensidad
de la isquemia, ya que a mayor tiempo de isquemia, se produce un ma-
yor dano neuronal y menor efecto contractil del tejido intestinal a la EE
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Figura 12. Registros de la actividad contractil de tejidos no isquémicos (control) y tejidos
con 80 min de isquemia intestinal sometidos a: (A) Estimulacién eléctrica (EE 14 V. 5 ms
duracién); (B) Estimulacién quimica con diferentes concentraciones de acetilcolina (ACh).

Figura 13. Actividad contractil de tejidos no isquémicos (control) y tejidos con 5, 20 y
80 min de isquemia, sometidos a estimulacién eléctrica de 14 V y 5 ms duracién. El
asterisco muestra que sélo el grupo de tejidos sometidos a 80 min de isquemia mostré
diferencia significativa con el efecto contractil inducido con EE de tejidos no isquémicos.

(Rodriguez et al., 2006). A través de estos experimentos se determind que el
tiempo adecuado de isquemia intestinal, para el estudio de farmacos con
posible efecto neuroprotector —utilizando el ileon aislado de cobayo—, era
de 80 min (Figura 13).
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Figura 14. Actividad contrictil de tejidos de ileon de cobayo no isquémicos (control) e
isquémicos estimulados con (A) acetilcolina y (B) cloruro de bario (BaCl,).

El dano neuronal, pero no un dano muscular en intestinos sometidos a
80 min de isquemia, fue corroborado con los hallazgos que indican que la
respuesta contractil del tejido isquémico a la ACh y a la EE se ve afectada
significativamente; mientras que la respuesta al cloruro de bario (BaCl)) no
se ve afectada (Figura 14). Recordemos que el bario (Ba*?) contenido en el
BaCl, es un ion bivalente como el calcio (Ca*?), que es capaz de entrar en la
célula muscular como si fuera Ca*? e inducir la contraccién de las células
musculares, actuando directamente sobre los mecanismos de regulacién
contractil intracelular del musculo liso y produciendo la contraccién sin re-
querimiento de Ca*?, a través de la formacién de un complejo Ba*?-calmodu-
lina de manera independiente a la integridad de las neuronas.

También se ha propuesto que el Ba*? actia mediante el aumento de la
afluencia de calcio extracelular o para liberar calcio de los almacenes intra-
celulares (Satoh et al., 1987). Lo que si es claro es que el Ba*? actiia directa-
mente a nivel de musculo liso, sugiriendo que ni la hipoxia ni la isquemia
in vitro inducen dafo sobre la maquinaria contractil en el ileon de cobayo.
Esto confirma que las neuronas mientéricas son mas susceptibles al dano
inducido por isquemia y/o hipoxia que las células del musculo liso.

Ademais de que la isquemia intestinal altera la funcionalidad del intesti-
no a la estimulaciéon quimica y eléctrica, también induce dano morfolégico
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en las neuronas mientéricas del ileon de cobayo (Rodriguez et al., 2006; Ven-
tura-Martinez et al., 2008).

Finalmente, datos no publicados de nuestro grupo de investigacién su-
gieren que varios farmacos que han mostrado efecto neuroprotector en di-
versos modelos de isquemia cerebral (como el &cido ascérbico, clormetiazol,
dextrometorfan, dextrorfan y dozicilpina, fenitoina, flunarizina y verapa-
mil), mejoran la respuesta contractil inducida por la EE de segmentos some-
tidos a 80 min de isquemia de ileon de cobayo, en comparacién con tejidos
isquémicos sin tratamiento, sugiriendo que estos compuestos tienen efecto
neuroprotector en el modelo de isquemia intestinal en el ileon de cobayo.

9.3.6 Determinacion del efecto neuroprotector de dos extractos,
utilizando el modelo de isquemia de ileon de cobayo

Para la determinacién del efecto neuroprotector de un extracto de una plan-
ta medicinal y/o alguno de sus metabolitos, también es necesario contar
con antecedentes etnomédicos que nos sugieran que la planta bajo estudio
puede tener un potencial efecto neuroprotector. Posteriormente se tiene
que elaborar un protocolo con los antecedentes del proyecto, el plantea-
miento del problema, la hipotesis de trabajo y el objetivo general, asi como
con la metodologia y el disefio experimental del estudio.

Aqui se describe solo la metodologia general y los resultados de un expe-
rimento, cuyo objetivo fue determinar el efecto neuroprotector de diversos
extractos (hexanico, metandlico y acuoso) de una planta medicinal, la Tilia
americana var. mexicana, en el dano neuronal inducido por isquemia intesti-
nal en el modelo de ileon de cobayo.

Metodologia general para la obtencién del tejido isquémico. Para la induccién de
la isquemia neuronal en el ileon de cobayo, se utiliza un cobayo Hartley
de 500 g de peso corporal. El animal se anestesia con pentobarbital sé-
dico (40 mg/kg, i.p.) y, una vez que se encuentre bajo anestesia profunda,
se realiza un corte en el abdomen con el propédsito de localizar y exponer
el segmento del intestino delgado préximo a la unién ileocecal, que es el
que corresponde al ileon (Figura 15A). Una vez expuesto el segmento selec-
cionado, se colocan clips vasculares en las ramas de la arteria mesentérica
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Figura 15. (A) Segmento intestinal expuesto en un cobayo anestesiado. (B) Colocacién de
los clips vasculares en las ramas de la arteria mesentérica para inducir la isquemia. (C)
Segmento intestinal isquémico y segmento intestinal no isquémico (control) sumergido
en solucién Krebs.

superior, con el propésito de bloquear el flujo sanguineo al segmento intes-
tinal e inducir isquemia (Figura 15B).

Posteriormente, se introduce el segmento intestinal a la cavidad abdo-
minal y se dejan transcurrir los 80 min de isquemia. Después, se corta el
segmento isquémico y se obtiene también una parte de ileon no isquémico
para utilizarlo como control. Los segmentos intestinales se colocan en una
caja de Petri, con solucién Krebs a 37 °C g y con burbujeo de carbégeno (95 %
0,y 5 % CO,), para mantener las condiciones fisiolégicas durante 2 horas,
lo que corresponderia a un periodo de reperfusién (Figura 15C). Mientras
transcurre el periodo de reperfusién, se limpian los segmentos del ileon del
tejido mesentérico, asi como de las venas rectas y del tejido graso que se
encuentra unido a la serosa.

Luego se obtienen cinco segmentos de aproximadamente 1.5 cm de lon-
gitud del tejido isquémico y un segmento de la misma longitud del tejido
no isquémico (control). Los tejidos se colocan en las cdmaras de érgano ais-
lado conectados a un transductor de desplazamiento de fuerza (Grass) para
registrar las contracciones isométricas, tal como se describié previamente.
Una vez trascurridas las 2 horas de reperfusion, los tejidos se estimulan
eléctricamente con pulsos de corriente rectangular de 3 ms de duraciéon y
14 volts de intensidad, para inducir la maxima respuesta a 0.3 Hz por medio
de un estimulador Grass S88. También se construye una CCR a ACh y una a
BaCl,, para determinar la contraccién del tejido (Rodriguez et al., 2006).
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Protocolo para la determinacién del efecto neuroprotector de los extractos hexdni-
co, metandlico y acuoso de la Tilia americana var. mexicana en el ileon de cobayo.
Para la determinacién del posible efecto neuroprotector de los extractos de
la planta utilizada en este estudio, los extractos de la planta se administra-
ron una vez al dia por via oral en diferentes grupos de animales durante 2
semanas. Después del pretratamiento con las diferentes dosis de los ex-
tractos se indujo la isquemia intestinal y se determiné la respuesta de los
tejidos intestinales a EE y quimica con ACh.

Resultados de la determinacién del efecto neuroprotector de los extractos hexdani-
co, metandlico y acuoso de la Tilia americana var. mexicana en el ileon de cobayo.
Como se observa en la Figura 16, los extractos hexanico (HEX, 300 mg/kg) y
acuoso (AQUO, 300 mg/kg), pero no el metandlico (MeOH) de la T. americana,
aumentaron la respuesta contractil de los tejidos isquémicos a la estimu-
lacién eléctrica (Figura 16A), en comparacion con los tejidos isquémicos de
animales sin tratamiento, alcanzando un efecto contractil similar al de los
tejidos isquémicos de animales tratados con verapamil, un bloqueador de
canales de calcio utilizado como control positivo.

Por otro lado, la respuesta contractil a la ACh de los tejidos isquémicos
con los extractos HEX y AQUO, fue también similar a la respuesta de los
tejidos isquémicos con verapamil y significativamente mayor a los tejidos
isquémicos sin tratamiento (Figura 16B). Ademads, el efecto contractil de los
tejidos no isquémicos e isquémicos con BaCl, no fue alterado, alcanzando
una contraccién de cerca de 3 gramos en ambos casos. Todos estos resulta-
dos sugieren que los extractos hexanico y acuoso de la planta bajo estudio,
producen un efecto neuroprotector en las neuronas mientéricas del ileon de
cobayo sometidas a 80 min de isquemia (Angeles-Lépez et al., 2013).

El uso del modelo del ileon de cobayo sometido a isquemia nos permite
reconocer los extractos vegetales o moléculas con posible efecto neuropro-
tector, como alternativa para el tratamiento de la EVC, mediante el empleo
de un modelo experimental adecuado que permite el cernimiento de espe-
cies mexicanas, lo que resulta importante en la investigacién basica.
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Figura 16. Respuesta contractil de segmentos intestinales isquémicos de cobayos con
pretratamiento con tres extractos de T. americana var mexicana sometidos a: (A) esti-
mulacién eléctrica transmural (EE); (B) estimulacién quimica con acetilcolina (ACh). El
asterisco (*) representa diferencia estadistica en comparacién con el tejido no isquémico,
y el simbolo de gato (#) representa diferencia estadistica en comparacién con el tejido
isquémico. Figura modificada de Angeles-Lépez et al., 2013.
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10.1 Introduccidon

El dolor es una experiencia fisiolégica subjetiva compleja, en la cual cada
persona experimenta una sensacién diferente ante un mismo estimulo no-
civo y de acuerdo con un modelo biopsicosocial; en este proceso intervie-
nen factores bioldgicos, psicologicos y sociales. La Asociacién Internacional
para el Estudio del Dolor (IASP, 2020) lo define como: Una vivencia sensitiva y
emocional desagradable asociada, o semejante a ésta, con una lesion tisular real o
potencial (Raja et al., 2020). Eso significa que el dolor no solo se presenta ante
un dano en el organismo, sino que otros factores como los psicolégicos pue-
den desencadenar la percepcién del dolor; entonces, las emociones como
el estrés, la ansiedad, la depresién y el miedo determinan la experiencia
subjetiva del dolor.

Clasificacion del dolor

El dolor puede dividirse en dos categorias, una es no patolégica y sirve para
alertarnos de algin dano en el organismo, mientras que el dolor patolégi-
co se presenta ante un dano que el organismo no puede resolver. Este ul-
timo se puede clasificar, de acuerdo con la intensidad que presenta, en
leve, moderado o intenso. Y también, de acuerdo con el dano que produ-
ce, se puede clasificar en nociceptivo, inflamatorio, neuropatico y funcio-
nal (Latremoliere y Woolf, 2009). Dependiendo de su origen, la percepcién
y evaluacién clinica del dolor es diferente en cada individuo. Debido a que
se trata de un proceso de percepcion, el dolor puede ser para una persona
incapacitante, en tanto que para otra no lo es.

Prevalencia del dolor

A nivel mundial el dolor ocasiona altos costos para muchos paises, debi-
do a la posible limitacién de actividad laboral, ya que muchos pacientes
requieren de afios de rehabilitacion. La presencia de dolor en una persona
depende de su origen, el cual puede provenir de alguna amputacién, presen-
cia de osteoartritis, artritis reumatoide, dolor de espalda, esclerosis multi-
ple, lesién de la médula espinal, accidente cerebrovascular y lesién cerebral
traumatica, entre otras causas.
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En Estados Unidos se documentd que en el 2019, el dolor de espalda y la
osteoartritis fueron las afecciones mas prevalentes con altos costos médicos
agregados; por ejemplo, el dolor de espalda se presentd en 33.9 % en adul-
tos, con un costo estimado de $365 000 millones de ddlares en costos mé-
dicos en general. La osteoartritis, como una segunda causa de prevalencia
(aproximadamente el 10.4 %), represent6 un gasto de $460 000 millones de
dodlares en costos médicos. Estas dos condiciones son las mds prevalentes
y costosas en cuanto al empleo de medicamentos. El accidente cerebrovas-
cular sigue estas condiciones tanto en la prevalencia (2.5 % - 3.7 %), como
en los costos médicos ($28 000 millones délares). Otras afecciones pueden
tener una prevalencia mas baja, pero estan asociadas con efectos per capita
relativamente mas altos (Lo et al., 2021).

En México la situacién no es diferente, por ejemplo, las enfermedades
reumaticas como artritis reumatoide y la osteoartritis afectan aproximada-
mente a 10 millones de personas, la incidencia es mayor en mujeres (11.7 %)
que en hombres (8.7 %). Los estados de la Republica con mayor prevalencia,
en orden descendente, son: Chihuahua (20.5 %), Nuevo Ledn (16.3 %), Ciudad
de México (12.8 %), Yucatan (6.7 %) y Sinaloa (2.5 %) (p < 0.01) (Peldez-Balles-
tas et al., 2011). No se tienen datos especificos de los costos que conlleva
esta enfermedad, pero se estima que son altos no solo para los pacientes,
sino para las instituciones de Salud (Mould-Quevedo et al., 2008). Ademas, se
debe considerar que en México también existen altas tasas de prevalencia
del dolor asociado a neuropatias y cancer.

Tratamiento del dolor

De acuerdo con la escalera analgésica del dolor, el tratamiento se basa en el
empleo de analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s), farmacos
como el acido acetilsalicilico, diclofenaco, ketorolaco y metamizol forman
parte de este grupo. Cuando el dolor es mads intenso y los AINE’s presentan
baja eficacia analgésica, se utilizan opioides como la buprenorfina, la mor-
fina y el tramadol. Hay situaciones clinicas en que el dolor es tan intenso
gue los opioides no pueden resolverlo, entonces se recurre a combinaciones
de AINE’s con opioides. Desafortunadamente estas combinaciones no son
suficientes para el tratamiento del dolor intenso, y por ello se requiere hacer
una busqueda de alternativas terapéuticas.
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La bisqueda de estas ultimas se basa en conocer los mecanismos noci-
ceptivos involucrados en los diferentes tipos de dolor (Latremoliere y Woolf,
2009). Se recurre al reposicionamiento de farmacos, al disefio de algunos es-
pecificos para ciertos blancos moleculares (Capitulo 1) y a la evaluacién de
productos naturales (Quifionez-Bastidas y Navarrete, 2021). También se in-
vestigan las interacciones farmacolégicas entre farmacos que ya estan en el
mercado, fAirmacos y productos naturales, y la interacciéon entre productos
naturales (Déciga-Campos y Ortiz-Andrade, 2015; 2021a,b). El andlisis de las
combinaciones de farmacos analgésicos es una estrategia para aumentar la
eficacia terapéutica, disminuyendo las dosis de los fdrmacos que forman la
combinacién y, por consecuencia, disminuyendo los efectos adversos, sobre
todo de muchos analgésicos que se ocupan de forma crénica como los AINE’s
y los opioides.

10.2 Nocicepcién

El proceso fisiolégico que determina la percepcién del dolor se conoce como
nocicepcién. Esta se refiere al proceso neural de codificacién de estimulos
nocivos, y funciona como un importante sistema de alarma que alerta al
individuo sobre un dano. En presencia de un estimulo nocivo de naturale-
za quimica, mecanica o térmica, se transmite una senal desde el sistema
sensorial periférico (fibras nerviosas) hacia el sistema nervioso central, en
donde la senal nociceptiva se percibe como dolor, de acuerdo con los com-
ponentes biopsicosociales presentes en cada sujeto.

La nocicepcion es un proceso de proteccién ante un dano, los organis-
mos generan una respuesta de reflejo para retirarse del estimulo. Mediante
un comportamiento complejo, el organismo evita el contacto con lo que le
genera dano, y esto le permite protegerse y prevenir lesiones. Sin embargo,
cuando el estimulo es constante, el sistema sensorial se sensibiliza, es decir,
el umbral de activacién ante un dano disminuye y las respuestas a estimu-
los posteriores ocasiona que se genere una mayor amplificacion.

En presencia de una patologia, la nocicepcion pierde su funcién de pro-
teccién y se produce un aumento en la estimulacién de los nociceptores.
Cuando el sistema nociceptivo disminuye su umbral de activacién se
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conoce como hiperalgesia, y cuando se activa en presencia de un estimulo
inocuo se le denomina alodinia (Latremoliere y Woolf, 2009).

10.3 Evaluacién del dolor y la nocicepcién

La evaluacion del dolor en el humano se basa en el informe de la percepcién
del dano. Debido a que compartimos un lenguaje comun, podemos calificar
mediante una escala numérica (1-10) la experiencia de sufrimiento o ma-
lestar; el paciente también puede indicar si su percepciéon del dolor es leve,
moderada o intensa (Raja et al., 2020). En el caso de los recién nacidos, se
ha considerado que algunas manifestaciones pueden reflejar un estado de
dolor. El Grupo de Trabajo de Dolor en Neonatologia, Comité de Estudios Fe-
to-Neonatales (CEFEN, 2019), ha descrito que el llanto, la expresién facial, el
tono muscular o los signos vitales son importantes para interpretar el dolor.

Para la evaluacién de la nocicepciéon se requiere utilizar animales como
modelos experimentales, con ellos se pueden evaluar los procesos fisiolégi-
cos y patolégicos que involucran al dolor y también se buscan las alterna-
tivas terapéuticas. Los modelos experimentales deben semejar una condi-
cién humana, para que puedan tener utilidad clinica. Se sabe que todos los
animales poseen nociceptores (receptores de dolor), y en algunos grupos de
animales, se ha demostrado que existen mecanismos fisiolégicos consis-
tentes que sustentan el sistema nociceptivo.

Especies animales para evaluar nocicepcién

A continuacién se describirdn algunas de las caracteristicas importantes
que se han encontrado en especies invertebradas y vertebradas, para la ca-
racterizacién del proceso nociceptivo y evaluacién de tratamientos para el
dolor (Figura 1). Los invertebrados, como Drosophila melanogaster y Caenor-
habditis elegans, asi como los vertebrados no mamiferos como aves, reptiles,
anfibios y peces, tienen nociceptores que pueden reaccionar a estimulos
daninos; sin embargo, se ha sugerido que solo los animales con un sistema
nervioso especializado pueden procesar centralmente informacién noci-
ceptiva (Sneddon, 2018).

Los modelos experimentales en invertebrados son de utilidad para
reconocer los receptores involucrados en la percepcién de estimulos
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Figura 1. Animales utilizados para evaluar nocicepcién. Se han desarrollado modelos
experimentales de nocicepcién en animales, desde invertebrados hasta mamiferos;
con ellos se pueden dilucidar los mecanismos fisiolégicos del proceso nociceptivo y el
cernimiento de farmacos.
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nociceptivos. Por ejemplo, en Drosophila se han detectado canales iénicos de
potencial transitorio (TRP), particularmente receptores TRPV, TRPAl y
TRPM, asi como canales de sodio y canales sensibles a acido (ASIC) (Reaves
y Wolstenholme, 2007). Debido a que estos canales se localizan en las termi-
nales nerviosas periféricas, son de gran utilidad para conocer la fisiologia y
biologia molecular del proceso nociceptivo. Aunque hace falta mas investi-
gacién en modelos de nocicepcién con invertebrados, se ha propuesto que
estos modelos experimentales son de gran utilidad para analizar la genética
de la nocicepcién. Ademas, debido a que tienen un sistema nervioso simple,
se podria favorecer el descubrimiento mas rapido de compuestos bioactivos.

Los peces tienen un sistema sensorial diferente a los animales terrestres,
ya que evolutivamente se han adaptado a la presién mecanica y la tempera-
tura, y no todas las especies tienen fibras especializadas. Los peces son ec-
totérmicos, su temperatura corporal depende de la temperatura ambiental
(tipicamente 0 - 30 °C), mientras que los mamiferos son endotérmicos y man-
tienen una temperatura corporal de 37 °C. Por tanto, es probable que las tem-
peraturas superiores a 30 °C sean perjudiciales para los peces, pero no para
los mamiferos que tienen un umbral de calor mas alto (Menke et al., 2011).

Las truchas tienen nociceptores muy semejantes a los mamiferos y pue-
den presentar hipersensibilizacién; aunque no tienen fibras C, las fibras Ad
que estdn mielinizadas actian como nociceptores polimodales y, por lo tan-
to, realizan la misma funcién que las fibras C de mamiferos. Los umbrales
mecanicos de los nociceptores de trucha fueron similares a los encontra-
dos en la cérnea de mamiferos, donde se encuentran nociceptores polimo-
dales de bajo umbral mecénico, asi que, la hipersensibilidad podria deberse
al dano de su piel (Sneddon, 2003).

El pez cebra, Danio rerio, es tropical y solo se ve afectado por temperatu-
ras entre 36.5 °C y 40 °C; estos peces son los mas utilizados en modelos de
nocicepcién, debido a que poseen vias neuroanatémicas desde areas perifé-
ricas hasta el cerebro, que son comparables a las que se encuentran en otros
grupos de vertebrados. Tanto el tracto espinotaldmico como el trigémino
transmiten dolor desde el cuerpo y la cara hasta el tdlamo y las areas corti-
cales dentro del cerebro, asi la nocicepcién en el pez cebra se debe a la alta
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especializacién en las conexiones de sus vias periféricas hacia el sistema
nervioso central (Malafoglia et al., 2013).

Existe poca informacién sobre el uso de anfibios y reptiles para la eva-
luacién del efecto nociceptivo. Evolutivamente, la aleta de pez pasé a ser
una extremidad para este grupo de animales, lo que les permiti6é adoptar un
estilo de vida terrestre que cambié las vias sensoriales que posee el pez. Se
han identificado y caracterizado nociceptores en ambos taxones; por ejem-
plo, las serpientes crotalinas tienen fibra C y A-§, pero la mayoria de las
serpientes solo tienen fibras nociceptivas de tipo A-9, estas fibras funcionan
como las fibras C en el mamifero (Terashima y Liang, 1994).

Por el contrario, en los anfibios se ha encontrado que la mayoria de las
fibras nociceptivas son de tipo C, las cuales tienen un umbral similar al de
los mamiferos, menor a 7 °C para detectar frio y mayor de 40 °C para detec-
tar calor, lo que respalda el hecho de que un estilo de vida terrestre puede
influir en las respuestas nociceptivas térmicas (Hamamoto y Simone, 2003).
Se ha demostrado que los anfibios presentan homologia con los mamiferos
en su sistema de nocicepcion, tienen un tracto espinotalamico y trigémino
para su neurotransmisién, ademads de que se han identificado receptores
opioides u, 8 y k (Stevens et al., 2007), asi como receptores TRP (Tomohiro
et al., 2013).

En las aves también se ha demostrado la neurotransmisién ascendente
y descendente ante un estimulo nocivo. Se han identificado fibras A-8 y C
que inervan la mucosa del pico, nasal y bucal, asi como las patas; la respues-
ta nociceptiva es comparable a la de los nociceptores de mamiferos. Existe
evidencia de los procesos de inflamacién e hipersensibilizacién, y de como
estos procesos disminuyen en presencia de compuestos que actian a través
de receptores opioides o mediadores antinflamatorios (Douglas et al., 2018).

Sin duda los mamiferos tienen el sistema mas especializado de nocicep-
tores, los cuales van a reaccionar dependiendo de su ambiente. Por ejem-
plo, las ratas topo Heterocephalus glaber habitan madrigueras subterrdneas
mal ventiladas, lo que las expone a altas concentraciones de CO, causando
acidosis periférica, esto ocasiona que las fibras C de estos animales no res-
pondan a estimulos 4cidos, aun cuando la rata expresa receptores sensibles
a acido y TRPV-1 (Smith et al., 2012). Asi que, dependiendo del ambiente, los
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mamiferos van a expresar de forma diferente la percepcién de un estimulo
nocivo. Los roedores son los animales mas utilizados en investigacién para
la dilucidacién molecular y anatémica del proceso nociceptivo, y como he-
rramienta farmacoloégica para la evaluacion de compuestos bioactivos.

10.4 Evaluacién de nocicepcién en roedores

Los roedores tienen una capacidad de experimentar nocicepcién como un
mecanismo de proteccién, que se manifiesta mediante una respuesta refleja
(respuesta nocifensiva) y una conducta especifica, tratando de evitar o redu-
cir el dano que lo produce. En algunos modelos de nocicepcién en ratones o
ratas, hay un dano irreparable y el sistema de defensa del animal no podra
reparar el dano, por lo que se debe tener cuidado de no generar sufrimiento
a los animales. Para poder establecer un modelo de nocicepcién, es impor-
tante conocer primero la conducta normal del animal. En los modelos de
nocicepcién en roedores se administran estimulos algésicos (estimulo noci-
vo) o se aplican estimulos térmicos, mecanicos o quimicos que produciran
un cambio en la conducta normal; en el caso de roedores algunas conductas
comunes se presentan como movimientos involuntarios, morder, lamer, y
de proteccién hacia alguna extremidad.

Consideraciones generales para todos los modelos de nocicepcion
en roedores

Antes de mencionar las técnicas que se utilizan para evaluar nocicepcién,
es necesario mencionar algunas consideraciones generales que son impor-
tantes durante el empleo de roedores.

e Especie: Se debe seleccionar una especie de rata (150-200 g) o ratén
(20-30 g) en edad adulta.

e Sexo: Debido a que en algunos modelos experimentales existe dife-
rencia del efecto antinociceptivo entre machos y hembras, se reco-
mienda utilizar un mismo sexo en un disefio experimental.

e Ambientacién: Antes de la evaluacion del efecto nociceptivo, los ani-
males deben permanecer al menos cinco dias antes en el area de
experimentacion, este periodo de adaptacién es importante para que
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en la manipulacién se disminuya el estrés que puede modificar la
respuesta evaluada.

e Equipos: Si se va a ocupar algun dispositivo para la evaluacién, como
una placa caliente o una malla metdlica, es necesario que el animal
se exponga a éste al menos una vez al dia por al menos tres dias an-
tes de la evaluacién de la nocicepcion.

e Cirugias: En el caso de que se requiera una cirugia como la ligadura
del nervio ciatico, es importante que ésta sea realizada con medi-
das quiruargicas; desinfeccion del area de cirugia, empleo de material
desinfectado, para la piel se puede utilizar solucién de yodo, clor-
hexidina 0.5 % o alcohol 70 %, no es necesario el empleo de antibiéti-
cos si se mantienen las condiciones adecuadas.

e Temperatura: Debido a que se evalian conductas de los animales, se
recomienda mantener siempre la temperatura adecuada (24 - 25 °C).

e Ambiente: Se debe evitar al maximo el ruido que pueda interferir
en el area de experimentacion. Se sugiere que el experimentador no
lleve en su persona aromas que puedan interferir en la conducta, ya
que los roedores tienen un olfato muy sensible. También debe evitar-
se el empleo de limpiadores aromaticos o cloro en el area de experi-
mentacion.

e Tiempo de corte: Se refiere al tiempo maximo en que se puede some-
ter al animal a un estimulo algésico, esto permite limitar el estimulo
para no generar un dano al animal.

e Evaluacién: Cada uno de los sujetos de investigacion, ratas o ratones,
debe evaluarse de forma individual y nunca grupal. Los animales
solo pueden utilizarse una sola vez e inmediatamente que termine
la prueba deben ser sacrificados en una cdmara de CO,.

e CICUAL. Todos los protocolos deben ser evaluados por un comité de
ética.
Es importante mencionar que un modelo adecuado de nocicepcién, hi-

peralgesia o alodinia es aquel que cuenta con criterios bien establecidos
de reproducibilidad, especificidad y sensibilidad. Por lo anterior, se sugiere
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estandarizar los modelos de nocicepcién con farmacos con actividad anal-
gésica conocida como controles positivos.

10.4.1 Modelos de nocicepcion que semejan un dolor de tipo
nociceptivo

Los modelos de nocicepcién de tipo nociceptivo son aquellos que evaliian el
proceso fisiologico a partir de un dano. Cuando se percibe un estimulo noci-
vo, se desencadena en las fibras periféricas —mediante receptores y canales
i6nicos— la transduccién de este estimulo a senales eléctricas. A través de un
potencial de accién se transmite el estimulo hacia la médula espinal, en don-
de hay una conexién con neuronas de segundo orden hacia el cerebro, y alli se
integra la percepcién del estimulo nocivo. En respuesta a estimulos térmicos
0 mecdanicos se interpreta la nocicepcién mediante un reflejo o vocalizacién.

Existen en el mercado equipos que generan un estimulo térmico (“hot
plate”, “hot/cold plate”, “tail flick” y “Hargreaves”) o mecanico (Randall-Se-
llito), que permiten caracterizar respuestas reflejas nocifensivas, debido a la
integracién del estimulo a nivel de sistema nervioso central.

En los modelos que utilizan un estimulo térmico se recomienda estable-
cer el tiempo de corte, éste se refiere al tiempo de permanencia del animal
con el estimulo nocivo, se determina el umbral maximo de estimulo que el
animal soporta sin que se genere un dano al tejido. Si después del tiempo
establecido el animal no responde, éste debe retirarse del estimulo térmico.
El tiempo de corte varia entre especies de ratas y ratones, y entre los dife-
rentes modelos térmicos. La conducta nocifensiva también es variable, ya
que algunos animales pueden presentar retiro o lamida de las patas trase-
ras, y otros pueden orinar e intentar escapar del estimulo.

Modelo de la placa caliente

El objetivo de utilizar el modelo de la placa caliente (“hot plate”) o caliente/
fria (“hot/cold plate”), es determinar una respuesta antinociceptiva del far-
maco a evaluar ante una temperatura fija. El método consiste en utilizar una
superficie metdlica a una temperatura determinada (caliente o fria), y sobre
la superficie se coloca un cilindro de vidrio sin fondo. Inmediatamente des-
pués se cuenta el tiempo que tarda el animal en generar la primera conduc-
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ta nocifensiva, que se denomina como “latencia de nocicepcién” (Bannon
y Malmberg, 2007). En este tipo de experimentos se sugiere como control
positivo el uso de farmacos de tipo opioide, como la morfina o el tramadol.

En la Figura 2, se muestra un experimento que realizamos con un far-
maco opiode fuerte como la morfina. En este experimento se formaron tres
grupos de seis ratones, la administracién se realiz6 por via intraperitoneal.
Al primer grupo se le administré solucién salina (0.9 %), al segundo y ter-
cer grupo se les administrd las dosis de 10 y 30 mg/kg de morfina. 15 min
después de la administracién se introdujeron uno a uno a la placa caliente
(52 £ 2 °C) y se utiliz6 un tiempo de corte de 30 s, es decir, si a 30 s el animal
no presenta la respuesta nocifensiva, se retira de la placa para evitarle algiin
dano de tejido en las patas.

Los animales se sometieron a la placa caliente en diferentes tiempos,
cada 15 min hasta 120 min.Y se construy6 un curso temporal graficando el
tiempo vs. a la latencia de retiro. Se puede observar que cuando se admi-
nistra la dosis de 10 mg/kg, la latencia de retiro se incrementa con respecto

Figura 2. Curso temporal del efecto antinociceptivo de morfina en la placa caliente. La
morfina (10 y 30 mg/kg, i.p.) y el vehiculo (solucién salina 0.9 %, i.p.) se administraron en
un volumen de 0.1 ml/10 g de peso de ratones ICR. 15 min después los animales se colo-
caron sobre la placa caliente a una temperatura de 52 + 2 °C. En el eje “X” se muestra el
tiempo de evaluacién después de la administracién de morfina, y en el eje “Y” la latencia
de retiro expresada como una conducta nocifensiva. Cada punto representa el promedio
+ error estdndar medio de seis animales. * Diferencia estadisticamente significativa entre
morfina vs. el vehiculo; ANOVA una via, post-hoc Dunnett, p < 0.05.
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a la administracién de solucién salina. Se observa también que la dosis de
30 mg/kg es suficiente para alcanzar el 100 % de respuesta antinociceptiva,
ya que se tiene que retirar al animal en el tiempo de corte establecido. En
este mismo experimento se puede obtener el efecto total nociceptivo [grupo
de solucién salina (0.9 %)] y el efecto antinociceptivo (grupos de morfina);
para ello se determina el area bajo la curva (ABC) del curso temporal por el
método de los trapecios, como se muestra en la Férmula 1. En donde t es
el tiempo de evaluacion y E el efecto de latencia de retiro observado.

(1)

Modelo térmico Hargreaves

El modelo plantar térmico “Hargreaves” tiene el mismo principio que la pla-
ca caliente, solo que en este caso se coloca al animal sobre una superficie de
vidrio en cubos plexiglas, y el estimulo térmico se aplica en la pata trasera
del animal, la conducta nociceptiva se cuantifica como la latencia de reti-
ro de la pata. Un temporizador se inicia automaticamente con la fuente de
luz, y la latencia de respuesta se define como el tiempo que requiere el ani-
mal para mostrar una retirada abrupta de la pata que recibié el estimulo. Se
sugiere un tiempo de corte de 20 s para evitar lesiones tisulares. Las ratas
deben ser aclimatadas a la cAmara de prueba durante 20 - 30 min antes de
la prueba (Yam et al., 2020).

Modelo térmico tail flick

En la prueba de la sacudida de la cola “tail flick”, se aplica el estimulo térmi-
co mediante una bombilla de proyeccién en la parte media de la cola, la con-
ducta nociceptiva se determina como la latencia de retiro de la cola (Bannon
y Malmberg, 2007; Yam et al., 2020). En este modelo se sugiere un tiempo de
corte menor con respecto a la placa caliente, para no generar dano al tejido.

Modelos de Randall-Sellito

Otro modelo nociceptivo no patolégico es la presién mecdanica ejercida en
una pata del animal, el modelo se conoce como “Randall-Sellito”. En este
modelo se va aumentando la presion (en gramos) en la pata del animal has-
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ta que el animal retire la pata, vocalice o se alcance el tiempo de corte en
gramos de presién (Yam et al., 2020).

Comparacién de los modelos de dolor de tipo nociceptivo

El objetivo del siguiente estudio fue comparar el efecto antinociceptivo de
la morfina en tres modelos experimentales de dolor de tipo nociceptivo. La
metodologia usada fue la siguiente: Se administré morfina subcutanea a
seis grupos experimentales, a cada grupo se le inyecté una dosis en una
escala logaritmica (0.125 - 1.0 mg/kg), y cada uno de los animales fue colo-
cado en la placa caliente, como se describi6 en el experimento de la Figu-
ra 2. También se utilizé un grupo adicional al que se le administré el vehicu-
lo (solucién salina 0.9 %).

Se trazaron los cursos temporales y con el ABC se construy6 la CDR, gra-
ficando la dosis vs. al % de respuesta antinociceptiva, considerando que el
100 % de nocicepcion es generado por el ABC del grupo vehiculo. El mismo
procedimiento se realizé con otros grupos experimentales, pero utilizando
el modelo de sacudida de cola “tail flick”, lo tinico que varié fue el tiempo de
corte, que en este modelo fue de 8 s. Nuevamente el mismo procedimiento
se realizd a otros grupos de animales, pero ahora utilizando el modelo de
Randall-Sellito, en este modelo el umbral maximo de presién mecénica fue
de 20 g.

En la Figura 3 se encuentra una grafica de tipo CDR con los tres expe-
rimentos antes descritos, en ella se muestra el efecto antinociceptivo de
la administracién de morfina en ratas evaluadas en diferentes modelos de
nocicepcién. En la CDR se determiné la dosis efectiva cincuenta (DE,) por
medio de un método lineal logaritmico. Como se puede observar, existe una
gran diferencia en el porcentaje de respuesta antinociceptiva que se obtiene
en cada modelo experimental y, por consiguiente, la determinacién de la
dosis efectiva 50 (DE, ) es variable.

Se sabe que la prueba de la placa caliente y el modelo de presién meca-
nica activan un proceso de informacién nociceptiva a nivel supraespinal,
mientras que el modelo de la sacudida de cola representa un reflejo espi-
nal. Por lo anterior, es importante considerar cudles son los mecanismos
fisiolégicos que se quiere explorar para seleccionar un modelo nociceptivo
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Figura 3. Curva dosis respuesta del efecto antinociceptivo de morfina en diferentes mo-
delos de nocicepcién. La morfina se administré por via subcutdnea en dosis logaritmi-
cas, en ratas Wistar (volumen de 0.1 ml/100 g de peso). La evaluacién del efecto antino-
ciceptivo se realiz6 con el modelo de sacudida de cola, placa caliente y presién mecanica.
El tiempo de corte fue de 8 y 30 s para la prueba de sacudida de cola y placa caliente,
respectivamente. El umbral maximo de presién mecénica fue de 20 g en la prueba de
Randall-Sellito. Cada punto representa el promedio + error estdndar medio de seis ani-
males. La DE, | se determiné considerando un método lineal logaritmico. *Diferencia es-
tadisticamente significativa con respecto al modelo de la placa caliente, ANOVA una via;
post-hoc Tukey, p < 0.05.

adecuado, ya que no todas las moléculas bioactivas pueden ser exploradas
en estos modelos. Algunas de estas moléculas no tienen efecto antinocicep-
tivo en modelos de nocicepcién térmica o mecdanica, y si tienen efecto en
modelos inflamatorios.

10.4.2 Modelos de nocicepcion que semejan un dolor de tipo
nociceptivo-inflamatorio

Los modelos que generan dafio en el sistema de neurotransmisién o el me-

tabolismo del animal, se conocen como modelos de condicién patolégica. En

esta clasificacién se encuentran los que semejan un dolor de tipo inflama-
torio, neuropatico o funcional.
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El proceso inflamatorio tiene como finalidad proteger el organismo de los
patégenos invasores, promueve la remodelacién y reparacién de los tejidos.
Sin embargo, si este proceso dura mas de seis semanas, se vuelve crénico
y produce un dano en el sistema de neurotransmisién, debido a la cons-
tante actividad de mediadores proinflamatorios. Para evaluar la nocicep-
ci6én inflamatoria, se debe activar la operaciéon del sistema inmune para que
actien los monocitos y se liberen sustancias inflamatorias como la seroto-
nina, prostaglandinas, bradicinina, sustancia P, algunos iones como H*, Na*,
K*, leucotrienos y citocinas, entre otros. Entonces, un dano quimico gene-
rado por una sustancia irritante, una quemadura o una incisién quirdrgica
permite el establecimiento de un fenémeno inflamatorio. La inflamacién
ocasiona la activacién de nociceptores especificos que transmiten un poten-
cial de accién hacia centros superiores, lo que se percibe como nocicepcién
(Muley et al., 2016).

La activacién de los mediadores en los nociceptores genera un proceso
gue se conoce como hipersensibilidad, la cual conlleva a la presencia de hi-
peralgesia y alodinia. Con base en esto, se han desarrollado varios modelos
quimicos que consisten en la administraciéon de sustancias que producen
inflamacién; entre ellas se encuentran la formalina (1 %), serotonina (10 mM
0 1 %), bradicinina (10 mM), capsaicina (20 mM o 0.1 %), el acido acético (0.6 %)
y la solucién &cida (pH = 5), entre otras. Algunos compuestos como la ca-
rragenina, el zimosan, el acido urico y el adyuvante de Freund generan un
componente inflamatorio de mayor intensidad. Dependiendo de la concen-
tracién que se utilice de los compuestos algésicos, el proceso de nocicepcién
inflamatorio puede ser de leve a severo, y se pueden tener efectos nocicepti-
vos hiperalgésicos y alodinicos (Le Bars et al., 2001; Muley et al., 2016).

Existen una gran variedad de modelos de dolor de tipo nociceptivo infla-
matorio, a continuacién se describirdn algunos de los més utilizados para la
bioevaluacién de compuestos bioactivos.

e Prueba de la formalina
e Prueba de estiramiento abdominal
e Modelo experimental PIFIR

e Modelo nociceptivo inflamatorio con el adyuvante completo de Freund
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e Modelo nociceptivo inflamatorio con carragenina

Prueba de la formalina

La prueba de la formalina es la més utilizada como modelo de nocicepcién
inflamatoria, y se tienen algunas variaciones metodoldgicas para estable-
cer procesos agudos o cronicos (Le Bars et al., 2001). El método consiste en
colocar al animal en un cilindro de acrilico para que se ambiente durante
30 min, si se utiliza ratén, y 60 min si se utiliza rata; se pueden utilizar es-
pejos detras del cilindro para facilitar la visién de la conducta (Figura 4). La
evaluacién consiste en administrar el algésico en la superficie dorsal de la
pata derecha del animal (que se conoce como ipsilateral), en un volumen no
mayor a 20 uL en el caso del ratén y 50 uL en el caso de la rata.

Si se requiere activar un proceso nociceptivo inflamatorio del trigémino,
se selecciona la zona orofacial del animal (Figura 4). Este se regresa al cilin-
dro de acrilico inmediatamente después de que se administra la formalina,
y se observa la conducta nocifensiva, la cual se manifiesta mediante sacudi-
das de la pata a la que se administr6 formalina; en el caso del ratén también

Figura 4. Prueba de la formalina. La formalina puede inyectarse a diferentes concentra-
ciones (20 uL, 1-5 %), en la superficie dorsal de la pata ipsilateral o en la zona orofacial
del ratén. Se recomienda que antes de la administracién de formalina se deje al animal
un periodo de ambientaciéon de 30 a 60 min, al emplear ratones y ratas respectivamente.
El efecto nociceptivo se cuantifica mediante el nimero de sacudidas de pata inyectada
con formalina.
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se puede contar la conducta de lamida de pata. Si se utilizan ratas, se cuenta
un min cada cinco min durante una hora; en el caso de ratones, se cuentan
5 min continuos hasta completar 30 min. Para establecer el perfil nocicepti-
vo, se realizan graficas de tiempo vs. a la conducta (nimero de sacudidas o
tiempo de lamida) (Tjglsen et al., 1992).

Prueba de estiramiento abdominal

El modelo de estiramiento abdominal es ampliamente utilizado para eva-
luar el efecto antinociceptivo de compuestos que estén relacionados con el
sistema nervioso entérico. Este modelo puede realizarse en ratas o ratones,
y consiste en administrar una sustancia irritante por via intraperitonal, que
puede ser acido acético, serotonina, capsaicina, entre otros algésicos. El ani-
mal se coloca en una caja de acrilico para contar la conducta nocifensiva,
caracterizada por el nimero de contorsiones abdominales que se presentan
en el ratén o rata durante 30 minutos (Le Bars et al., 2001).

Para ejemplificar estos modelos se describird un experimento del efecto
antinociceptivo de tramadol. El objetivo fue determinar si el efecto antino-
ciceptivo de tramadol estd mediado por los receptores opioides de tipo u.
Como metodologia se utilizaron dos modelos de nocicepcién de tipo infla-
matorio, la prueba de la formalina y de estiramiento abdominal. Se utilizé
un bloque de tres grupos de ratones, cada uno de seis animales. Al primer
grupo se le administr6 vehiculo (solucién salina 0.9 %); al segundo grupo se
le administré tramadol (30 mg/kg) por via intraperitoneal; y al tercer grupo
se le administré un pretratamiento con naloxona (antagonista de los re-
ceptores opioides, 1 mg/kg i.p.) y 15 min después tramadol (30 mg/kg, i.p.).
Todos los ratones fueron administrados 15 min después de la administra-
cién de vehiculo o tramadol, con formalina 1 % en la superficie plantar de
la pata derecha, inmediatamente después se conto la conducta nociceptiva
caracterizada por el nimero de sacudidas cada cinco min hasta completar
30 min.

En otro bloque de experimentos constituido por tres grupos con seis ra-
tones, en cada grupo se siguié el mismo disenio de administracién que en
el bloque 1. Todos los ratones fueron administrados 15 min después de la
administracién de vehiculo o tramadol, con dcido acético 0.6 % por via intra-
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peritoneal, inmediatamente después se conté la conducta nocifensiva ca-
racterizada por el nimero de contorsiones cada cinco min hasta completar
30 min.

En la Figura 5 se muestra el curso temporal del efecto nociceptivo gene-
rado por la administracién de formalina en el grupo vehiculo, la conducta
se presenta como una respuesta bifasica. La fase I comprende la conducta
de 0 - 10 min, luego se presenta un periodo de quiescencia en donde no hay
respuesta; y después se incrementa la conducta gradualmente de 10 - 30
min, lo que se conoce como fase II (Tjglsen et al., 1992). En esa misma gra-
fica se observa que la administracién de tramadol disminuye el nimero de
sacudidas, tanto en fase I como en fase II.

En el grupo tres se administré naloxona (un antagonista de los receptores
opioides tipo u) previamente a la administracién de tramadol, y se observa que
la naloxona ocupa los receptores opioides y no permite que el tramadol dismi-
nuya el nimero de sacudidas, por lo que el efecto antinociceptivo del tramadol
es revertido por naloxona, y se observa muy semejante al grupo con vehiculo.
En la Figura 5 se puede observar el curso temporal del efecto nociceptivo que

Figura 5. Cursos temporales del efecto antinociceptivo de tramadol en modelos de no-
cicepcién inflamatorio. El tramadol (30 mg/kg, i.p.) y el vehiculo (solucién salina 0.9 %)
fueron administrados en ratones ICR, 15 min antes del estimulo algésico (formalina 1 %,
20 uL/pata o acido acético 0.6 %, i.p.). La naloxona (1 mg/kg, i.p.) fue administrada
15 min antes que el tramadol. Cada punto representa el promedio + EEM de 6 animales.
* Diferencia estadisticamente significativa vs. vehiculo (ANOVA una via; post-hoc Dun-

nett, p < 0.05).
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se produce al grupo vehiculo, y el efecto antinociceptivo de tramadol después
de la administracién de acido acético 0.6 % (0.1 ml/10 g). También se observa
como el pre-tratamiento con naloxona revierte el efecto de tramadol.

En este experimento se demuestra que el tramadol tiene su efecto anti-
nociceptivo, a través de los receptores opioides de tipo u, en dos modelos de
nocicepcién de tipo inflamatorio.

Modelo experimental PIFIR

Para semejar un proceso inflamatorio de tipo artritico, en México se desa-
rrollé un modelo de pérdida de la funcionalidad de la pata, que por sus
siglas en inglés (“Pain-induced Functional Impairment”) se conoce comun-
mente como PIFIR. El modelo fue desarrollado por primera vez en perro y
posteriormente se implement6 en rata. Se determiné que la inyeccién de
acido trico (50 ul al 30 % suspendido en aceite mineral) en la articulacién
fémur-tibio-rotular, ocasiona la pérdida gradual de funcionalidad en aproxi-
madamente dos horas, y la conducta nocifensiva observada es el resguardo
de la pata (Figura 6).

Para determinar la funcionalidad de la pata inflamada, se coloca a las
ratas en un tambor de acero inoxidable con una malla metdlica que gira
a cuatro rpm. Para el registro de la recuperacion de la funcionalidad de la
pata, se utilizan electrodos pegados en las patas del animal, los cuales al
hacer contacto con el cilindro metdlico envian una senal a una computado-
ra que registra el tiempo de permanencia de la pata afuncional; el registro
se realiza durante un min cada 30 min (Figura 6). El indice de funcionalidad
representa el efecto nociceptivo. Para determinar este parametro se divide
el tiempo de contacto de la pata afuncional (pata derecha con acido urico),
entre el tiempo correspondiente a la pata funcional (pata izquierda sin aci-
do urico) y se multiplica por 100 (Granados-Soto et al., 1993).

A diferencia de otros modelos de nocicepcién inflamatoria, en este modelo
se administran los tratamientos una vez que la nocicepcién esta instalada en
el organismo. En los modelos algésicos con sustancias irritantes, los trata-
mientos se administran previamente a la inyeccién de formalina o &cido acé-
tico, entonces los tratamientos previenen la instalacién del dano inflamatorio.
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Figura 6. Cursos temporales del efecto antinociceptivo de rofecoxib (10 mg/kg, p.o.), mor-
fina (10 mg/kg, p.o.) y su combinacién en el modelo PIFIR, en ratas Wistar. La funcionali-
dad de la pata disminuye después de la inyeccién de acido drico (30 % en aceite mineral),
la linea punteada representa el maximo efecto que se puede obtener en el modelo, con
un compuesto bioactivo que ocasione el 100 % de la recuperacién de la funcionalidad.
La funcionalidad se registra haciendo girar el cilindro metdlico a cuatro rpm, durante
un minuto cada 30 min. Cada punto representa el promedio + error estindar medio de
seis animales. * Diferencia estadisticamente significativa vs. a la administracién de los
compuestos individuales (ANOVA dos vias; post-hoc Tukey, p < 0.05).

La ventaja del modelo PIFIR es que se puede evaluar el efecto de los compues-
tos bioactivos, una vez que estd instalada la conducta nociceptiva.

En la Figura 6 se muestra la evaluacién de una combinacién de farmacos
en el modelo PIFIR. El objetivo es determinar el tipo de interaccién farmaco-
légica que presenta la coadministracion de morfina y rofecoxib, un AINE’s
selectivo para la isoforma de ciclooxigenasa 2. El método que se sigui6 fue
el siguiente: se inyect6 acido urico al 30 % en la articulacién fémur-tibio-ro-
tular de la extremidad inferior derecha de 18 ratas. Una vez que alcanzaron
un indice de funcionalidad de cero, a un grupo de seis ratas se le administré
por via oral morfina (10 mg/kg); a otro grupo de seis ratas, rofecoxib (10 mg/kg);
y al tercer grupo, la combinacién de morfina + rofecoxib (10 + 10 mg/kg).
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Posteriormente, se determina la funcionalidad de la pata de la rata, un min
cada 30 min hasta completar cuatro horas de evaluacion.

En el curso temporal de la Figura 6, se observa que la pérdida gradual
de la funcionalidad de las ratas se presenta entre 2.5 y 3 h. Una vez que
estd establecido el dano y que se administraron los tratamientos, se observa
que tanto rofecoxib como morfina (10 mg/kg, p.o.) administrados de forma
individual tienen baja eficacia antinociceptiva, pues la recuperacién de la
funcionalidad es limitada (mds en rofecoxib que en morfina). Sin embargo,
cuando se administran en combinacién, se observa un incremento de la
funcionalidad aproximadamente al 80 %, con respecto al efecto maximo del
modelo. Entonces, la administracién de rofecoxib + morfina genera una in-
teraccién de tipo potenciacién en el modelo experimental PIFIR.

Modelo nociceptivo inflamatorio con el adyuvante completo de Freund

Otro modelo que semeja un proceso nociceptivo inflamatorio de tipo ar-
tritis, es la prueba de adyuvante completo de Freund (Mycobacterium tuber-
culosis en vehiculo de aceite mineral), el cual también se administra en la
articulacién fémur-tibio-rotular de la pata derecha de la rata. Se necesitan
varios dias para que se produzca el proceso inflamatorio significativo en la
pata administrada, lo que ocasiona una disminucién de la movilidad de
la pata inflamada (arreflexia). Con un micrémetro se puede medir la infla-
macién de la pata, y después de la administracién de compuestos bioactivos
este valor debe disminuir.

El porcentaje de arreflexia se obtiene utilizando como referencia la pata
de la rata no administrada. Debido a que el animal tiene una inflamacién
exacerbada disminuye su capacidad para soportar el peso, asi que otra me-
dida que se puede utilizar es mediante una prueba de incapacitancia, en
donde un equipo especializado (Linton Instrumentation, Norfolk, Reino Unido)
determina el nivel de inmovilidad. El equipo detecta la distribucién de peso
corporal de cada una de las patas de la rata mediante sensores, y la nocicep-
cién se expresa como porcentaje de soporte de peso contralateral (no infla-
mado), con valores del 100 % resultantes de una distribucién de peso igual
en ambas extremidades. Con la administracién del adyuvante de Freund,
también se puede utilizar el modelo de cojinete de peso dindmico (Dynamic
weight Bearing) (Coderre y Laferriere, 2020).
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Modelo nociceptivo inflamatorio con carragenina

La carragenina Tipo IV, Lambda, es una sustancia inflamatoria que se inyec-
ta en el cojinete plantar de la rata (50 ul de 10 mg/mL en solucién salina)
o ratén (20 ul de 10 mg/mL en solucién salina), para producir un fenémeno
inflamatorio que se puede evaluar por al menos seis horas; existen algunas
modificaciones en que la administracién de carragenina se evalia de mane-
ra crénica durante varios dias. En presencia del fenémeno inflamatorio, se
puede determinar la hiperalgesia al utilizar una prueba de latencia térmica
0 mecanica, como se describié previamente en los modelos no patolégicos
(placa caliente). También se puede utilizar un pletismémetro, para establecer
el grado de inflamacién mediante desplazamiento de volumen de la pata con
edema por administracién de carragenina. Las mediciones se realizan antes
y después de la administracién de compuestos bioactivos, la disminucién del
volumen representa un efecto antiinflamatorio (Morris, 2003).

10.4.3 Modelos de nocicepcion de tipo neuropdtica

El dolor neuropatico periférico tiene varias etiologias, puede ser ocasiona-
do por un dano directo al nervio, cambios metabdlicos (hiperglucemia), in-
flamacién y sustancias neurotéxicas, entre otros. Debido a que la etiologia
del dolor neuropatico es compleja, no se puede tener un modelo Unico que
incluya todos los mecanismos involucrados, entonces los modelos que se
han generado tratan de representar las diferentes manifestaciones que se
presentan en el humano.

La hipersensibilidad generada mediante una lesién, dafno o interrupcién
de las neuronas del ganglio de la raiz dorsal en las neuronas sensoriales pri-
marias, es lo que caracteriza al dolor neuropatico. Uno de los modelos mas
utilizados es el de constriccién crénica (modelo de Bennett), en el cual se
realiza una ligadura unilateral del nervio cidtico a nivel de la fosa poplitea.
La cirugia se realiza bajo anestesia de ketamina/xilazina (45/12 mg/kg, i.p.),
se hace una incisién de 1.5 cm por debajo de la pelvis, luego el biceps femo-
ral y se expone el nervio ciatico izquierdo localizado en la mitad a nivel del
muslo. Se hacen cuatro ligaduras no muy apretadas con un mm de espacio
entre ellas y se sutura la incisién.
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Una vez que se recupera la rata, es importante visualizar que al dia si-
guiente no se presente autotomia. Esta cirugia permite en un lapso de entre
ocho y 12 dias, aproximadamente, el desarrollo de hipersensibilidad que se
puede evaluar en una prueba térmica (frio o calor); los animales también
pueden presentar una conducta de resguardo que se puede cuantificar o
evaluar en un modelo de incapacitancia, y también se puede evaluar hipe-
ralgesia mecénica con los filamentos de Von Frey (Jaggi et al., 2011).

En otros modelos se administran sustancias neurotéxicas que generan
el desarrollo de alodinia e hiperalgesia; por ejemplo, la estreptozotocina
(150 mg/kg, i.p.) genera hiperglucemia en la rata, y entre cuatro a seis sema-
nas desarrolla alodinia e hiperalgesia. En este modelo se utiliza nicotinami-
da (50 mg/kg, i.p.), para evitar el deterioro fisiolégico del animal (Ovalle-Ma-
gallanes et al., 2017). La evaluacién de alodinia e hiperalgesia mecanica en
estos animales, puede realizarse con los filamentos de Von Frey y el modelo
de Randall-Sellito.

Otro modelo de neuropatia es la ligadura de los nervios lumbares L5 y L6;
dos dias después de la cirugia se genera alodinia y ésta se mantiene durante
cuatro a seis semanas. Estos modelos son de utilidad para evaluar alodinia
en pruebas térmicas de frio y calor, asi como alodinia mecénica. Se trata de
una microcirugia en los nervios L5 y L6, los cuales se ligan unilateralmente
justo proximal a los cuerpos vertebrales (Chung et al., 2004). La cirugia se
realiza bajo un microscopio de diseccién con una distancia focal larga. El
animal se coloca en una zona quirurgica y se realiza una incisioén longitudi-
nal (unos 2.5 cm en longitud y 5 mm lateral desde la linea media) en la parte
lumbar inferior y niveles sacros, exponiendo los musculos paraespinales del
lado izquierdo. La localizacion de la incision estd determinada por la posi-
cién de la apoéfisis espinosa L5, que se encuentra al nivel del extremo rostral
de la cresta iliaca.

En los musculos paraespinales se extrae el nervio L5 hasta el sacro. L6
se ubica en un proceso transversal que cubre las ramas ventrales de los
nervios espinales L4 y L5. L5 izquierdo se expone y se liga con sutura de
seda 4 -0 a 6 -0 distal al ganglio de la raiz dorsal. Después de eso, L6 tam-
bién se encuentra y se liga. Es importante realizar un grupo control en el
cual se realice el procedimiento quirdrgico, pero no se ligue el nervio, con
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la finalidad de garantizar que el procedimiento no interfiere con la presen-
cia de hipersensibilidad (este grupo se conoce como Sham). Después se
sutura al animal y se espera su recuperacién de siete a 10 dias, los anima-
les que presentan discapacidad motora son eliminados del estudio (Chung
et al., 2004).

Evaluacién de alodinia e hiperalgesia

La alodinia y la hiperalgesia se puede generar mediante la administracién
de sustancias irritantes como acetona, capsaicina [10 — 50 uL al 0.03-0.3 %
en Tween 80 (10 %), alcohol (10 %) y solucién salina (0.9 %)] y formalina
(1-5 %) inyectadas en la pata trasera de los roedores. La inyeccién de for-
malina genera un efecto de nocicepcién inflamatoria de corta duracioén, sin
embargo, a las 24 horas de la inyeccién se induce alodinia e hiperalgesia en
sitios secundarios; este efecto nociceptivo perdura hasta el dia seis, e in-
cluso se puede evaluar de tres a cuatro semanas después. En ambos casos,
para evaluar la conducta de hiperalgesia y alodinia, se emplean métodos
mecanicos como los filamentos de Von Frey.

Estos ultimos son un sistema de monofilamentos calibrados para sumi-
nistrar una fuerza desde 0.008 g hasta 300 g. Las ratas se colocan en cajas
de acrilico sobre una malla metdlica, de tal forma que se tenga acceso a la
superficie plantar del animal. Es importante que éstos tengan un periodo
de habituacién de al menos 20-30 min, con la finalidad de que disminuyan
su conducta exploratoria y evitar falsos resultados. Entonces, se coloca la
punta de la fibra de longitud y didmetro determinado en la parte media de la
superficie plantar, evitando los puntos menos sensibles (almohadillas plan-
tares), presionando la piel en dngulo recto, la fuerza de aplicacién aumenta
a medida que se presiona hasta que el filamento se curva y se mantiene
durante 6 - 8 segundos. La respuesta de retiro de la pata del filamento se
traduce como una respuesta positiva (x); y si no hay retiro, como una res-
puesta negativa (0).

Una técnica ampliamente utilizada es la determinacién del 50 % del um-
bral de retiro de la pata, mediante el método ascendente-descendente “Up &
Down” (Dixon, 1980). Los filamentos en un rango de 0.4 g a 0.15 g se utilizan
de acuerdo con la respuesta que se vaya generando. Se inicia con el filamen-
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to de 2 g: si el animal presenta una respuesta positiva, entonces se utiliza
un filamento de menor calibre; si hay otra respuesta positiva, se continua
con otro filamento menor; en caso contrario, una respuesta negativa indica
que hay que continuar con el filamento de mayor peso. A partir del primer
cambio en el patrén de respuestas (de “0” a “x” o viceversa), se realizan cua-
tro evaluaciones adicionales para tener una serie de seis valores. E1 50 % del

umbral de retiro se obtiene con la siguiente férmula:
50 % Umbral (g) = (10X / 10,000
Donde:

Xf: Valor del altimo filamento de Von Frey utilizado (en unidades logarit-
micas).

K: Factor de correccién indicado en la tabla publicada por Dixon (1980),
para el patrén de respuestas positivas y/o negativas obtenidas en la
prueba.

d: Diferencia de media entre el patrén de respuestas obtenido (unidades
logaritmicas).

Figura 7. Curso temporal del efecto antialodinico de diclofenaco (30 mg/pata). El efecto
de diclofenaco se evalué seis horas posteriores a la administracién intraplantar de ca-
rragenina 1 %, administrada en la pata inferior derecha. Se utilizaron los filamentos de
Von Frey para establecer el umbral de retiro. Cada punto representa el promedio + error
estdndar medio de seis ratones. El asterisco representa una diferencia significativa con
respecto a la administracién de vehiculo (Prueba T-Student, p < 0.05).
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El 50 % del umbral de retiro se interpreta como la intensidad de estimulo
requerido, para provocar una respuesta positiva en el 50 % de las aplicacio-
nes de estimulos.

En la Figura 7, se muestra la evaluacion del efecto antialodinico de di-
clofenaco. El objetivo fue demostrar este efecto, en un modelo de dolor de
tipo neuropatico inducido por carragenina. El método que se utilizé fue el
siguiente: A un grupo de seis ratones se les administré carragenina al 1 %, y
se evalué la alodinia mecdanica cada hora durante seis horas. A otro grupo de
ratones se les administré diclofenaco (30 mg/pata) 15 min antes de adminis-
trar carragenina 1 %, y se midi6 la alodinia mecénica durante seis horas. Se
realizé un curso temporal, el tiempo de evaluacién vs. al efecto determinado
como 50 % de umbral de retiro. En la Figura 7 se observa que los animales
con carragenina disminuyen el umbral de retiro, y que la administracién de
diclofenaco ocasiona un aumento del umbral de retiro. Por lo que el diclofe-
naco tiene efecto antialodinico en un modelo de dolor neuropatico inducido
por carragenina.

Conclusiones

Existe una gran variedad de modelos experimentales de nocicepcién, la se-
leccién de éstos depende del tipo de dolor que se desea evaluar, y del tipo
de compuesto bioactivo de origen sintético y/o natural. Es importante con-
siderar que los estimulos repetidos pueden generar un falso positivo o falso
negativo, debido a la habituacién que se genera sobre todo a los estimulos
térmicos. Por lo anterior, los animales solo pueden utilizarse una sola vez.
Ademads se sugiere observar la conducta normal de los animales, con la fina-
lidad de detectar el cambio en éstos ante la presencia de estimulos nocivos.
Se debe considerar que si bien un compuesto puede ser inactivo en un mo-
delo, es posible que en otro si tenga un efecto antinociceptivo.
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11.1 Generalidades

Las enfermedades infecciosas representan un importante problema de sa-
lud publica. Entre los factores que contribuyen a la prevalencia de estas in-
fecciones, se encuentra el desarrollo y la propagaciéon de la resistencia a
los antimicrobianos (RAM) (Aljeldah, 2022), particularmente desde bacterias
(Murray et al., 2022). La RAM ocurre cuando los microorganismos pueden
sobrevivir en presencia de concentraciones de firmacos que normalmente
inhiben su crecimiento o los matan. Esta resistencia frente a determinado
farmaco puede ser intrinseca o adquirida. La primera es una propiedad na-
tural de cada grupo bacteriano, mientras que la segunda es un rasgo que
estd en funcién directa de la variabilidad genética bacteriana, y que pue-
de deberse a mutacién o adquisicién de material genético (Ferri et al., 2017;
Reygaert, 2018).

El desarrollo de agentes antimicrobianos que inicié con el descubrimien-
to de la penicilina por Fleming (Vanegas-Munera y Jiménez-Quiceno, 2020) y
la inmunoterapia en las ultimas décadas del siglo pasado, parecian sugerir
que se alcanzaria el control de estas enfermedades. Sin embargo, no pasé
mucho tiempo y los farmacos empezaron a perder su eficacia debido a la
resistencia. La RAM es una consecuencia esperada en la adaptacién evolu-
tiva de los patégenos bacterianos a estos agentes nocivos, sin embargo, ha
sido acelerada principalmente por el mal manejo y la terapia inadecuada,
asi como por el abuso en el consumo de antimicrobianos sin supervisién
médica (Uc-Cachén et al., 2019). En la actualidad la RAM continda afectando
a millones de personas, sobre todo en paises con recursos limitados (Gar-
cia-Palomo et al., 2010).

Por otro lado, a pesar de la aparente disminucién de su prevalencia, han
ido reemergiendo enfermedades que se creian controladas o erradicadas, al
mismo tiempo que han surgido nuevas infecciones causadas principalmen-
te por agentes como virus y bacterias, entre los que destacan, el virus de la
inmunodeficiencia humana, SARS-CoV-1, virus de la gripe A H5N1 o HIN1,
recientemente SARS-CoV-2 (Huremovi¢, 2019) e inclusive microorganismos
resistentes a la mayoria de los agentes antimicrobianos disponibles, que
en la actualidad son conocidos como superbugs (Christaki et al., 2019; Tro-
vato et al., 2020).
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A través de la historia de la humanidad, las enfermedades infecciosas
han sido la mayor causa de sufrimiento en términos de morbilidad y morta-
lidad (Bloom y Cadarette, 2019). Su diseminacién estd asociada a las etapas
de la civilizacién, con la domesticacién de animales aparecen las enferme-
dades parasitarias y zoonéticas; los asentamientos y la urbanizacién con-
llevan al surgimiento de enfermedades bacterianas y virales transmitidas
por aire (Lindahl y Grace, 2015). A través de los anos, el ser humano ha su-
frido grandes pandemias como la peste bubénica, viruela, célera, influenza
y actualmente COVID-19 (Zhu et al., 2020), pero también existen asesinos
silenciosos causantes de infecciones crénicas como la tuberculosis y sifilis
(Holmes et al., 2017).

Las bacterias son los agentes etiolégicos que mas frecuentemente cau-
san infecciones (Straif-Bourgeois et al., 2014). Para causar enfermedad, los
patégenos ingresan en el huésped a través de las mucosas o la piel, y se
establecen en el nuevo sitio biolégico conduciendo a la colonizacién, prime-
ra etapa de simbiosis para el microorganismo. La infeccién es la invasion y
multiplicacién del microorganismo en el hospedero, quien -dependiendo de
factores como las caracteristicas del microorganismo (patogenicidad o viru-
lencia), concentracién del germen y las defensas del huésped- desarrollara
una enfermedad infecciosa, subclinica o de convivencia. Las infecciones se
clasifican, con respecto al entorno de adquisicién, como comunitarias cuan-
do se presentan de forma espontanea, sin relacionarse con procedimientos
meédicos, y por bacterias habituales; y como asociadas a la atencién de la
salud (IAAS), cuando surgen en el entorno hospitalario, ya que no estaban
presentes ni en incubacién previo al ingreso (Garcia-Palomo et al., 2010).

11.2 Epidemiologia

A pesar del progreso en las ciencias de la salud, la morbi-mortalidad de las
enfermedades infecciosas se ha disparado en las recientes décadas, y las
bacterianas no son la excepcién (Straif-Bourgeois et al., 2014). De acuerdo
con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en el 2016, se estimaron
376 millones de nuevas infecciones a nivel mundial, una de cada cuatro de
transmision sexual, siendo las mas prevalentes las bacterianas: clamidiasis,
gonorrea y sifilis con 127, 87 y 6.3 millones de nuevos casos, respectivamen-
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te (WHO, 2019 [pagina web]). En el 2019 se estimaron 10 millones de per-
sonas con tuberculosis, primera causa de muerte entre las enfermedades
infecciosas, con cerca de 4 mil defunciones al dia (WHO, 2020 [pagina web]).
Ademids, se han estimado de 1.3 a 4 millones de nuevos casos de céleray de
21 mil a 143 mil muertes (WHO, 2021a [pagina web]).

Desde la 68* Asamblea Mundial de la Salud (2015), se implementd el Sis-
tema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos (GLASS,
por sus siglas en inglés, Global Antimicrobial Resistance Surveillance Sys-
tem), con el objetivo de concentrar datos clinicos, epidemiolégicos y de la-
boratorio de los agentes patégenos que representan las mayores amenazas
para la salud publica mundial, y favorecer el intercambio de datos sobre
la resistencia a los farmacos antimicrobianos entre los paises miembros
(WHO, 2021b [pagina web]).

Acorde con lo anterior, el Centro para Prevencién y Control de Enferme-
dades de los Estados Unidos (CDC) reporté las prevalencias de los microor-
ganismos causantes de IAAS en 4403 hospitales, identificando a Enterococcus
faecium, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Enterobacter spp., Kleb-
siella spp., Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli (CDC, 2018 [pagina web]).

En su reporte epidemiolégico anual del 2019 sobre resistencia a los anti-
microbianos, el Centro Europeo para la Prevencién y Control de Enfermeda-
des (ECDCP) identificé a los patdgenos E. coli, S. aureus y K. pneumoniae como
los mas prevalentes (ECDPC, 2021 [pagina web]). El PUCRA (Plan Universi-
tario de Control de Resistencia Antibacteriana) de la Universidad Nacional
Auténoma de México, reportd que los microorganismos mas prevalentes en
las infecciones en los hospitales de la red, durante 2018, fueron: a) los baci-
los Gram-negativos: E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae, P. aeruginosa y A. bauman-
nii, y b) los cocos Gram-positivos: S. aureus y E. faecium (Ponce de Ledn, 2018).

Consistentemente los reportes cientificos distinguen la alta prevalencia
de las bacterias ESKAPE, conformado por Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
y Enterobacter spp. Se utiliza este acrénimo para nombrarlas, debido a su
capacidad de “escapar” de la accién biocida de los farmacos (Chavez-Jacobo,
2020). A este grupo se suma la Escherichia coli, que se distingue por su alta
prevalencia y altas tasas de resistencia a farmacos. Las bacterias ESKAPE-E
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representan nuevos paradigmas en la patogénesis, transmisiéon y RAM (De
Oliveira et al., 2020; Santajit e Indrawattana, 2016).

Las infecciones causadas por las ESKAPE-E se documentan como comu-
nitarias e IAAS; son de altas tasas de prevalencia y morbi-mortalidad. Su
panorama epidemioldgico se agrava por la presencia de cepas con resisten-
cia a los tratamientos existentes y, por ende, un aumento en los costos de
atencion. Estos patégenos son especialmente peligrosos en los hospitales,
ya que pueden provocar infecciones graves y a menudo letales. Se estima
que cerca de 700 mil personas mueren cada ano, a causa de infecciones por
patégenos resistentes, y se calcula que esta cifra podria alcanzar los 10 mi-
llones de muertes en el 2050 (O'Neill, 2016).

Por lo anterior, recientemente la OMS decretd a la RAM como uno de los
principales problemas de siglo xx1 (Tacconelli et al., 2018). Ademas, repor-
t6 un listado de patégenos («microorganismos de atencioén prioritaria con
nivel critico, alto y medio») como amenazas a la salud publica, por su alto
potencial patdégeno y su resistencia a los agentes antimicrobianos, con la
finalidad de convocar a realizar investigacién y desarrollo (I+D) sobre estos
microorganismos y en la generacién de nuevos farmacos, respectivamente.
Encabezan la lista con prioridad critica A. baumannii y P. aeruginosa, resisten-
tes a carbapenémicos; y K. pneumoniae, Enterobacter spp. y E. coli, resistentes a
carbapenémicos y productoras de -lactamasa de espectro extendido (BLEE);
seguidos con prioridad alta de atencién E. faecium, resistente a vancomicina,
y S. aureus resistente a metilcilina (WHO, 2017 [pagina web]).

Las ESKAPE-E han sido identificadas como los agentes causales de in-
fecciones mads prevalentes a lo largo y ancho de nuestro pais. Datos recien-
tes de estudios multicéntricos de la Secretaria de Salud (SS) y del Institu-
to Mexicano del Seguro Social (IMSS), mostraron que E. coli, P. aeruginosa,
K. pneumoniae, S. aureus y A. baumannii son los patégenos mas prevalentes
(Arias-Flores et al., 2016). En hospitales publicos y privados de la Ciudad de
México, se identificaron a P. aeruginosa, A. baumannii y S. aureus, como los
agentes infecciosos mas prevalentes (Gutiérrez-Munoz et al., 2017); K. pneu-
moniae, E. coli y E. cloacae, en el Hospital Infantil de México (Coria-Lorenzo et
al., 2017); P. aeruginosa, S. aureus y K. pneumoniae en el Hospital General del
ISSSTE Durango (Galvan-Meléndez et al., 2017); P. aeruginosa, A. baumannii y
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S. aureus para el Hospital de Alta Especialidad-Christus Muguerza de Mon-
terrey (Cornejo-Avendano y Ramirez-Rosales, 2012); E. coli, P. aeruginosa y
S. aureus en el Hospital No. 48 IMSS Guanajuato (Duarte-Raya y Granados-
Ramirez, 2012).

En Mérida, el Hospital Regional de Alta Especialidad de la SS reporté alta
prevalencia de infecciones por P. aeruginosa, E. coli, S. aureus y K. pneumo-
niae (Torres-Erazo et al., 2018). Nuestro grupo documento la alta prevalencia
de infecciones por P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli y A. baumannii en la
Unidad Médica de Alta Especialidad, IMSS Yucatan (Uc-Cachén et al., 2019).
Recientemente, se identificé que los agentes causales mas frecuentes de
infecciones en pacientes del Instituto Nacional de Cancerologia en la Ciu-
dad de México, fueron S. epidermidis, S. aureus, E. coli y Klebsiella spp. (De la
Cruz-Hernandez et al.,, 2019). Ademas, estas investigaciones documentan
la tendencia creciente de la resistencia a farmacos en las bacterias Gram
positivas y en las Gram negativas, resultando en el alarmante incremento
de la falla terapéutica de los farmacos antimicrobianos asequibles.

11.3 Métodos de bioevaluacién

Las pruebas clinicas de susceptibilidad a los antimicrobianos se pueden
utilizar para el hallazgo y desarrollo de nuevos farmacos antibacterianos,
también son utiles en la epidemiologia y la terapia. En este capitulo nos
centramos en el uso de estos métodos de prueba para la evaluacion in vitro
de extractos, fracciones y compuestos puros naturales o sintéticos, como
posibles agentes antibacterianos.

La era moderna de los antimicrobianos inicié con el descubrimiento
de la penicilina por Fleming (Sengupta et al., 2013). Sin embargo, no pasé
mucho tiempo y los fairmacos empezaron a perder su eficacia debido a la
RAM, lo que ha conducido a la aparicién de las superbacterias (Oldenkamp
et al., 2021). Actualmente, los fracasos en el tratamiento asociado a super-
bacterias se ha convertido en una preocupacién mundial para la salud pu-
blica (Ahmad y Khan, 2019). Por esta razén, el descubrimiento y desarrollo
de nuevos agentes antibacterianos es un objetivo de importancia critica.

Los productos naturales (PN), también nombrados metabolitos secunda-
rios, contintan siendo una de las principales fuentes de nuevas moléculas,
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como posibles farmacos antimicrobianos (Bérdy, 2005); éstos se derivan de
bacterias procariotas, microorganismos eucariotas, plantas y diversos orga-
nismos animales (Abdel-Razek et al., 2020). La mayor parte de los antimi-
crobianos descubiertos hasta ahora, son o se derivan principalmente desde
cultivos microbianos y especies vegetales (Newman y Cragg, 2020).

Las plantas y otras fuentes naturales pueden proporcionar una amplia
gama de compuestos con estructura quimica diversa y/o novedosa (Newman
y Cragg, 2016). Por esta razén, varios grupos de investigacién han centrado sus
estudios en la investigacién del potencial antibacteriano de extractos vegeta-
les y microbianos, aceites esenciales y metabolitos secundarios puros (Baloui-
ri et al., 2016; Guglielmi et al., 2020; Sharma et al., 2017; Uc-Cachén et al., 2021).
De manera paralela, grupos de investigacién en quimica sintética desarrollan
nuevas moléculas con potencial accién sobre bacterias (El-Atawy et al., 2019;
Vollaro et al., 2019). Ademas, se han desarrollado métodos eficientes y rapidos
para la deteccién y/o cuantificacién del efecto de extractos, fracciones o com-
puestos puros, para su posible aplicacién como nuevos agentes antibacteria-
nos, incluso sobre cepas resistentes a farmacos (Benkova et al., 2020).

Para evaluar la actividad antibacteriana in vitro de nuevos agentes, se
pueden utilizar diversos métodos de laboratorio, inhibicién del crecimiento
(Weinstein et al., 2019), de enzimas vitales para el microbio (Liu et al., 2018).
Inclusive se han descrito otros abordajes como son los modelos in silico, que
permiten identificar dianas terapéuticas especificas (Svanberg-Frisinger
et al, 2021; Kawsar et al., 2022). En este sentido, como primer abordaje del
estudio sistematico de los PN y sintéticos, los ensayos de laboratorio mas
conocidos y basicos son los que exploran el efecto sobre el crecimiento
bacteriano, difusién en disco, bioautografia y dilucién en agar o caldo (Rios
et al., 1988; Balouiri et al., 2016).

Por todo lo anterior, a continuacién se detallan las principales técnicas
para evaluar la actividad antibacteriana in vitro de un extracto, fraccién o un
compuesto puro de origen natural o sintético.

11.3.1 Método de difusion en agar

Este ensayo fue desarrollado en 1940 para evaluar la susceptibilidad a la pe-
nicilina (Heatley, 1944), posteriormente, fue estandarizado e introducido en
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los experimentos por Kirby y Bauer (Bauer et al., 1966). Esta prueba se con-
sidera el estandar de oro en los laboratorios de microbiologia clinica, para
evaluar la susceptibilidad a un farmaco antimicrobiano (Khan et al., 2019).

Actualmente, se han publicado normas aceptadas y aprobadas por el Ins-
tituto de Estadndares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés)
y el Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos
(EUCAST, por sus siglas en inglés), para la evaluacién de farmacos sobre bac-
terias y otros microorganismos, como levaduras. Sin embargo, no todas las
bacterias existentes pueden ser estudiadas con precisiéon por este método
(Humphries et al., 2018; Matuschek et al., 2014).

El método consiste en inocular placas de agar Mieller-Hinton (90 mm de
didmetro) con una suspension bacteriana a una concentracién estandariza-
da (estdndar de McFarland 0.5). Los discos de papel (didmetro aproximado
de seis mm) conteniendo el agente a evaluar se colocan sobre el agar previa-
mente inoculado. Las placas de agar se incuban en condiciones adecuadas,
por lo general durante 16 - 24 h a 37 °C. El efecto de los agentes se determina
midiendo los didmetros de las zonas de inhibicién de crecimiento microbia-
no (Figura 1) (Balouiri et al., 2016; Khan et al., 2019).

Figura 1. Representacién del método de difusién en agar, para evaluar el efecto del agen-
te impregnado en sensidisco, que se determina mediante la medicién de halos de inhi-
bicién. La placa de agar muestra el efecto de antibiéticos sobre crecimiento bacteriano
de S. aureus. Fuente: Los autores.
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El ensayo de difusién no es adecuado para evaluar la actividad antibacte-
riana de extractos, fracciones o compuestos que son escasamente solubles
o insolubles en agua, ya que su naturaleza hidrofébica limita su difusién
uniforme a través del agar (Rios et al., 1988; Mann y Markham, 1998). Por
lo tanto, la ausencia de un halo de inhibicién no significa que el agente es
inactivo (Moreno et al., 2006). Tampoco es un método adecuado para deter-
minar la concentracién minima inhibitoria (CMI), ya que no es posible cuan-
tificar la cantidad del agente difundido en el agar. Sin embargo, el bioensayo
posee ciertas ventajas sobre otros métodos, por ejemplo: simplicidad, bajo
costo, capacidad para evaluar un gran nimero de agentes y facilidad para
interpretar los resultados. Por lo que este método es ampliamente utilizado
para el tamizaje antimicrobiano (Balouiri et al., 2016).

11.3.2 Bioautografia

Esta técnica fue establecida por Goodall y Levi, que combinaron el método
de cromatografia en papel con la bioautografia de contacto, utilizada ori-
ginalmente para detectar diferentes penicilinas y estimar su pureza (Goo-
dall y Levi, 1946). Posteriormente, este ensayo fue introducido por Fischer y
Lautner, combinando la cromatografia en capa fina (CCF) con métodos de
deteccién bioldgicos y quimicos (Fischer y Lautner, 1961).

La bioautografia es un método de fraccionamiento guiado por bioensa-
yos, que incluye la separacién cromatografica de extractos seguida de la
identificacién de bioactividad (Wilkinson, 2006). Multiples estudios han do-
cumentado el tamizaje de extractos vegetales organicos mediante la técnica
de bioautografia (Choma y Grzelak, 2011; Grzelak et al., 2013; Dewanjee et al.,
2015; Zanget al., 2020). Para la investigacién de compuestos antimicrobianos
mediante este enfoque se han descrito tres técnicas bioautograficas: por
contacto, directa y por inmersioén o superposiciéon de agar (Marston, 2011).

La bioautografia directa es el método mas utilizado en los ensayos mi-
crobiolodgicos. En la placa de CCF se permite la separacién de los compues-
tos del extracto o fraccién, y posteriormente la CCF se sumerge o se rocia
con una suspensién microbiana. Se ha recomendado el caldo Miieller-Hin-
ton suplementado con agar, ya que proporciona un medio suficientemente
liquido, que permite una mejor adherencia a la placa de CCF y mantiene
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la humedad adecuada para el crecimiento microbiano. El bioautograma se
incuba a 25 °C, durante 48 h, en condiciones de humedad.

Para visualizar el crecimiento microbiano, se utilizan con frecuencia sa-
les de tetrazolio, las cuales por accién de las deshidrogenasas de las cé-
lulas bacterianas vivas, son reducidas a su correspondiente formazan que
es intensamente coloreado. La sal de violeta de p-yodonitrotetrazolio es el
reactivo mas empleado, estas sales se pulverizan sobre el bioautograma y
se vuelve a incubar a 25 °C, durante 24 h, 0 a 37 °C durante 3 - 4 h, para per-
mitir la formacién de su correspondiente formazan. La bioautografia directa
se puede emplear para estudios de inhibicién de crecimiento en bacterias y
hongos (Balouiri et al., 2016).

La bioautografia posee las siguientes ventajas: simplifica el proceso de
aislamiento e identificacién de compuestos antimicrobianos a partir de
extractos crudos. Asimismo, utiliza relativamente muy poca cantidad de
muestra, lo cual es ideal cuando se trabaja con extractos de plantas. Ade-
mas, permite una aproximacion a la polaridad de los compuestos activos.
Por ultimo, es practica, facil de realizar y, una vez que se ha estandarizado,
es sumamente reproducible. Sin embargo, no es un método adecuado para
detectar actividad biolégica producto de la sinergia entre dos o més com-
puestos. Ademas, los resultados pueden ser afectados por la descomposi-
cién o modificacién de los metabolitos, durante la fase de fraccionamiento
en la CCF (Wilkinson, 2006).

11.3.3 Dilucién en medio de cultivo

El método de dilucién fue introducido en el campo de la microbiologia a
principios de la década de 1870, y permiti6 el crecimiento e identificacién
de poblaciones bacterianas en suspensién (Guardino, 2005). Pasteur, Lister,
Koch y Ehrlich, quienes trabajaron con el concepto de macrodilucién, figu-
ran como los pioneros en el campo de la bacteriologia. Asimismo, William
Roberts y John Tyndall contribuyeron al desarrollo de este método. Los dos
tipos basicos de dilucién son la macro y la microdilucién, los medios utili-
zados en ellos son el agar y/o el caldo (Golus et al., 2016; Khan et al., 2019).

La macro o microdilucién en caldo es uno de los métodos de prueba
de susceptibilidad antimicrobiana mas basicos. El procedimiento consiste
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en preparar una serie de diluciones dobles del agente antimicrobiano (por
ejemplo, 128, 64, 32, 16, 8 y 4 ug/mL) en un medio de crecimiento liquido.
Posteriormente, las diluciones se dispensan en tubos que contienen un vo-
lumen minimo de 2 mL (macrodilucién), o con volimenes mas pequenos
en una placa de microtitulacién de 96 pocillos (microdilucién). Enseguida,
cada tubo o pocillo se inocula con un cultivo microbiano estandarizado; los
tubos o la microplaca inoculados se incuban (en su mayoria sin agitacién)
en condiciones adecuadas, segin el microorganismo de prueba (Balouiri
et al., 2016; Khan et al., 2019).

En el caso de la dilucién en agar, los agentes antimicrobianos a evaluar
son incorporados en el agar, en una serie de diluciones dobles. Posterior a la
solidificacion del agar, la superficie es inoculada con una suspensién bacte-
riana (Balouiri et al., 2016).

Los métodos de dilucion son los méas adecuados para la determinaciéon
de los valores de CMI, ya que permiten estimar la concentracién del agente
antimicrobiano ensayado en el caldo (macro o microdilucién) o en el agar
(dilucién en agar). Se puede utilizar el método de dilucién en caldo o agar,
para medir cuantitativamente la actividad antimicrobiana in vitro de extrac-
tos, fracciones o compuestos sobre diversos microorganismos (Klancnik et
al., 2010; Golus et al., 2016). El valor de CMI se define como la concentraciéon
menor del agente de prueba que inhibe el crecimiento del microorganismo
de interés, y generalmente se expresa en ug/mL o mg/L (Molina-Salinas et
al., 2007; Machado et al., 2003).

Para la determinacién de la CMI, existen dispositivos de visualizacién
que permiten facilitar la lectura de pruebas de microdilucién, y el registro
de resultados con alta capacidad para discernir el crecimiento en los pozos.
Ademas, se han desarrollado métodos colorimétricos basados en el uso de
reactivos colorantes como reveladores. Los colorantes que son empleados
frecuentemente en la determinacion de la CMI son las sales de tetrazolio,
bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT) y 2,3-bis
{2-metoxi-4-nitro-5 - [(sulfenilamino) carbonil] -2H-tetrazolio-hidréxido}
(XTT). Otros, como la resazurina, también son empleados con este propésito
(Figura 2) (Martin et al., 2007; Uc-Cachén et al., 2021).
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Figura 2. Representacién de la microdilucién en caldo, usando el colorante de viabilidad
resazurina como revelador. La microplaca muestra el REMA de extractos vegetales sobre
la bacteria S. aureus. Fuente: Los autores.

Al igual que la difusién en agar, actualmente existen normas aprobadas
para pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de microorganismos paté-
genos por métodos de microdilucion, los estandares mas reconocidos y uti-
lizados son proporcionados por el CLSI, y el EUCAST (Sahu et al., 2018).

La microdilucién tiene ventajas, como la reproducibilidad y la menor
cantidad de materiales y reactivos, comparadas con la macrodilucién y la
dilucién en agar; y se han disenado métodos rapidos y confiables como el
sistema REMA (REMA, del inglés Resazurin Microtiter Assay), el cual emplea
el método de microdilucién junto con un indicador de crecimiento como
la resazurina, que se ha documentado como un excelente indicador para la
deteccién de agentes antibacterianos (Sarker et al., 2007; Rakhmawatie
et al., 2019). La resazurina es un indicador de éxido-reduccién, por lo que
las células bacterianas metabdlicamente activas reducen la resazurina
(azul, no fluorescente) a resofurina (rosa, fluorescente), lo que representa
una medida cuantificable directa de la actividad antibacteriana (Elshikh
et al., 2016) (Figura 3).
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Figura 3. Representaciéon de la reduccién del indicador de viabilidad resazurina (forma
oxidada, color azul) a resofurina (forma reducida, color rosa), por la accién de las bacte-
rias metabdlicamente activas. Abreviaturas: NADH: dinucleétido de nicotinamida y ade-
nina en su forma reducida. NAD*: dinucleétido de nicotinamida y adenina en su forma
oxidada. Fuente: Los autores.

11.4 Bioensayo de microdilucién en caldo

A continuacién se describe detalladamente el método, para su aplicacién en
bacterias de crecimiento no exigente, por ejemplo: S. aureus, P. aeruginosa y E.
coli. Los microorganismos exigentes, como Haemophilus spp., Neisseria gono-
rrhoeae, Streptococcus pneumoniae, requieren ademas factores de crecimiento
como aminodacidos, vitaminas, purinas y otras sustancias que no son capa-
ces de sintetizar.

11.4.1 Metodologia para determinar la CMI del agente mediante
REMA

11.4.1.1 Preparacién de los antibidticos como control positivo

Preparar una disolucién madre del fdrmaco antimicrobiano correspondiente,
a una concentracién de 1000 ug/mL o 10 veces la concentracién mas alta a
evaluar, para luego ser diluida en el caldo. Por ejemplo, para un rango esta-
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blecido de 64 a 2 ug/mL, preparar una solucién de 1000 ug/mL. Los farmacos
antimicrobianos se conservan en alicuotas a -80 °C por seis meses. En algu-
nos casos, el limite de solubilidad del antimicrobiano sélo permite preparar
soluciones de concentraciones bajas, por lo que es importante seguir las in-
dicaciones del fabricante al preparar disoluciones madre de agentes antimi-
crobianos, e incluso considerar su potencia. Por Gltimo, es importante que los
farmacos utilizados como controles positivos sean especificos, segiin el mi-
croorganismo de interés y siguiendo los lineamientos establecidos por CLSI.

11.4.1.2 Reactivacién de cepas bacterianas

1. Descongelar las cepas bacterianas criopreservadas a -80 °C

2. Tomar 50 uL de la suspensién bacteriana y transferirla a una caja
Petri de 60 x 100 mm con agar Miiller-Hinton AMH.

3. Dispersar la suspensién mediante la técnica de asada, e incubar a
37 °C durante 18 a 24 h (cultivo primario), como se muestra en la
Figura 4.

11.4.1.3 Preparacién de la suspension bacteriana de trabajo

1. Tomar dos a tres colonias del cultivo primario y transferirlas a un tubo
con rosca que contenga 3 mL de caldo Miieller-Hinton (CMH) estéril.

Figura 4. Representacion del crecimiento bacteriano en placa de agar Miieller-Hinton,
mediante la técnica de asada. La imagen corresponde a un cultivo bacteriano de S. au-
reus, previo a su uso en los ensayos de evaluacién de inhibicién de crecimiento in vitro.
Fuente: Los autores.
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2. Disgregar con apoyo de un agitador tipo Vortex durante 1 min.

3. Tomar 100 uL de la suspensién bacteriana e inocular un tubo con
3 mL de CMH nuevo (cultivo secundario).

4. Incubar a 37 °C y monitorear el cultivo durante un tiempo de 2 a 4 h,
hasta alcanzar un crecimiento que represente una turbidez compa-
rable con el estdndar 0.5 de McFarland (1.5 x 10® UFC/mL) determina-
da con un densitémetro.

5. Realizar una dilucién 1:50 del cultivo secundario con CMH. Por cada
placa a ensayar, preparar 8 mL de la dilucién (Molina-Salinas et al.,
2006), la cual se realiza en caja Petri de 60 x 100 mm. Lo anterior se
encuentra esquematizado en la Figura 5.

Figura 5. Representacién esquematica de la preparacién de los inéculos bacterianos de
trabajo. Brevemente, colonias de un cultivo primario del microorganismo de prueba son
transferidas y disgregadas en un tubo con caldo estéril; posteriormente, una alicuota se
transfiere a un tubo con caldo de cultivo y se incuba con monitoreo de la turbidez, hasta
que sea equiparable a la del estandar No. 0.5 de McFarland. Por dltimo, se realiza una
dilucién del cultivo secundario para obtener el inéculo de trabajo. Fuente: Los autores.
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11.4.1.4 Preparacién de disoluciones stock del agente antimicrobiano a
evaluar

Preparar disoluciones stock de extractos, fracciones o compuestos a una
concentraciéon de 20 mg/mL. Para la disolucién de muestras no solubles o
poco solubles en agua, se emplea generalmente DMSO. Para una mejor diso-
lucién de la muestra utilizar agitacién en vortex y/o bano de ultrasonido. Las
disoluciones stock se autoesterilizaran por permanencia en el DMSO duran-
te 1 h previa a su evaluacién (Molina-Salinas et al., 2006). Para cada bacteria
en particular, se deberd determinar la concentracién téxica del DMSO o di-
solvente organico utilizado, con la finalidad de realizar las bioevaluaciones
en concentraciones subtéxicas.

En caso de que el extracto, fraccién o compuesto se disuelva en agua, es
necesario esterilizar por filtracién, a través de un acrodisco de 0.22 um con
apoyo de jeringa y dentro de campana de bioseguridad.

11.4.1.5 Preparacién de disoluciones de trabajo de extractos, fracciones
o compuestos a evaluar

Preparar en microtubos estériles la disolucién de trabajo de los extractos,
fracciones o compuestos a partir de las disoluciones stock. Las disoluciones
de trabajo deben estar a una concentracién cuatro veces (4x) la concentra-
cién maxima a evaluar en el bioensayo.

11.4.1.6 Preparacién de la solucién de resazurina

1. Pesar 15 mg de resazurina y disolver en 100 mL de agua destilada.

2. Esterilizar la disolucion por filtracion, a través de un acrodisco de
0.22 uym y jeringa en campana de bioseguridad.

3. Almacenar en refrigeracion a 4 °C y protegida de la luz hasta su uso.

11.4.1.7 Preparacién de la microplaca

El REMA se realiza en microplacas de poliestireno de 96 pozos, con tapas de
baja evaporacion y estériles.

1. Tomar una microplaca de cultivo de 96 pozos nueva, retirarla de su
empaque y orientarla de acuerdo con la Figura 6.
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Figura 6. Representacién de la microdilucién seriada. En una microplaca se pueden eva-
luar simultdaneamente cuatro extractos (fracciones o compuestos puros naturales o sin-
téticos) por duplicado, incluyendo los controles: positivo, de crecimiento y esterilidad.
Fuente: Los autores.

342

Colocar 200 uL de agua destilada estéril en la periferia.
Anadir 100 uL de CMH en los 60 pocillos restantes.

Adicionar 100 uL de la disolucién de trabajo de los extractos, fraccio-
nes o compuestos a ensayar, en el pozo en que inicia cada hilera de
trabajo. Adicionar otra muestra al pozo adyacente (duplicado).

Realizar las diluciones seriadas correspondientes, con la ayuda de
la pipeta multicanal (mezclar la dilucién del primer pozo y tomar
100 uL de la misma y transferirla al siguiente conjunto de pozos).

Tomar 100 uL de la nueva solucién y transferirlos al siguiente con-
junto de pozos, homogenizar por aspiracién y expulsion, evitando la
formacién de burbujas.

Repetir el paso anterior hasta completar la dilucién seriada de cada
extracto.
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8. Agregar el control positivo (fArmaco antimicrobiano especifico).

9. Adicionar 100 uL de la suspensiéon bacteriana de trabajo en cada pozo
con extracto.

10. Anadir en la placa los controles de crecimiento (medio de cultivo con
bacteria) y de esterilidad (medio de cultivo).

11. Colocar la tapa de la placa e introducir en una bolsa de pléstico con
sellado hermético (tipo ziploc).

12. Transportar cuidadosamente la placa a la incubadora e incubar a
37 °C durante 18 a 24 h. Lo anterior se encuentra esquematizado en
la Figura 6.

11.4.1.8 Revelado del bioensayo

1. Transcurrido el tiempo de incubacién, transportar la microplaca a la
campana de bioseguridad.

2. Anadir 30 uL de la disolucién de resazurina a los pozos experimen-
tales y controles.

3. Reincubar las placas durante 2 a 4 h (Grecka et al., 2019).

Nota: Transcurrido el tiempo de incubacién con el colorante de viabilidad
redox, los controles de crecimiento (bacteria sin farmaco ni agente a eva-
luar) deberan virar al color rosa, mientras que los controles positivos (con
farmaco) y de esterilidad (sin in6culo) permaneceran de color azul.

11.4.1.9 Interpretacién de los resultados de CMI

Lectura visual. Realizar la lectura de los pozos, cerciorarse de que el control
de crecimiento tenga un color rosa intenso. Se tomara como CMI a la con-
centracioén correspondiente al tltimo pozo que permanecié azul (Figura 7).

11.4.2 Metodologia para determinar la concentracion minima
bactericida del agente antimicrobiano mediante REMA

La concentracién minima bactericida (CMB) se define como la concentracién
minima del farmaco letal para la bacteria de interés (Djeussi et al., 2013). Se
puede determinar por resiembra del microorganismo, en medio de cultivo
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E1: Extracto 1 CE: Control de esterilidad

E2: Extracto 2 CC: Control de crecimiento

E3: Extracto 3 CMI: Concentracién minima inhibitoria
E4: Extracto 4

Figura 7. Revelado e interpretacién de los resultados. Posterior al tiempo de incubacién
con el colorante de viabilidad resazurina, se determina el punto de corte como CMI, que
corresponde al ultimo pozo que permanecié de color azul. Fuente: Los autores.

libre del farmaco o producto de interés, desde la placa en la que se determi-
né previamente la CMI (Mogana et al., 2020).

En el micrométodo colorimétrico de REMA, corresponde a la minima con-
centracién del producto a evaluar, que no permiti6 el viraje del colorante de
viabilidad de azul a cualquier tonalidad de rosa o violeta, es decir, que per-
maneci6 de color azul. El procedimiento se detalla a continuacién:

11.4.2.1 Resiembra en medio de cultivo liquido

A partir de los cultivos bacterianos tratados con las distintas concentracio-
nes de extractos, fracciones o compuestos, en los cuales se determiné la
CMI mediante el método de REMA, se preparara una microplaca de 96 pozos
como sigue:

1. Dispensar 200 uL de agua destilada estéril en los pozos de la periferia.
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2. Agregar 195 uL de CMH a los pozos necesarios.

3. Asignar una columna de pozos para incluir: control de crecimiento
y negativo.

4. Desde la placa 1: Posterior a la homogenizacién del contenido de los
pozos correspondientes a la %, 1 y 2x el valor de la CMI de los pro-
ductos evaluados, tomar 5 uL y transferirlos a los pozos con 195 uL de
CMH en la placa 2.

5. Realizar la resiembra por triplicado para cada concentracién.

6. Repetir lo anterior con los correspondientes controles positivos (far-
maco), de crecimiento y negativo.

7. Incubar y revelar como se explicé anteriormente, lo cual se encuen-
tra representado en la Figura 8.

Figura 8. Representacién de la caracterizacién de la actividad antibacteriana en micro-
placa. Los cultivos bacterianos de los pozos correspondientes a la %, 1 y 2 CMI, son
transferidos a una microplaca con caldo de cultivo estéril, que se incuban y revelan
siguiendo el procedimiento descrito, lo que permite la determinacién de CMB que corres-
ponde al pozo que permanecié de color azul. Fuente: Los autores.
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Conclusiones

Actualmente las infecciones bacterianas se han convertido en un desafio
para la salud publica, con una importante morbi-mortalidad, principalmen-
te debida a la RAM ante los antibidticos disponibles. En este escenario, se
utilizan ampliamente métodos estandarizados por CLSI y EUCAST, para
identificar susceptibilidad de nuevos agentes antimicrobianos. Se distingue
el uso del método de microdilucién en caldo con colorantes de viabilidad, en
particular resazurina (REMA), técnica rapida, econdémica y reproducible, que
permite determinar la CMI y CMB.

Sin embargo, cuando se prueban nuevos compuestos sintéticos o pro-
ductos de origen natural, frecuentemente se requieren de algunas modifi-
caciones del protocolo estandarizado. Por ejemplo, conocer la toxicidad del
disolvente organico que contiene el agente de interés sobre el microorganis-
mo; también es imperativa la estandarizacién del inéculo bacteriano, que
permita comparar los resultados de inhibicién del crecimiento con lo repor-
tado en la literatura cientifica.
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12.1 Leishmaniasis

La leishmaniasis comprende un grupo de enfermedades tropicales y sub-
tropicales olvidadas con diferentes manifestaciones clinicas causadas por
especies de parasitos de Leishmania, que se trasmiten por la picadura de
las hembras de fleb6tomos infectadas del género Phlebotomus y Lutzomyia
(Tchokouaha et al., 2018). A la fecha se conocen veinte especies de Leishma-
nia que infectan y causan una de las tres formas clinicas de la enfermedad:
leishmaniasis cutanea, mucocutanea y visceral. Las formas cutdneas son
producidas por complejos de L. mexicana o L. braziliensis en las Américas y
L. major, L. tropica o L. aethiopica en el Viejo Mundo. Las lesiones cutdneas se
resuelven espontaneamente al cabo de algunos meses, pero, dependiendo
de la especie de Leishmania que las provoque, pueden evolucionar a leish-
maniasis mucocutanea. La leishmaniasis visceral es causada por L. chagasi
en América Latina, L. donovani en Africa y Asia, o L. infantum en la cuenca
mediterranea, y puede ser fatal si no se trata (Requena et al., 2004).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la leishmaniasis es una
de las siete enfermedades tropicales mas importantes y representa un grave
problema de salud mundial. Se estima que hay entre 700,000 y 1°000,000 de
nuevos casos de leishmaniasis anualmente en el mundo, ampliamente dis-
tribuidos en zonas de clima tropical y subtropical, que provocan de 26,000 a
65,000 muertes (Battista et al., 2020). En todos los continentes, excepto Ocea-
nia, hay regiones endémicas en areas geograficas circunscritas en el noreste
de Africa, el sur de Europa, el Medio Oriente, el sureste de México y América
Central y del Sur (Torres-Guerrero et al., 2017).

12.1.1 Epidemiologia

En México se ha reportado una incidencia anual de 11.5 por cada 100,000
habitantes y su presencia en 22 estados, siendo la principal zona endémica,
la regién neotropical del sureste, sur de Veracruz, Tabasco, Oaxaca, Chia-
pas, Campeche, Quintana Roo y parte de Yucatdn. ComUinmente afecta a
recolectores de gomas vegetales, productores de cacao y banano, madere-
ros, cazadores, bidlogos, ornitélogos, practicantes de turismo ecolégico y
personal militar. Los dos principales vectores de esta enfermedad en la pe-
ninsula de Yucatan son Lutzomyia olmeca y Lutzomyia cruciata. En Campeche
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y Yucatdan, Leishmania mexicana es el principal agente causal y las presenta-
ciones mas comunes son la forma cutdnea y cutdneo-condral, que al afectar
la oreja causan la clasica ulcera del chiclero o tlcera del recolector de gomas
vegetales (Torres-Guerrero et al., 2017; Gutiérrez-Rebolledo et al., 2017).

12.1.2 Mecanismos fisiopatolégicos

Durante su ciclo biolégico, los parasitos del género Leishmania existen en dos
formas que se desarrollan en un huésped diferente: una forma extracelular
flagelada conocida como promastigote y una intracelular designada como
amastigote. La forma que infecta, tanto al hombre como a otros huéspedes
vertebrados, es el promastigote, que mide de 15 a 20 um de longitud, tiene
un flagelo en su parte frontal y vive en el tracto digestivo del insecto trans-
misor de la enfermedad. El amastigote, la forma parasitaria, tiene un dia-
metro de aproximadamente 2.3 pm, un flagelo rudimentario y se encuentra
dentro de los macroéfagos del huésped.

Como consecuencia de la picadura de un mosquito hembra infectado,
los promastigotes son fagocitados rapidamente por los macréfagos del en-
dotelio reticular, dentro de los cuales los organismos se transforman en
amastigotes. Los lisosomas se fusionan con los fagosomas que contienen
a los parasitos, pero los amastigotes resisten las enzimas fagolisosoma-
les. La multiplicaciéon de los amastigotes dentro de los fagolisosomas de
los macréfagos de la piel, mucosas y visceras da lugar a la leishmaniasis
cutdnea, mucocutdnea y visceral, respectivamente. Después de la multi-
plicacién, los amastigotes lisan las células hospederas, reinfectan otros ma-
créfagos y luego regresan al vector invertebrado cuando éste se alimenta
con sangre del huésped infectado (Balaia-Fouce et al., 1998; Chan-Bacab y
Pena-Rodriguez, 2001).

Las principales lesiones de la leishmaniasis cutdnea son papulas erite-
matosas en las areas expuestas del cuerpo, donde se han alimentado los
fleb6étomos infectados. El periodo de incubacién puede ser tan corto como
de una a dos semanas, o tan largo como de uno a dos meses. La lesién inicial
puede ser pruriginosa, pero no dolorosa. La tlcera puede permanecer relati-
vamente seca con una costra central (forma seca) o puede exudar material
seropurulento (forma htiimeda). Pueden estar presentes multiples lesiones,
dependiendo de la naturaleza de la exposicién a los flebétomos infectados.
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Con frecuencia, la leishmaniasis cutdnea produce lesiones autocurativas,
pero pueden persistir hasta un afio o mas sin tratamiento.

La leishmaniasis cutédnea difusa es una complicacién rara de la enferme-
dad cutanea, asociada con la falta de respuesta inmunoldgica a los antige-
nos de Leishmania. Comienza como una lesién cutdnea, ulcerativa regular,
pero luego progresa hasta afectar multiples sitios como nédulos o placas no
ulcerosas, especialmente alrededor de la cara y en la superficie externa de
los brazos y las piernas (Balana-Fouce et al., 1998; Chan-Bacab y Penia-Rodri-
guez, 2001).

La leishmaniasis mucocutanea americana (espundia) es una enfermedad
que comienza con una forma cutanea o cicatriz tipica en el lugar donde ha
picado el fleb6tomo, por lo que se debe a la metdstasis de los parasitos a si-
tios mucosos, a partir de una lesién cutdnea primaria. La leishmaniasis mu-
cocutanea suele provocar una desfiguracién facial, debido a la erosién de los
sitios mucocutaneos de la boca y la nariz. La destruccién puede extenderse
a la piel vecina, orofaringe, faringe e incluso la trdquea (Balana-Fouce et al.,
1998; Chan-Bacab y Pena-Rodriguez, 2001).

La leishmaniasis visceral es la forma mas severa, no autocurativa y con
frecuencia fatal sin tratamiento. Los sintomas comienzan después de un pe-
riodo de incubacién inusualmente largo de entre uno a tres meses. La apa-
ricién de la enfermedad es insidiosa, pero se hace gradualmente perceptible
con la aparicién de fiebre irregular, acompanada de sudor, debilidad y pérdida
de peso. En casos avanzados, puede desarrollarse esplenomegalia, hepatome-
galia, linfadenopatia y anemia. Pueden desarrollarse edemas y ascitis y, en los
casos no tratados, es comun que se produzcan muertes debido a infecciones
bacterianas secundarias como la neumonia, la tuberculosis o la disenteria.
La leishmaniasis visceral puede ser una infeccién oportunista, en el sentido
de que todos los factores de riesgo que se han identificado, como la edad, la
mala nutricién y la infeccién concurrente, estan asociados con una respuesta
inmunolégica subdptima o comprometida (Balana-Fouce et al., 1998).

12.1.3 Modelo de bioensayo

La mayoria de los estudios dirigidos a la deteccién de compuestos con ac-
tividad leishmanicida se han realizado usando la forma de promastigotes
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del parésito, porque es mas facil de mantener en condiciones in vitro, en
medio liquido suplementado con suero fetal bovino, y el ensayo permite la
evaluacién de cientos de compuestos utilizando equipos poco sofisticados.
Sin embargo, ya que el promastigote no es la forma infecciosa del parasito
en los huéspedes vertebrados, las evaluaciones hechas con promastigotes
s6lo tienen un valor indicativo de la posible actividad leishmanicida del me-
tabolito probado.

Los ensayos se realizan en placas de 96 pozos y todas las muestras a
evaluar se solubilizan en dimetilsulféxido (DMSO), las cuales se diluyen en
medio de cultivo liquido. En cada pozo, 100 pl de solucién de la muestra
a evaluar se mezcla con 100 pl del medio de cultivo que contiene 100,000
parasitos, por lo que la concentracién de la muestra es igual o menor a 100
mg/pl, y la concentracién de DMSO no debe superar el 0.5 %. Se pueden in-
cluir controles con pardasitos en una solucién de DMSO al 0.5 % y controles
positivos, tales como pentamidina, anfotericina B o miltefosina. La placa se
incuba a 25 °C durante 72 h y la actividad leishmanicida de los extractos se
determina mediante la observacion directa, a través de un microscopio de
fase invertida, observando la presencia y la motilidad de la promastigotes
en cada pozo, asi como su conteo en un hematocitémetro (Chan-Bacab y
Pena-Rodriguez, 2001; Tempone et al., 2011; Chan-Bacab et al., 2003).

El uso de promastigotes debe complementarse con una evaluaciéon de
amastigotes intracelulares en macréfagos. Al mismo tiempo, debe realizarse
una evaluacién de la posible citotoxicidad del metabolito utilizando macré-
fagos no parasitados, esto con el fin de establecer si la actividad in vitro del
metabolito es debida a su actividad citotéxica general o si posee una activi-
dad selectiva contra el parasito (Chan-Bacab y Pena-Rodriguez, 2001).

12.1.4 Técnicas especializadas de bioensayos

En general, la mayoria de los ensayos requieren mucho tiempo y las meto-
dologias mas rapidas requieren instrumentos sofisticados; sin embargo, su
costo es prohibitivo para la mayoria de los laboratorios de los paises en de-
sarrollo. Ademas, la determinacién de la actividad del farmaco con amasti-
gotes intracelulares es indispensable, y requiere una intensa manipulaciéon
experimental durante muchos dias. Finalmente, la evaluacién de nuevos
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candidatos a farmacos requiere ensayos in vivo, y también requiere investi-
gaciones de mucho tiempo, que van desde algunos dias hasta varios meses
(Tempone et al., 2011).

La evaluacion in vitro con promastigotes puede complementarse con una
prueba colorimétrica, utilizando una sal de tetrazolio, bromuro de 3-(4,5-di-
metiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), haciendo el ensayo de viabilidad
mas preciso, ya que se analiza en un espectrofotémetro para placas de 96
pozos. Este método se basa en la actividad oxidativa de las mitocondrias, y
proporciona informacién adicional sobre si un compuesto tiene actividad
leishmanicida. La presencia de un color purpura del formazan es indicati-
va de paréasitos viables. Una gran ventaja de este ensayo es la facilidad de
obtener las curvas de la concentracién efectiva media (CE, ), que se pueden
determinar después de una incubacion de 24 h con el parasito, seguida de
una incubacién de 4 horas con el sustrato MTT.

Ademids, la observacién bajo un microscopio puede realizarse antes de
la adicién del sustrato de MTT, para evaluar la motilidad y la morfologia del
parasito. Una de las principales desventajas del ensayo es la posible oxida-
cién del sustrato de MTT por los compuestos de prueba, resultando en fal-
sos negativos. Se puede incluir un paso de centrifugacién rapida de la placa
para extraer el compuesto de prueba de los medios, antes de la adicién del
MTT (Tempone et al., 2011).

Una alternativa al ensayo colorimétrico con MTT es el indicador de oxi-
dacién-reduccién, azul de Alamar. Este ensayo se basa en la conversién de
la resazurina, un colorante azul no fluorescente, que es metabolizada por
enzimas mitocondriales de los parasitos a resorufina, un derivado rosa fluo-
rescente. Tras la incubacién del azul de Alamar con las muestras (extractos
crudos, fracciones enriquecidas o compuestos puros), se determina la viabi-
lidad de los parasitos a 570 nm en un lector de microplacas (Tempone et al.,
2011; O’Brien et al., 2000).

Por otra parte, el uso de amastigotes axénicos para la selecciéon de com-
puestos presenta algunas ventajas. Esta prueba se realiza con una etapa cli-
nicamente relevante del parasito. Ademas, la cuantificacién de la actividad
del farmaco es muy factible. Esto se logra con un contador de células, eva-
luando la viabilidad celular utilizando MTT, determinando la actividad de la

Capitulo 12. Métodos experimentales de evaluacién de nuevos agentes
contra la leishmaniasis y tripanosomiasis

363



Métodos de bioevaluacién de compuestos bioactivos

ornitina descarboxilasa o con un colorante fluorescente, como el yoduro de
propidio. Sin embargo, ciertos analisis bioquimicos y los marcadores inmu-
nolégicos de los amastigotes axénicos deben ser confirmados, y se requiere
una alta concentracién de suero en algunos sistemas.

Se han observado diferencias en la sensibilidad a los farmacos entre los
amastigotes axénicos y los amastigotes intracelulares, ya que la prueba con
amastigotes axénicos da lugar a un acceso libre del farmaco contra los pa-
rasitos y, en consecuencia, se determina un elevado nimero de compuestos
activos. Dado que los parasitos de Leishmania son patégenos intracelulares,
se recomienda el uso de un ensayo intracelular para confirmar los efectos
(Tempone et al., 2011).

El uso de un ensayo con amastigotes intracelulares proporciona infor-
macién mas pertinente sobre la eficacia del compuesto. Se trata también
de un ensayo que requiere mucho tiempo, ya que la evaluacién inicial de
la citotoxicidad de las muestras de ensayo es obligatoria, para evitar el uso
de altas concentraciones de muestras, que podria dafiar a los macréfagos.
Muchas células de mamiferos se han utilizado para albergar los amastigotes
de Leishmania, incluidos macréfagos peritoneales de ratén, macréfagos deri-
vados de la médula 6sea, macréfagos derivados de monocitos de sangre pe-
riférica y macréfagos derivados de monocitos tumorales (THP-1), lo que da
lugar a variaciones muy significativas en la susceptibilidad a los farmacos.
Los datos en la literatura han indicado que los macréfagos peritoneales de
ratén son el modelo mas preciso, proporcionando resultados reproducibles
después de 96-120 h y una elevada proporcién de infeccién (> 90 %), que es
esencial para un andlisis preciso (Tempone et al., 2011).

Los amastigotes son las formas mas apropiadas para la infeccién de ma-
crofagos in vitro. Alternativamente, los amastigotes pueden obtenerse por
transformacién in vitro de promastigotes con cambios minimos en las con-
diciones de crecimiento y temperatura. Este método proporciona ensayos
eficaces de susceptibilidad a los farmacos con infeccién persistente en los
macrofagos. Después de 96 a 120 h, los portaobjetos se fijan con metanol y
son tenidos con Giemsa para la observacién microscépica (100X e inmersiéon
en aceite). La eficacia del farmaco es determinada tomando en cuenta la
reducciéon media del indice parasitario (IP = nimero medio de células
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infectadas x nimero medio de amastigotes por macréfago) de 500 macré-
fagos (Tempone et al., 2011).

12.2 Tripanosomiasis

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es causada por el pa-
résito protozoario Trypanosoma cruzi, y se caracteriza por ser una infeccién
generalizada que cursa clinicamente a partir de una forma aguda hasta llegar
a la cronicidad. La infeccién por T. cruzi es curable si el tratamiento se inicia
poco después de la infeccidn; si la enfermedad se vuelve crénica, el paciente
puede desarrollar alteraciones cardiacas, digestivas y/o neuroldgicas. La en-
fermedad es transmitida a los seres humanos por vectores, principalmente
insectos hematéfagos de la familia Triatominae; y en otros casos, la transmi-
sién puede ser posible a través de transfusiones de sangre, infeccién congé-
nita, lactancia materna o accidentes de laboratorio (Linares et al., 2006).

Esta enfermedad representa un problema de salud publica importante
en 21 paises de América Latina, donde la Organizacién Panamericana de la
Salud (OPS) estima que aproximadamente afecta entre seis y siete millones
de personas, y 70 millones estan en riesgo de contraer la infeccién, asi como
también es responsable de 30 mil nuevos casos y 14 mil muertes al ano
(PAHO, 2020).

12.2.1 Epidemiologia

En México, las regiones endémicas se dan principalmente en la parte sury
costera del pais, ubicadas a menos de 1800 metros sobre el nivel del mar,
donde dos terceras partes del territorio pueden ser consideradas en riesgo
de transmisién vectorial, es decir, que 1’100,000 individuos podrian estar
infectados con T. cruzi y 29'500,000 en riesgo de contraer la infeccién. En la
peninsula de Yucatan se han reportado tasas de seroprevalencia de 11-18%
en la poblacién general, y un 5.6 % en donantes de sangre. Adicionalmente,
se ha estimado que en la peninsula de Yucatén alrededor de 1.6-1.7 millones
de personas estan expuestas a un riesgo mediano-alto de transmision de T.
cruzi, con mas del 90 % de éstas localizadas en el estado de Yucatan. En 2018,
las entidades con mayor tasa de incidencia fueron Yucatan, Quintana Roo y
Nayarit (Rojo-Medina et al., 2018).
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La transmisién vectorial se lleva a cabo por 32 especies de triatominos
y se consideran domiciliadas, peridomiciliadas y selvaticas o silvestres. En
nuestro pais, las especies intradomiciliadas son Triatoma barberi, asociada
a la presencia de miocardiopatias y megas (dilataciones) de érganos del
tracto digestivo, en Colima, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoa-
can, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala y Veracruz, mientras que
Triatoma dimidiata, distribuida desde los paises andinos y de Centroaméri-
ca hasta México, es asociada a cardiopatias en los estados de Campeche,
Colima, Chiapas, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Nayarit, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, San Luis Potosi, Tabasco, Veracruz y
Yucatan (Salazar-Schettino et al., 2016).

12.2.2 Mecanismos fisiopatoldgicos

En el ciclo biolégico natural estan involucrados, ademas del hombre y el
artrépodo transmisor, gran nimero de especies de mamiferos infectados.
Cuando el vector se alimenta de un mamifero infectado ingiere, junto con la
sangre, al pardsito circulante. En la luz del intestino se multiplica y se desa-
rrollan como tripomastigotes metaciclicos, que son las formas infectantes.
La infeccién en el humano es adquirida, principalmente, por la penetra-
cién transcutanea del pardsito presente en las excretas de estos insectos
hematéfagos infectados. Los tripomastigotes metaciclicos atraviesan piel o
mucosas y circulan como tripomastigotes sanguineos. Posteriormente, se
transforman en amastigotes, de manera intracelular, los cuales se multi-
plican por fisién binaria longitudinal dentro de las células del sistema fa-
gocitico mononuclear, tejido linfoide, muscular o nervioso, y el ciclo se
completa cuando los tripomastigotes sanguineos son ingeridos por el vector
(Salazar-Schettino et al., 2016).

La fase aguda se da en 5 % de los infectados, con duracién de dos a tres
semanas y ocasionalmente hasta cuatro meses; los sintomas inician al-
rededor de 10 dias después de la infeccién, y en los casos de transmisién
por transfusién sanguinea aparecen entre 20 y 40 dias después. Los ninos
menores de 10 afios son los mas afectados, aproximadamente el 75 % pre-
senta signos y sintomas relacionados con la via de entrada del parasito,
con manifestaciones sistémicas inespecificas, principalmente fiebre. En 50 %
de los casos, cuando la via de entrada es cercana a la mucosa ocular,
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se presenta el complejo oftalmoganglionar o signo de Romana-Mazza, que
consiste en edema bipalpebral unilateral de color violaceo, ligeramente pru-
riginoso, acompanado de adenopatias regionales. Cuando la via de entrada
es en otra regién, se denomina chagoma de inoculacién (25 %), que es una
lesién nodular subcutdnea también de color violaceo. En la fase aguda, el
dano a los tejidos en corazén y del tracto intestinal se relaciona directamen-
te con la parasitemia y el parasitismo en los tejidos (Rojo-Medina et al., 2018;
Salazar-Schettino et al., 2016).

La fase crénica asintomatica o indeterminada dura entre cinco, 10 y has-
ta 20 anos; es clinicamente silenciosa con parasitemia muy baja, por lo que
los métodos serolégicos son de eleccion para el diagnéstico. Después de esta
fase se presenta la fase crénica sintomatica, en la que 27 % desarrollan le-
siones cardiacas, 6 % digestivas —principalmente en eséfago y colon—y 3 %
en el sistema nervioso periférico. En la fase crénica sintomatica, el érgano
mas afectado es el corazén, con alteraciones en la contractilidad y conduc-
tibilidad, con insuficiencia cardiaca progresiva y cardiomegalia.

Durante la cardiopatia crénica, se presenta un proceso inflamatorio cro-
nico, donde la principal citocina implicada es TGF-f. La lesién caracteristica
es la miocarditis difusa con infiltrados linfociticos, presencia de inmunoglo-
bulinas con escasos elementos parasitarios y pequenos focos inflamatorios,
que generan hipertrofia miocelular con miocitdlisis, e intensa fibrosis repa-
rativa con acumulacién intersticial de fibras de coldgeno que conducen a
remodelacién ventricular y deterioro de la funcién, inicialmente durante la
didstole y después en la sistole. Esta fibrosis genera trastornos en la motili-
dad parietal y cavitaria, con el consecuente deterioro de la funcién cardiaca
(Rojo-Medina et al., 2018; Salazar-Schettino et al., 2016).

12.2.3 Modelo de bioensayo

Diversos bioensayos han sido desarrollados para evaluar la actividad de
nuevos compuestos, utilizando las formas epimastigote, tripomastigote y
amastigote de T. cruzi. Estas tres formas del parasito son morfoldgica y bio-
quimicamente diferentes (Docampo, 2001).

Los epimastigotes son las formas de multiplicacién extracelular de los
parasitos de T. cruzi en el vector. La facilidad en que esta forma puede ser
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cultivada y su relativa sensibilidad a la accién de los farmacos estandares,
han permitido que este modelo de bioensayo in vitro sea utilizado, de ma-
nera preliminar, para realizar evaluaciones selectivas. Sin embargo, una vez
que esta primera prueba se ha realizado, se requieren métodos mas espe-
cificos para determinar la actividad antiprotozoaria de estos compuestos
(Muelas-Serrano et al., 2002).

Por lo general para realizar un bioensayo con epimastigotes, éstos se cul-
tivan en medio liquido suplementado con suero fetal bovino a 26 °C o 28 °C.
Los cultivos se inician con una densidad celular determinada de epimasti-
gotes por ml, y el farmaco, con diferentes concentraciones, es anadido (Do-
campo, 2001; Muelas-Serrano et al., 2002). Esta prueba se incuba por 48 o 72
h, y al término de este tiempo se registra la actividad del farmaco sobre el
parasito, tomando en cuenta la densidad celular o la viabilidad del mismo.
La densidad celular puede ser medida con un conteo directo, por medio de
un hemacitémetro (Muelas-Serrano et al., 2002). También la actividad del
farmaco se puede establecer, observando la concentracién a la cual los pa-
rasitos estdn completamente inméviles o lisados, obteniéndose la concen-
tracién minima inhibitoria del 100 % (CMIL, ) (Abe et al., 2002).

12.2.4 Técnicas especializadas de bioensayos

La viabilidad en el bioensayo in vitro con epimastigotes también se puede
cuantificar con el método de exclusion del colorante azul de tripano, utili-
zando microscopia éptica o el ensayo de reducciéon del MTT, el cual puede
ser cuantificado en un lector de ELISA a 595 nm (Muelas-Serrano et al., 2000).

Para la evaluacion in vitro con tripomastigotes, éstos son cultivados en
sangre infectada colectada de animales con una parasitemia adecuada.
La sangre infectada es diluida a una concentraciéon determinada de tripo-
mastigotes por ml, al igual que el farmaco. Las placas se incuban a 4 °C o
37 °C, y después de 24 o 48 h, los parasitos son contados en una camara
de Neubauer, estableciéndose como resultado la dosis letal media (DL.),
que resulta de la lisis de la mitad de la poblacién de tripomastigotes (Vieira
et al., 2001).

En la evaluacién in vitro con amastigotes, éstos se cultivan en macréfa-
gos, células L-6 (mioblastos del musculo esquelético de ratén) u otras
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células (Burleigh y Andrews, 1995). Las células se infectan con tripomasti-
gotes y después se antade una determinada concentracién del farmaco di-
suelto en medio de cultivo, incubandose por 96 horas (Buckner et al., 1996).
La inhibicién del crecimiento intracelular se determina contando el nimero
de amastigotes en 100 células infectadas, para lo cual se utiliza la tincién
de las células con el método May Griinwal-Giemsa con microscopia 6ptica
(Zuccotto et al., 2001).
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En los ultimos 25 aflos México ha incrementado considerablemente su in-
vestigaciéon publica en el drea de desarrollo de farmacos. En este sentido, la
Quimica, la Farmacia, la Farmacologia y la Farmacognosia se han integrado
de forma exitosa para la obtencién y evaluaciéon de moléculas bioactivas.
Asi por ejemplo, en México la Farmacognosia ha crecido importantemente;
aprovechando la riqueza herbolaria de nuestro pais, numerosos grupos de
trabajo estan aislando y caracterizando los principios activos que se en-
cuentran en las plantas medicinales, algas marinas, insectos y hongos con
potencial utilidad terapéutica. Adicionalmente, con la reciente incorpora-
cion de métodos computacionales en el drea de Quimica-Farmacéutica se
puede realizar un cernimiento mas rapido de potenciales estructuras quimi-
cas con actividad especifica hacia ciertos blancos moleculares. El objetivo
del presente libro es integrar una serie de técnicas y modelos experimenta-
les para la identificacion de compuestos con actividad bioldgica.
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