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INTRODUCCION

El objetivo principal de la farmacologia es obtener un conocimiento profundo de las acciones y
propiedades de los farmacos en el organismo. Con este conocimiento se pretende una aplicacién
racional, segura y responsable de los medicamentos. Por ello, durante el estudio de una nueva
sustancia con posible potencial terapéutico es necesario la realizacion de diferentes estudios y
ensayos para obtener la mayor informacién posible para su posterior extrapolacion a los pacientes.
Es aqui donde entra en juego la farmacologia experimental, la cual estudia las propiedades y
acciones de una sustancia en estudio mediante modelos experimentales. Los distintos tipos de
ensayos y experimentos que se pueden realizar se pueden clasificar de forma simple en tres

categorias:

- Ensayo in vitro: no implica el uso de organismos vivos, es decir, se realiza dentro de un tubo
de ensayo o en cualquier otro ambiente artificial. A menudo supone el uso de tejido/6rgano
aislado o células mantenidos en un ambiente artificial durante méas de 24 horas.

- Ensayo ex vivo: se realiza sobre o en tejidos bioldgicos vivos o células que han sido aislados
de un organismo vivo y son mantenidos en el laboratorio en un ambiente artificial durante un
periodo corto de tiempo, alterando o mas minimo las condiciones naturales.

- Ensayo in vivo: se realiza sobre organismos vivos. Cuando este tipo de ensayos implica el

uso de humanos, se habla de ensayos clinicos.

Durante estas practicas, los alumnos aprenderéis los principios y fundamentos bésicos de estos
ensayos mediante la realizacion experimental de un ensayo in vitro y la realizacion virtual de un

ensayo in vivo.
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1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA IN VITRO DE UNA
NUEVA MOLECULA EN ESTUDIO.

INTRODUCCION

La inflamacion es una respuesta fisiolégica protectora de tejidos que han sido afectados por lesiones
inducidas por traumatismos fisicos, sustancias nocivas o microorganismos. Durante la respuesta
inflamatoria, se desencadena una serie de eventos que incluye una dilatacion de los vasos
sanguineos locales, causando sintomas tipicos de la inflamacion como enrojecimiento, calor e
hinchazén en la zona afectada. Con esta vasodilatacion se pretende que se amplié la respuesta
inflamatoria, permitiendo el acceso a la zona afectada de células inmunitarias como neutrofilos,
macrofagos, linfocitos, y otros factores implicados en la inflamacion (Figura 1). En esta respuesta tan
compleja intervienen numerosos mediadores como la histamina, la sustancia P, citoquinas,

prostaglandinas, entre otros. El objetivo principal es la inactivacion/destruccion de los agentes
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causantes de la lesion, asi como el inicio de la cascada de sefiales para la reparacion del tejido
afectado (1).

Figura 1. Ejemplo de respuesta inflamatoria frente a una infeccién. Figura modificada de Owen J.A.
INMUNOLOGIA DE KUBY 72 edicion. 2010.



Practicas de Farmacologia y Farmacoterapia |

Sin embargo, cuando la respuesta inflamatoria causa dolor y/u otros sintomas que impiden la
realizacion de tareas/acciones basicas de la vida diaria, 0 se trata de una respuesta crénica que
desencadene enfermedades como la artritis reumatoide, es necesario el tratamiento con farmacos

como los Antiinflamatorios No Esteroideos (AINES).

Antiinflamatorios No Esteroideos (AINES)

Los AINEs son un grupo de farmacos ampliamente utilizados en clinica con interesantes propiedades
analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas (2) (ver Tema 18, temario de Farmacologia y
Farmacoterapia 1). Actdan inhibiendo la actividad de las ciclooxigenasas (COX), enzimas que
intervienen en la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos a partir del acido araquidénico (Figura 2).
Algunas de estas prostaglandinas estan involucradas en la inflamacion, el dolor y la fiebre, por tanto,
la inhibicién de sus sintesis por los AINEs es la causa de las acciones terapéuticas de éstos. Sin
embargo, otras prostaglandinas estan involucradas en procesos fisiolégicos y la inhibicion de sus
sintesis por los AINEs provoca las reacciones adversas caracteristicas de este grupo de farmacos,
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Figura 2. Ruta del acido araquiddnico a través de las ciclooxigenasas. Tras la liberacién del acido
araquidonico de la membrana celular, dependiendo del estimulo implicado y el tejido, actuara la COX-

1 o la COX-2. La accion de COX-1 desencadena la sintesis de prostanoides involucrados en las
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funciones fisiolégicas como la presién arterial, la agregacién plaquetaria, etc. La accién de COX-2

genera prostanoides involucrados en procesos como inflamacién, dolor y fiebre.

En la basqueda de farmacos antiinflamatorios con mejor perfil de toxicidad que los AINEs surgieron
los Coxibs que son inhibidores mas especificos de la COX-2, la isoforma implicada en la inflamacion.
Sin embargo, este grupo de farmacos no estd exento de reacciones adversas. La industria
farmacéutica continda la busqueda de farmacos antiinflamatorios con mejor perfil terapéutico,
buscando farmacos con mayor actividad farmacolégica y menor toxicidad. En esta busqueda, las
nuevas moléculas objeto de evaluacion de su posible potencial antiinflamatorio deben someterse a
una bateria de ensayos para confirmar su actividad y seguridad antes de poderse emplear en
pacientes. En la primera fase de estudio, la fase preclinica, se utilizaran distintos modelos in vitro e in
vivo para probar la actividad y toxicidad de estas nuevas moléculas. Dentro de los primeros ensayos
que se realizaradn, los cultivos celulares ocupan un lugar muy importante en la farmacologia

experimental.

Durante estas préacticas, los alumnos evaluaran la posible actividad antiinflamatoria de una molécula

en estudio en comparacion con el AINE Indometacina en una linea celular humana.

Cultivos celulares

Desde que en 1952 Grey y colaboradores lograron mantener la primera linea celular continua, HelLa
(células de cancer de cérvix originarias de la paciente Henrietta Lacks), los cultivos celulares se han
convertido en una herramienta vital en la investigacion y en la tecnologia farmacéutica. Como cultivo
celular se entiende el mantenimiento de células de forma artificial fuera del organismo original,
manteniendo lo mas parecido posible las propiedades fisioldgicas, bioquimicas y genéticas de las
células originales (13). Los cultivos celulares se incluyen entre la metodologia In Vitro y son Utiles en
numerosos campos de investigacion y tecnologia, como, por ejemplo:

- Investigacién bésica de toxicidad: permiten conocer el grado de toxicidad de una sustancia
antes de realizar ensayos en animales.

- Investigaciones farmacocinéticas, por ejemplo, el uso de células hepaticas para estudiar
posibles rutas metabdlicas de la sustancia en estudio.

- Ingenieria de proteinas: la produccion de proteinas, como la insulina, en lineas celulares.

- Investigacion preclinica en cancer: el uso de cultivos celulares es el primer paso para evaluar

la actividad anticancerosa de nuevos farmacos.

Para mantener las células en cultivo es necesario tener en cuenta las siguientes

condiciones/parametros:
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Soporte/recipiente de cultivo. Las células se mantienen dentro de recipientes generalmente
de plastico que han sido esterilizados por irradiacion. Los recipientes mas utilizados son las
placas de Petri y los frascos de Roux (recipientes en forma de botella que pueden tener un
filtro para la ventilacién/aireacién del cultivo) (Figura 3). Existen dos grandes tipos de células,
aquellas que necesitan crecer adheridas a un soporte (células adherentes) y aquellas que
crecen en suspension, es decir, en el propio medio de cultivo (células en suspension). La
mayoria de lineas celulares disponibles comercialmente son células adherentes, por lo que es
necesario utilizar frascos de Roux cuya superficie ha sido tratada con colageno, fibronectina,
gelatina, poli-D-lisina, etc. Este tratamiento facilita la adhesion celular, permitiendo el
crecimiento de las células. Por otra parte, las células en suspension suelen ser la mayoria de
origen hematopoyético y no requieren de recipientes con superficies tratadas, pero algunas

lineas celulares requieren de agitacion continua para facilitar su suspension y crecimiento.

Figura 3. Imagen de un frasco de Roux para cultivo

~ celular.

=

El medio de cultivo. Es el parametro mas importante a la hora de mantener un cultivo celular.
Existen numerosos tipos de medios comerciales cuya composicién varia segun las
necesidades de las células. El medio de cultivo no solamente aporta los nutrientes necesarios
para que la célula viva, sino que también contribuye a mantener el pH y la osmolaridad
Optimos para las células. La composicion basica de un medio de cultivo incluye:

o Mezcla de sales inorgénicas para mantener la osmolaridad y aportar los iones mas
basicos como sodio y potasio. Esta mezcla suele contener bicarbonato sédico que
sera necesario para mantener un pH éptimo para las células, el cual suele estar en
torno a 7,4.

o Mezcla de aminoacidos esenciales. Los medios de cultivos deben contener todos los
aminoécidos esenciales que las células no pueden sintetizar por si mismas. Segun el
tipo celular, esta mezcla debe de completarse con aminoacidos no esenciales para
facilitar la proliferacion celular. La glutamina es el amino&cido no esencial que suele
ser requerido por casi todos los cultivos celulares. La glutamina es una fuente
energética importante para numerosas lineas celulares y, ademas, es precursora de
glutation, una de las defensas antioxidantes mas importantes a nivel celular.

o Mezcla de vitaminas. Aunque la mayoria de las vitaminas del medio provienen del
suero (componente que se afiade para completar los medios), algunos medios

contienen vitaminas, especialmente del grupo B.
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o Glucosa. Es la fuente energética y precursora de otros componentes celulares que es
fundamental para las células en cultivo. Junto con glucosa, algunos medios también
contienen piruvato como una fuente extra.

o El medio de cultivo antes de su uso debe de completarse con los siguientes
componentes:

= Suero, generalmente de origen fetal bovino. Es necesario completar el medio
con 5-20% de Suero, ya que éste aporta una serie de componentes vitales
para el crecimiento celular en cultivo:

e Vitaminas.

e Factores de crecimientos y hormonas como hidrocortisona.

e Acidos grasos.

e Oligoelementos y otros micronutrientes.

e Factores de adhesién, como la fibronectina, necesarios para células
adherentes.

e Inhibidores de proteasas que son necesarios para células
adherentes, puesto que éstos inhibirdn a la tripsina, enzima utilizada
en el mantenimiento de este tipo de células.

e Otros: transferrina como portadora de Fe, poliaminas, ...

= Antibiéticos y antifingicos para evitar el crecimiento de contaminantes en el
cultivo celular. Generalmente se suele utilizar una mezcla de penicilina y
estreptomicina.
= Rojo fenol u otros indiciadores de pH. No son necesarios para el crecimiento
celular pero si que ayudan al mantenimiento. Por ejemplo, el rojo fenol tiene
un color rojizo cuando el pH es éptimo para las células (7,4), pero si el medio
estd muy consumido, el color virara a amarillo (pH inferior a 6,5), indicando
que es necesario el cambiar el medio. Esto se debe a que, durante el
metabolismo, las células producen acidos que acidifican el medio y si el pH
disminuye, serd perjudicial para las células. Un pH amarillo también puede
indicar una contaminacién microbiana. Por el contrario, si el pH se vuelve
basico, el rojo fenol pasa a un color purpura. Un pH béasico también es
perjudicial para las células y podria indicar un problema en la regulacién de
los gases del incubador.
Condiciones de incubacién: para mantener los cultivos celulares es necesario un instrumento
conocido como incubador. Este aparato permite mantener a las células en condiciones
Optimas de:

o Temperatura. De forma general, la temperatura que se mantiene en el incubador es
37°C, que es la Optima de crecimiento para muchos tipos de células de origen
mamifero.
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o pH de forma indirecta al mantener una atmésfera de 5% CO2. El oxigeno de la
atmosfera (21%) es suficiente para el crecimiento celular, pero es necesario que el
incubador inyecte CO2 para mantener el pH. El CO2 es necesario para el equilibrio
de la solucion tamponadora del medio (normalmente bicarbonato). Existen medios de
cultivos especiales que no necesitan regular los niveles de CO2 para mantener el pH.

o Humedad. El incubador suele contener una cubeta que contendra agua estéril con un
antifiingico para mantener la humedad dentro del incubador.

- Ambiente estéril. Todos los componentes que entren en contacto con las células deben haber
sido esterilizados previamente para evitar contaminaciones por microorganismos. Por otra
parte, la manipulacién de los cultivos celulares suele realizarse en el interior de cabinas de
flujo laminar que mantienen la esterilidad del aire. El aire en el interior de la cabina es
introducido a través de un filtro HEPA, el cual retiene todas las particulas superiores a las 0,2
micras que podrian contaminar los cultivos. Cuando el flujo de aire limpio entra por la parte
superior de la cabina, se habla de flujo vertical, mientras que cuando entra por la pared
frontal, se habla de flujo horizontal (Figura 4).

Vertical Horizontal
{1/ Aire
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Los cultivos celulares presentan numerosas ventajas (13), entre las que destacan:

- Control preciso del ambiente celular tanto de factores fisico-quimicos (temperatura, presion
osmotica, pH,...) como fisiologicas (nutrientes, hormonas, ...). Al utilizarse medios de cultivos
de composicion definida e incubadores especiales de cultivo, se controlan muchos
parametros que no serian posibles en otros modelos. A pesar de ello, existen condiciones
que no se pueden controlar, como el suero utilizado para aportar los factores de crecimiento
cuya composicion puede variar segun el lote utilizado.

- Si se trata de una linea celular definida, las muestras son bastante homogéneas al provenir
todas del mismo tipo celular. Se evita la heterogeneidad que es comun en otros modelos,

como en el caso del uso de animales.

10
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- Economiay espacio. Los cultivos celulares son relativamente baratos y requieren de bastante
menos espacio para su trabajo que otras lineas de investigacion, como el uso de animales.

- Eticas. La utilizacion de cultivos celulares proporciona mucha informacion que permite reducir
el uso y niumero de animales en las fases posteriores de la investigacién de un nuevo

farmaco.

Sin embargo, los cultivos celulares también presentan desventajas:

- Necesidad de trabajar en condiciones de esterilidad. Al tener que utilizarse medios de cultivos
ricos en nutrientes, los cultivos celulares son muy sensibles a la contaminacién por bacterias,
hongos y otros organismos. Por ello, es necesario trabajar en condiciones asépticas, utilizar
material e instrumentacion especial, asi como el entrenar al personal que trabaje con ellos.

- Inestabilidad genética. La mayoria de las células con capacidad para la proliferacion continua
in vitro son cancerosas o se han modificado genéticamente, con lo que presentan una gran
inestabilidad genética, pudiéndose formar diferentes subpoblaciones celulares. Si el cultivo se
mantiene de forma continua durante un largo periodo, se corre el riesgo de variacion en la
composicién celular si alguna de las subpoblaciones celulares presenta una mayor velocidad
proliferativa que las otras. La solucién es “reiniciar’ el cultivo celular a partir de muestras
congeladas.

- Dificil extrapolacién a organismos completos. A pesar de la ventaja de conocer las
condiciones en las que se mantienen las células, presentan la desventaja de que es
totalmente artificial. Son células que ya no se encuentran en su ambiente natural, por lo que:

o Se ha perdido la conectividad e interaccion con otras células de diferente tipo.

o Se ha perdido la orientacién/organizacion tridimensional propia del tejido/6rgano
original.

o Se pierde la regulacién inducida por los sistemas nervioso y endocrino.

o Las condiciones/pardmetros en las que se mantienen las células no son siempre
comparables a las que tendrian en el organismo. Por ejemplo, las células en cultivo
estan expuestas al oxigeno del ambiente (21%) que es bastante superior al que
estarian expuestas en el interior del organismo original (2-10%, dependiendo del
tejido), por lo que normalmente las células mantenidas in vitro presentan mayores
niveles de estrés oxidativo.

Por ello, los datos obtenidos en ensayos in vitro deben utilizarse de forma razonable para la

extrapolacién en estudios in vivo.

Dentro de los cultivos celulares mencionados anteriormente, en estas practicas los alumnos

aprenderan a manejar células en suspension, concretamente la linea celular humana HL60.

11
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Utilizacion de cultivos celulares para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria de
moléculas en estudio

Los monocitos, macréfagos y neutréfilos son células del sistema inmune que cooperan durante el
inicio, la progresion y la resolucion de la inflamacién (3). Ante determinados estimulos
proinflamatorios, metabdlicos e inmunes se desencadena un aumento en el reclutamiento de estas
células desde los vasos sanguineos al tejido afectado, contribuyendo a la defensa del huésped, la
remodelacion y reparacion del tejido (4,5). Estas células intervienen en la respuesta inflamatoria de
diferentes formas, incluyendo la secrecion de citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF- a), interleucina (IL)-8 e IL-6, entre otros (5). En la respuesta inflamatoria inducida
por estas células también intervienen otros factores y proteinas como el factor de transcripciéon
nuclear (NF) —KB, la familia de las proteinas quinasas activadas por mitdégenos (MAPK), la 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS), la mieloperoxidasa (MPO) y la COX-2 (5).

En las Ultimas décadas, el desarrollo de farmacos antiinflamatorios esta dirigido hacia el bloqueo del
TNF-q, de las enzimas proinflamatorias COX-2 e iINOS, y de las vias del NF-KB y de las MAP cinasas
(6). Entre los primeros ensayos que se realizan para estudiar un nuevo farmaco antiinflamatorio,
destaca el uso de los cultivos celulares, concretamente el uso de leucocitos debido a su papel
fundamental en la respuesta inflamatoria. Existen numerosas lineas celulares comerciales de este
tipo que son de gran utilidad porque permiten conocer como cambia la expresion y actividad de

diferentes factores relacionados con la inflamacion tras la exposicion al farmaco en estudio.

Esta practica tiene como objetivo la evaluacién de la actividad antiinflamatoria de un compuesto en
desarrollo farmacolégico, en comparacion con la indometacina, en la linea celular HL60 (leucemia
promielocitica aguda). Estas células son promielocitos, es decir, que son precursoras de los
granulocitos (eosindfilos, baséfilos y neutréfilos) y, por tanto, presentan muchas de las propiedades
de estas células, como la expresion de numerosos factores implicados en la inflamacién tales como
COX-2, MPO y NF-KB (7). Concretamente se evaluara la capacidad la molécula en estudio y de
indometacina para inhibir a la enzima MPO. Por otra parte, la manipulacién in vitro de las células
HL60 permite diferenciarlas en otros tipos celulares mieloides, como los macréfagos, por lo que
también se utilizara esta linea celular para medir la actividad antiinflamatoria de los compuestos sobre

la produccion del éxido nitrico (NO).

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LA MIELOPEROXIDASA (MPO).
La MPO es una enzima expresada constitutivamente en los fagosomas de los neutréfilos y monocitos

(8). En procesos inflamatorios, estas células migran al area inflamada y se transforman en células
secretoras, liberando radicales libres de oxigeno y enzimas, como la MPO, con el objetivo de eliminar
al agente patégeno causante de la inflamacion. Los neutréfilos producen anién superdxido que es
reducido a peréxido de hidrégeno (H,0,), el cual es utilizado por la enzima MPO para oxidar cloruro
(CI') en acido hipocloroso (HOCI). EI HOCI es un oxidante muy potente con actividad antimicrobiana,

participando en el proceso de eliminacion de patdégenos. Sin embargo, este oxidante también es

12
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causante del dano tisular caracteristico de la inflamacién crénica. EI HOCI reacciona con numerosas
moléculas, produciendo degradacioén e inactivacién de enzimas y otras proteinas, oxidando lipidos de
membrana celulares, y otros procesos que acaban generando dafio tisular, agravando la inflamacién.

Los AINEs son potentes farmacos antiinflamatorios cuyo principal mecanismo de accion se debe a su
capacidad para inhibir a las ciclooxigenasas. Sin embargo, también se sabe que existen otros
mecanismos implicados en su actividad antiinflamatoria, como la capacidad para inhibir la actividad
de la MPO, impidiendo la formacién del potente oxidante HOCI (9-11). Durante estas practicas, los
alumnos mediréis la capacidad de inhibicién de la MPO por indometacina (AINE) y un compuesto en
estudio. Para la medida de la actividad enzimatica de la MPO se seguira el método propuesto por
Bradley y col. (12), basado en la oxidacién dependiente de H,O, (donador de hidrogeno) de un
donador artificial de electrones (orto-dianisidina), con producciéon de un cromégeno amarillo

anaranjado cuya absorbancia se mide espectrofotométricamente (Figura 5).

H.0
H:O; —
ORTO-DIANISIDINA * COMPUESTO CROMOGENO
Myeloperoxidasa A =450 nm
(MPO)

Figura 5. Reaccién de oxidacion de orto-dianisidina.

Protocolo de la determinacion de la actividad de la mieloperoxidasa.
Se utilizara la linea celular HL60 (leucemia promielocitica aguda humana). Estas células expresan

elevados niveles de MPO de forma basal, por ello se utilizardn como modelo para evaluar la
capacidad de compuestos en estudio de inhibir a esta enzima.

Procedimiento de sembrado y tratamiento de las células para la obtencidn de las muestras.
1- En primer lugar, preparar una suspension de células de 1 500 000 células/mL en medio

cultivo RPMI-1640 completado previamente con 10% FBS y 1% Penicilina/Estreptomicina.
Para ello, a cada pareja de alumnos se les entregara un Frasco de Roux con una suspension
de células y un falcon con medio cultivo completo. Cada pareja debera contar la cantidad de
células que hay y preparar la suspensién de células. Para el conteo, en la campana de flujo:
a. Agitar la suspension de células con una pipeta seroldgica estéril de 5 6 10 mL para
tener una suspensién homogénea de células.
b. Coger 50 pL de la suspension de células y afiadirlo a un tubo eppendorf.
c. Afadir 50 pL de Azul de tripan a los 50 pL de la suspension de células y mezclar
suavemente para no destrozar las células. Coger 10 pL de la mezcla e introducirlo en
una camara de Neubauer o en un hemocitémetro para el conteo celular en el

microscopio (fuera de la campana).
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d. Observar y contar las células en el microscopio. El hemocitometro utilizado consta de
una cuadricula central que consta de 9 cuadrados grandes que a su vez estan
divididos en otros 9 sub-cuadrados. Contar las células vivas que hay en 3 cuadrados
grandes en diagonal (Figura 6). Las células vivas se distinguen con el azul de tripan
utilizado previamente. El azul de tripadn es un colorante que permite distinguir células
vivas de células muertas, ya que es incapaz de atravesar la membrana celular. De
esa forma, las células vivas con la membrana celular intacta no se tifien, mientras
que las células muertas se tifien de azul. Se trata de un método de tincion por
exclusién que permite contar el nimero de células viables que hay en la suspension

celular. El numero de células total se calcula siguiendo la siguiente formula:

Numero células contadas

X 2 X 10 000 células/mL
3
Contando 3 Suspensién vollzuan(’:ntec:*ur gzlla
cuadrados diluida en Azul de .
. camara de
grandes Tripan conteo

O Célula viva

® Célula muerta
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Figura 6. Representacion de la cuadricula de conteo de la camara de conteo.

e. Preparar una suspension celular de trabajo de 1 500 000 células/mL en un falcon

estéril de 50 mL.
2- De la suspensién celular de trabajo preparada se deben sembrar 200 uL/pocillo en una placa
estéril de 96 pocillos de cultivo celular. Rellenar los pocillos de las filas B, C, Dy E y

columnas 2, 3, 4, 5y 6 (Figura 7) con células.

e Vrd

GRA

1 A -3 48 3 7 93 WYY

L 7/
LN\

>

T OMTMOOm>»
o

1,5 x 10° células/mL 2 x 10° células/pocillo

Figura 7. Esquema de llenado de la placa de 96 pocillos con células.

Para evitar que estos pocillos se evaporen, rellenar los pocillos de las filas Ay F y los pocillos
de las columnas 1 y 7 con 220 uL/pocillo de medio RPMI. De esta forma, la placa deberia

quedar asi:
8§ 9 10 11 12

T LT b L ET
9000009 >
¢ 00000

c 900000

000009
G

H

. Pocillo con células
@ rocillocon RPMI

3- Preparar diferentes diluciones de indometacina y/o el compuesto en estudio para tratar las
células con diferentes concentraciones. Se debera afiadir 20 pL/pocillo por tratamiento para

tener un volumen final de 220 uL/pocillo. Los alumnos debéis realizar los célculos de las
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distintas diluciones que necesitaréis para tener concentraciones finales en los pocillos de
1000, 100, 10 y 1 pM del compuesto. El Stock inicial del compuesto estd a 100 mM en

> A + B

\ ) \ .I '| f \ J v .
\/ A\ U/ > N

100 mM — L Stock —HLA __WB __juLc

Stock + + + .

ML RPMI puL RPMI L RPMI L RPMI
—_um — Hm M
20 pL Stock 20 L Stock 20 pL Stock 20 pL Stock

Céllas Vf: 220 pl.

1000 pM Compuesto

Céluas VI 220 pL

100 pM Compuesto

Células VI, 220 pL

10 yM Compuesto

Células VI 220 pL

1 pM Compuesto

dimetilsulféxido (DMSO). DMSO es un disolvente organico ampliamente utilizado para
disolver compuestos, siendo téxico para las células a concentraciones superiores de 1%. Por
ello, las diluciones se realizardn en medio RPMI. El siguiente esquema es orientativo para la

preparacion de las diluciones:

Los tratamientos se pondran en el siguiente orden en la placa de 96 pocillos:
1) Poner 20 uL/pocillo de medio RPMI a los pocillos de la columna 2. Esta columna seran

los controles negativos, es decir, células sin tratamiento.

2) Poner 20 pL de la correspondiente disolucién de compuesto en las columnas 3-6 para
gue las concentraciones finales en los pocillos sean 1, 10, 100 y 1000 pM:
i) Columna 3: 1 uM.
i) Columna 4: 10 uM.
iii) Columna 5: 100 uM.
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10 1 12
>

’ Pocillo con células

@ Pocillo con RPMI

iv) Columna 6: 1000 puM.

4- Incubar las placas en el incubador, durante 24 h.

Medicién de la actividad de la MPO.

Tras 24 horas de tratamiento, se realizard la mediciéon de la actividad de la MPO. Para ello se
utilizardn solamente los pocillos de las filas B y C, dejando el resto de pocillos para la otra técnica a
realizar.

Los pasos a seguir son los siguientes:
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Recoger todo el contenido de cada pocillo de las filas B y C, con previa agitacion con la
micropipeta, y recolectarlo en eppendorfs de 1,5 mL. Cada pocillo es una muestra
independiente, por lo que debe recolectarse en un eppendorf individual. Los pocillos sin
células también deben recolectarse ya que seran tratados como “blancos”.

Guardar las muestras para MPO en el congelador de — 20°C durante al menos 1 hora.

Preparar los reactivos de la siguiente forma:

a. En un matraz aforado preparar 25 ml de orto-dianisidina al 0.067 % p/v en agua destilada

(16,75 mg/25 mL). Posteriormente, se divide dicho volumen en dos tubos falcon.

b. En un matraz aforado preparar 25 ml de HETAB 0,5 % p/v en tampén fosfato pH 6.0

(125 mg/ 25 mL). Posteriormente, se divide dicho volumen en dos tubos falcon.

c. En un matraz aforado preparar agua oxigenada 0.003% v/v (9,09 pyL agua oxigenada/50

mL agua destilada). Posteriormente, se divide dicho volumen en dos tubos falcon.

Tras 1 hora en el congelador, se permite el descongelado de las muestras a temperatura
ambiente durante 5 min.

Las muestras se centrifugan 5 min a 300 G.

Una vez centrifugado, resuspender el pellet de células de forma que la suspension de células
rotas quede totalmente homogénea.

Colocar en una nueva placa de 96 pocillos las distintas muestras, segun el siguiente esquema
(Figura 8):

a. En los pocillos de la columna 1, se colocan 70 pyL de la muestra Blanco (solamente
medio de cultivo). Rellenar dos pocillos por muestra.

b. En los pocillos de la columna 2, se colocan 70 uL de las distintas MUESTRAS DE
CELULAS SIN TRATAMIENTO (0 uM). Rellenar dos pocillos por muestra.

c. En los pocillos de la columna 3, se colocan 70 uL de las distintas MUESTRAS DE
INDOMETACINA 10 puM o COMPUESTO 10 uM. Rellenar dos pocillos por muestra.

d. En los pocillos de la columna 4, se colocan 70 uL de las distintas MUESTRAS DE
INDOMETACINA 100 pM o COMPUESTO 100 pM. Rellenar dos pocillos por
muestra.

e. En los pocillos de la columna 5, se colocan 70 pL de las distintas MUESTRAS DE
INDOMETACINA 1000 pM o COMPUESTO 100 pM. Rellenar dos pocillos por

muestra.

1

2

3

4

5

10

11

12

Blanco

0 UM INDO

10 uM INDO

100 pM INDO

1000 uM INDO

Blanco

0 UM INDO

10 M INDO

100 pM INDO

1000 uM INDO

Blanco

0 uM

Compuesto

10 pM

Compuesto

100 pMm

Compuesto

1000 pM

Compuesto

Blanco

0 uM

10 uM

100 pM

1000 pM
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Compuesto

Compuesto

Compuesto

Compuesto

Il @ M m

Figura 8: Esquema de la colocacion de las distintas muestras en la placa de 96 pocillos.

8- Posteriormente se afiaden sobre las muestras los siguientes reactivos:
a. 70 plL/pocillo de HETAB.
b. 70 pL/pocillo de orto-dianisidina.

c. 70 pL/pocillo de agua oxigenada.

Es muy importante seguir este orden para que la reaccién ocurra. También es muy importante

no formar burbujas en los pocillos durante el proceso.

9- Incubar las placas durante 5-10 min a temperatura ambiente.

10- Medir la absorbancia a 450 nm de longitud de onda en el lector de placa.

Medicién de la viabilidad celular.

En paralelo a la medicion de la actividad de la MPO, es necesario medir la viabilidad celular, es decir,
el porcentaje de células que estan vivas tras el tratamiento. El objetivo de la practica es conocer si el
compuesto en estudio (en comparacién con indometacina) inhibe la actividad de la MPO, pero es
importante que las concentraciones utilizadas no sean téxicas para las células. Esto es necesario
porque si las concentraciones usadas fuesen toxicas, habria menor nimero de células y, por tanto, la
actividad de la MPO seria menor comparada a las muestras sin tratamiento, dando lugar a un

resultado falso positivo.

Con el prop6sito de medir la viabilidad celular se utilizaran los pocillos de las filas D y E de la placa de
células. Se ha escogido la técnica de la resazurina para la medicién de la viabilidad celular. Se trata
de un ensayo colorimétrico/fluorescente que se basa en la capacidad de las células viables en reducir
el compuesto resazurina (de color azul) al producto resorufina (de color rosa) (14, 15). La cantidad de
resorufina producida es proporcional al nimero de células viables, ya que las células no viables
pierden rapidamente la capacidad metabdlica y, por tanto, no pueden reducir a la resazurina. Cuando
se utiliza como técnica fluorescente, se mide la sefial emitida por la resorufina a 590 nm, ya que ésta
es altamente fluorescente mientras que resazurina no lo es (Figura 9A). Cuando se utiliza como
técnica colorimétrica, como se hard en estas practicas, se basa en la diferencia que hay de
absorbancia entre el producto resorufina (con pico maximo de absorbancia entre 540-570 nm) vy el

reactivo resazurina (con pico méaximo de absorbancia préximo a 630 nm) (Figura 9B-C).
Los pasos a seguir seran:

1- Preparar 1 mL de Resazurina en medio de cultivo (240 pL del stock 1 mg/mL resazurina en
760 pL de RPMI).
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2- Anadir 20 pL/pocillo de la solucion de resazurina para una concentracion final de 20
pg/pocillo. Ahadir a todos los pocillos de las filas D y E. Es muy importante no formar burbujas

durante el proceso.
3- Incubar las placas en el incubador entre 1 h -2 h.

4- Medir la absorbancia a 540 nm y 630 nm en el lector de placa.

A)sooo-- B) 06+

Resazurina Resazurina »

4000 4
© wen w=  Resorufina
s 3000 4 | g
® | \ 8
2 2000 + \ B
o | @
T <
% 1000 -
0 - 0 + + 1 + + :
400 450 500 550 600 650 700 400 450 500 550 600 850 700
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
C)
0 o} : -0 0 o}
o .
K, _ b P g
* A
0
Resazurina Resorufina
(Oxidada) (Reducida)

Figura 9. Diferencias entre las propiedades épticas y fluorescentes de resazurina y resorufina. A)
Ejemplo de fluorescencias de los compuestos puros. B) Ejemplo de absorbancias de los compuestos
puros. C) Representacion de la reaccion que ocurre en células viables. Figura adaptada de
Thermofisher (15).

Expresion de los resultados.
Los resultados obtenidos seran procesados en las sesiones informéticas. De forma resumida se

realizaran los siguientes calculos matematicos.

Expresion de los resultados de la actividad de la MPO.
Los resultados pueden ser expresados como porcentaje (%) de actividad de la enzima MPO o como

% de inhibicién de la actividad de dicha enzima.

Para obtener el % de la actividad de la MPO se tendra en cuenta que los valores de absorbancia de
las células sin tratamiento corresponderan al maximo de respuesta, es decir al 100% de la actividad

de MPO. De esta forma se calculara el % de actividad para cada muestra:
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1- En primer lugar, a cada valor de absorbancia de las muestras se le restara el valor de

absorbancia del Blanco (absorbancia de la mezcla de los reactivos sin células).
Absorbancia MUESTRA = Absorbancia 450 nm"V=5™* _ Absorbancia 450 nm®*"°°

2- El % de actividad de MPO de cada muestra se calculara por regla de tres:

Absorbancia Células sin tratamiento (O UM indometacina) 100%

Absorbancia MUESTRA X
3- El % de inhibicién de la actividad de MPO se calcula:
% Actividad MPO Células sin tratamiento - % Actividad MPO MUESTRA

Los resultados se expresaran como la media de los valores obtenidos (media + error), pudiéndose

representar como una tabla o como una grafica (ver figura 10).

A) Actividad MPO B) Inhibicién MPO
100 100

80 80 i
° 60 = 60 L
40 40 4
20 I 20 -
0 5 50 250 500

100 0 5 50 100 250 500
Indometacina (uM) Indometacina (uM)

%

Figura 10. Ejemplo de valoraciéon del efecto de indometacina sobre la actividad de MPO. A)

Porcentaje de actividad de la MPO. B) Porcentaje de inhibicion de la MPO.

Expresion de los resultados de la viabilidad celular.
Los resultados finales de la practica se expresaran como porcentaje (%) de viabilidad celular. Para
calcular este porcentaje en primer lugar se debe calcular la absorbancia final de cada muestra de la

siguiente manera:
Absorbancia final"*5™* = Absorbancia MUESTRA 540 nm — (Absorbancia MUESTRA 630 nm X CC)

El valor de absorbancia final obtenido corresponde a la absorbancia de la cantidad de resorufina

producida por las células viables en esa muestra. En dicha formula:

« Absorbancia MUESTRA 540 nm = Absorbancia 540 nm"VES™* _ Absorbancia 540nm™&P'© SOL0

" Absorbancia MUESTRA 630 nm = Absorbancia 630 nm"Y5™A _ Apsorbancia 630 nm"“&P'° soto
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MEDIO CON RESAZURINA MEDIO

" CC (Coeficiente de correccion) = (Absorbancia 540 nm - Absorbancia 540 nm

sOLO
)

(Absorbancia 630 nm™EP'0 CON RESAZURINA - aApsorbancia 630 nmMEP'© SOLO)

Los resultados se expresan segin la media de los valores obtenidos (media + error) como porcentaje
de viabilidad celular, teniendo en cuenta que el 100% de viabilidad correspondera al valor de

absorbancia final de las células sin tratamiento.

Absorbancia ﬁna|CELULAS SIN TRATAMIENTO 100%

Absorbancia finalMVESTRA X

De esta forma se obtendrdn los valores de viabilidad celular para cada concentracion de
indometacina, pudiendo expresar los datos como una tabla o como una grafica. En la figura 11 se

muestra un ejemplo de gréfica de viabilidad celular.

100
b
3 80
=
8 60
S Figura 11. Ejemplo de viabilidad celular de
© : .
T 40 celulas expuestas a indometacina durante 24
3
® 20 horas.
>
X o0

0 100 200 300 400 500

Indometacina (pM)

EVALUACION DE LA PRODUCCION DE OXIDO NITRICO (NO)
El NO es un radical libre gaseoso que en los mamiferos se sintetiza a partir del aminoacido L-arginina

por accioén de la enzima NO sintasa (NOS). Se trata de una reaccion molecular compleja que necesita
oxigeno molecular y coenzimas como la tetrahidrobiopterina, NADPH, FAD y FMN (Figura 12). Como
productos de la reaccién aparecen el NO y L-citrulina. En condiciones aerobias, el NO se oxida

espontaneamente formando metabolitos mas estables como son nitratos y nitritos. Este radical libre

/ Oxido \
NO,

Nitrico | /
: =3

L-Arginina+ O, Sintasa
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gaseoso difunde facilmente desde las células donde se produce a las células musculares lisas.
Figura 12. Papel de la NOS en la generacién de NO.

Existen tres isoenzimas de NOS: inducible (iNOS), neuronal constitutiva (nNOS) y endotelial
constitutiva (eNOS). Las isoenzimas constitutivas generan pequefias cantidades de NO (del orden de
nM), mientras que la isoforma iNOS produce cantidades mucho mayores (del orden de uM) que
caracterizan algunos estados patolégicos en los que se induce la expresiéon de esta enzima. La iINOS
se expresa en macréfagos, hepatocitos, neutréfilos, musculatura lisa y células endoteliales en

respuesta a diversos estimulos inmunol6égicos como el IF-y o el TNF-a (Figura 13). También es

inducido por el propio

lipopolisacarido  bacteriano  a

,//ﬂ\\\ //,/—\ través de la activacion del NF-kp.
o “,/ b )
Y . 4
s ... T

L-argnine (.' ! N
\—' \ \ Figura 13. Induccion de iNOS en
) E g e e o leucocitos polimorfonucleares
a7 / (neutrdéfilos y macroéfagos).

El NO tiene dos principales funciones en el organismo: homeostasis y citotoxicidad (16). En
condiciones fisiolégicas normales, el NO es producido a bajas concentraciones por la INOS
constitutiva y participa en numerosos procesos fisiol6gicos: vasodilatacion, agregacion plaquetaria,
neurotransmision,... Sin embargo, en procesos patologicos, el NO es producido a altas
concentraciones por la iNOS inducible en macroéfagos, neutréfilos y hepatocitos (entre otras células),
formando parte de la respuesta inflamatoria e inmunitaria. En estas situaciones, el NO presenta
actividad citotoxica y participa en la inhibicion de la proliferacion y eliminacion de patdgenos. Sin
embargo, estas elevadas concentraciones de NO también pueden dafiar el propio tejido del
organismo, estando relacionado con numerosos procesos patologicos, incluyendo todas las
enfermedades gastro-intestinales inflamatorias crénicas, como la Ulcera péptica y la gastritis crénica,

entre otras.

Es por ello que la inhibicion de la actividad y/o reduccion de la expresion de la iINOS puede participar

entre los mecanismos antiinflamatorios de farmacos como los AINEs y los glucocorticoides (16-17).

1.1.1. Determinacioén de concentracion de 6xido nitrico.
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Se utilizaran muestras obtenidas tras la exposicion a los tratamientos de células HL60 diferenciadas.
Estas células pueden ser diferenciadas a “células similares a macréfagos” a través de la exposicion a
forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) durante 3-4 dias (18). Una vez diferenciadas, estas células
expresan iNOS vy, por tanto, elevados niveles de NO. Tras su diferenciacion, las células fueron
expuestas a diferentes concentraciones del compuesto en estudio o0 a indometacina durante 24 horas.
Una vez finalizado el tratamiento, se recogid todo el contenido de cada pocillo en eppendorfs de 1,5

mL y se centrifugd, tras lo cual se recolecto Unicamente el sobrenadante.
1.3.1.1 Deteccion de 6xido nitrico.

La determinacion del radical NO por si sélo, es dificil debido a su naturaleza como radical y su corta
vida media. Por lo tanto, la medida de la produccién del radical NO se realiza mediante la
determinacion de productos finales del NO, nitratos y nitritos. Estas medidas se llevan a cabo con la

Reaccion de Griess, basada en la determinacién de nitritos.

Una alicuota de 10 pl de muestra se adiciona a cada pocillo de una placa de 96 pocillos. A
continuacion, se afiaden 5 pl de nitrato reductasa (10 U/ml), 5 ul de tampén HEPES (0,5 M), 5 ul de
FAD (0,05 mM), 5 pl de NADPH (1 mM) y 60 pl de agua destilada. Incubamos a 37 °C durante 15

minutos.

Posteriormente se incorpora 5 pl de lactico deshidrogenada (1500 U/ml) y 5 ul de &cido pirtvico (100
mM), con objeto de consumir el NADPH no utilizado por la nitrato reductasa, se incuba a 37 °C

durante 5 min.
Se colocan 100 pl de cada una de las muestras de la curva patrén en la columna 1.

Finalmente se afiaden 100 pl de Reactivo de Griess, y se incuba 5 minutos a temperatura ambiente,

realizando la determinacion espectrofotométrica a 490 nm, en el lector de placas.

Los valores de nitritos se interpolan en la pendiente de la curva patrén elaborado y se expresan como

concentracién (UM) de nitritos en la muestra.

Ejemplo distribucion de las muestras en la placa:

1 2 3 4 5

A | Blanco 0 uM INDO 10 uM INDO 100 uM INDO 1000 uM INDO

B Pas 0 uM INDO 10 uM INDO 100 uM INDO 1000 pM INDO

C Ps 0 uM Compuesto 10 uM Compuesto 100 uM Compuesto 1000 uM Compuesto
D P1o 0 uM Compuesto 10 uM Compuesto 100 uM Compuesto 1000 uM Compuesto
E P2s

F Pso

G P00

H P200
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Resumen del Protocolo:
1. Se afiaden 10 pl del blanco (pocillo A1) 6 10 pl de las muestras (pocillos de columnas 2-5)
2. Sobre las muestras se afiaden: 5 pl de nitratro reductasa, 5 pl de tampén HEPES, 5 pl de la
solucién de FAD, 5 pl de solucién de NADPH y 60 pl de agua destilada.
3. Seincuba a 37 °C durante 5 minutos.
4. Se afaden sobre las muestras: 5 ul de lactato deshidrogenasa y 5 pl de solucion de acido
piravico.
Se incuba a 37 °C durante 5 minutos.
Se afladen 100 ul de cada una de las muestras de la curva patrén: P200, P100, P50, P25,
P10, P5, P2.5. La Figura 15 muestra el esquema de preparacion de las muestras para la
curva patrén.
Se afade sobre todos los pocillos 100 pl del Reactivo de Griess
Se incuba a temperatura ambiente durante 5 minutos
Determinacion espectrofotométrica a 490 nm.
0 Los valores de nitritos se obtendran de una recta patrén previamente elaborada por regresion
lineal segln se
, muestra en la
Recta patron Figura 14. Se
1 3 expresan como
y concentracion
(UM) de nitrit

o u

0,8 |

06 -

04 -

Absorbancia

0 50 100 150 200

Concentracion Nitritos (uM)

Figura 14. Ejemplo de recta patron elaborada a partir de las absorbancias obtenidas de muestras de
nitritos preparadas en el laboratorio. A partir de la recta patron se obtiene la ecuacién principal de la
recta Y= aX + b que se utilizara para obtener los valores de Nitritos en las muestras tratadas con
indometacina o con el compuesto en estudio. Y = Absorbancia; X = Concentracion (uM); a =

pendiente y b= corte con el eje de las ordenadas (Y).

1.3.1.2.Expresién de los resultados de la produccidn de 6xido nitrico (ON)

Los resultados seran expresados como concentracion de nitritos liberada por las células tratadas en
UM por cada dosis de compuesto experimentado y de indometacina o porcentaje (%) de
concentracién de nitritos liberada respecto a la cantidad de nitritos liberada por las células control o

sin tratar.

Figura 15. Esquema curva de patron para nitritos
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1000 pL+1000 pL PBS

v

10 uM
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v
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50 uM S M
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'
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25 M 2.5uM
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2. VALORACION DE LA ACTIVIDAD
PSICOTROPA DE FARMACOS EN
ENSAYOS IN VIVO
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2. VALORACION DE FARMACOS PSICOTROPOS

INTRODUCCION

Los psicofarmacos son sustancias que deprimen, estimulan o alteran la naturaleza de la conducta y/o
de las reacciones emocionales y por ello son empleados en el tratamiento de las enfermedades
mentales.

Tanto en animales como en el hombre no existe un criterio Unico que permita clasificar un farmaco
psicotrépico, siendo necesaria una verdadera bateria de métodos de estudio. Los métodos de
investigacién basica, aunque presentan un valor provisional dada la dificultad en la extrapolacion de
resultados obtenidos desde el animal de experimentacién hacia el hombre, permiten valorar

moléculas seleccionadas con potencial aplicacion terapéutica.

A continuacién, se describen los métodos principales.

Pruebas de Comportamiento general

» [Esquema de Irwin

En la valoracion preliminar de nuevos farmacos posiblemente activos sobre SNC ocupa un lugar
destacado el Esquema de Irwin. Su sencilla realizacién, asi como la suficiente validez de los datos
aportados hacen que su practica sea de gran utilidad antes de proseguir la investigacion con pruebas
de mayor complejidad. El desarrollo de esta bateria de ensayos quedaria resumido en tres grandes

apartados:

Estudio de comportamiento (alerta, aseo, irritabilidad)

Estudio neurolégico (temblores, convulsiones, ataxia)

Estudios relacionados con el SNA (salivacion, hipotermia, midriasis)

» Efecto de “Doma”

Animales naturalmente hostiles como el mono rhesus, pueden adquirir un comportamiento

normal, faciles de manejar, cooperativos, por accion de farmacos con accion tranquilizante.
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» Facilitacion de hipnéticos.

Un efecto comun de los tranquilizantes mayores es la facilitacion de los hipnoéticos y de los

anestésicos generales que se pone de relevancia por la prolongacion de la actividad de los mismos.

> Reaccién emocional.

En determinado espacio especialmente indicado para este tipo de experimentacién, caja de
campos, se valora la mayor o menor sensibilidad y adaptacién del animal ante las nuevas
circunstancias ambientales. Ademas de observar la actividad motora desarrollada por el animal, es

util y sencillo anotar el nimero de defecaciones producidas.

Actividad motora

La accién de farmacos tranquilizantes y relajantes musculares, activos a nivel central, puede
ser estudiada ensayando las modificaciones inducidas en modelos relacionados con la actividad
motora.

» Actografos

La motilidad espontanea del animal se cuantifica mediante aparatos denominados actografos.

El mas sencillo consistiria en una jaula ligera suspendida de un soporte cuyos movimientos
son registrados. Existen sistemas mas complejos compuestos de células fotoeléctricas sensibilizadas
en relacién con la actividad del animal.

» Trastornos de la marcha

Se registran los cambios producidos en la marcha del animal previamente impregnado con
determinado colorante en sus extremidades. Las marcas producidas presentarian ciertos cambios o

irregularidades cuando el animal sufre ataxia.

» Prueba del cilindro rotatorio (Rota-Rod)

Consiste en un cilindro con capacidad de giro segun determinadas condiciones previamente
establecidas. Se registra el tiempo que tarda en caer el animal.

» Prueba de la chimenea

Se introduce el animal, ratén, en un tubo de vidrio con la cabeza hacia abajo, anotando el

tiempo que tarda en recobrar la posicion normal.
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» Estudio sobre cambios cataténico o catalépticos.

Moléculas con accién neuroléptica tienen la propiedad de producir en los animales un estado

caracterizado por la permanencia de los mismos en posiciones anormales.

» Excitacion provocada

El estudio de agentes con posible accion anticonvulsivante puede realizarse estimulando
previamente al animal con farmacos como estricnina, picrotoxina o cardiazol, productores de

convulsiones de diferentes caracteristicas, y ver la accién antagonista del farmaco en estudio.

» Pruebas de traccion, evasion y curiosidad.

Ensayos sobre aprendizaje y memoria

Ademas de los ensayos anteriormente citados, los estudios se pueden completar con otros test

neurofarmacolégicos relacionados con los cambios en conducta exploratoria y emocional.

> Prueba del laberinto.

Los laberintos pueden ser de distinta complejidad e incluso introducir determinada recompensa.

Anotariamos el tiempo que tarda en encontrar la salida, asi como el nUmero de errores cometidos.

Previamente el animal habra sido sometido a un periodo de aprendizaje.

> Autoestimulacion

Esta técnica consiste en implantar electrodos permanentes en determinados centros cerebrales del
animal y conectados a un dispositivo por el cual reciben determinadas descargas eléctricas al
presionar una palanca. Los animales curiosamente reciben satisfaccion al autoestimularse. Algunos
farmacos alteran la velocidad de esas estimulaciones en distintas zonas del cerebro, como es el caso

del raton y las anfetaminas o el gato y la morfina.

Reflejos condicionados

» Respuesta de fuga y evitacion
El animal, normalmente rata, es colocado en una jaula cuya base recibe una
descarga eléctrica de determinadas condiciones preestablecidas y algo dolorosas.
Posteriormente, la rata es sometida a una fase de aprendizaje ensefiandola a evitar la
descarga pasando antes al compartimento proximo, concretamente al observar
determinada sefial de aviso como puede ser un timbre o una luz. Este tipo de ensayo

son especialmente (tiles en la valoracion de farmacos antidepresivos. Los animales
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por tanto han de sufrir previamente determinada alteracion neurologica que se
aproxime a un posible cuadro depresivo. Es util entonces utilizar el modelo de “shock
inescapable” consistente en sesiones diarias de descargas eléctricas y que terminan

generando en el animal un cuadro de estrés emocional.

Este conjunto de pruebas son algunas de las que podrian realizarse para valoracion de farmacos
activos sobre el SNC. No obstante, el estudio completo, profundizando en su mecanismo de accion,
necesitaria pruebas mas concretas y sofisticadas de tipo electrofisiolégico (EEG), bioquimico

(actividad sobre determinados enzimas, binding en receptores cerebrales) o anatomopatolégicos

MATERIAL Y METODOS

Animales y sustancias ensayadas

Se toman dos grupos de ratones (n=12)

1. Grupo Control (vehiculo, solucién salina fisiolégica)

2. Grupo tratado con el farmaco psicodepresor- Diazepam (2mg/Kg)

A cada animal (uno por alumno) se le aplica, via i.p. 0.25 ml de las soluciones de los farmacos en

estudio. Mantendremos una secuencia de 15 min entre cada animal.

Pasados 30 min se procede a la valoracion de los cambios inducidos segln los tipos de test
propuestos. Las pruebas han de hacerse en silencio maximo, siendo imprescindible que la

manipulacion se intente realizar en idénticas condiciones para todos los animales.

TEST

» Testdelacuriosidad (Test de Boisier-Simon)

En primer lugar, cada animal es colocado en el centro de la superficie con orificios, una secuencia
total de aplicacién de 5 min. El sistema de registro del equipo contabiliza el nimero de veces que
introduce la cabeza de forma contundente en los orificios, mediante deteccion de células fotovoltaicas
localizadas en la parte inferior. Los resultados se anotaran cada minuto, durante los cinco minutos
que dura la prueba. Posteriormente, representamos el n°® de veces por minuto que el animal introduce

la cabeza en el orificio, obteniendo un total de 5 valores por cada animal.

» Test de la Actividad Motora Espontanea (Actimetro)
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El actimetro mide la motilidad del animal a través de un sistema de sensores. Se contabilizara el
nimero de movimientos del animal mediante un actimetro. Se contabilizaran intervalos de 5 minutos
(0-5, 5-10 y 10-15) por un periodo total de 15 minutos.

» Test de la Coordinacion Motora (Rota-Rod)

Consiste en medir el tiempo que el animal es capaz de mantenerse sobre un cilindro que gira
a una velocidad constante de 5 r.p.m. Un farmaco que afecte a la coordinacién motora reducira este

tiempo.

» Test dela Traccion (Julon-Courvaoisier)

Utilizaremos un alambre horizontal del que colgaremos al raton por las extremidades

anteriores. Anotaremos el tiempo que tarda en caer dentro del tiempo asignado a la prueba (120 s).

EXPRESION DE RESULTADOS
Representacion grafica

A partir de los resultados obtenidos en los distintos ensayos realizados, se calcula la media +

error standard para cada grupo.

TEST DE LA CURIOSIDAD realizaremos un grafico en el cual representamos en abscisas los

minutos (de 1 a 5) que ha durado la prueba y en ordenadas los valores de las medias (+ error
estandar) de los resultados obtenidos en cada minuto. Obtendremos dos tipos de respuesta
relacionados con los dos tratamientos a los que hemos sometido a los animales (grupo control y

grupo diazepam).

Test curiosidad
14
0 12 =¢=Control
§ 10 == Diazepam 2mg/kg
T s *
E 6
8 4
3 2
0 T T T T 1
1 2 3’ 4 5
tiempo (min)
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TEST DE LA TRACCION calcularemos la media de los valores obtenidos con los dos grupos (+ error

estandar) y los resultados los representamaos en un grafico tipo histograma (grafico de barras).

o - Test de traccion
H Control
m Diazepam 2mg/kg
% 380 A
a
2
g
= 40 -
0 .

TEST DE LA ACTIVIDAD MOTORA ESPONTANEA

Realizaremos un gréfico en el cual representamos en abscisas los intervalos en minutos (0-5,
5-10, 10-15 min.) que ha durado la prueba y en ordenadas los valores de las medias (terror estandar)

de los resultados obtenidos en cada intervalo.

Test de la Actividad Motora Expontanea
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TEST DE LA COORDINACION MOTORA calcularemos la media de los valores obtenidos en la

prueba del Rota-Rod con los dos grupos (+ error estandar) y los resultados los representamos en un

grafico tipo histograma (gréfico de barras)

O'!'est de la Coordinacion Motora

H Control

—_— 60 - .
uo M Diazepam 2mg/kg
w)
o
o
€ 40 -
Q2
-

20 ~

o J

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico nos permite conocer si las diferencias observadas entre los resultados de
los dos grupos de animales son significativas o no. Si las diferencias fueran efectivamente
significativas podriamos afirmar que diazepam disminuye la curiosidad y traccién de los animales.
Asimismo, podriamos asegurar que diazepam disminuye la actividad motora, ya que estas pruebas
evaltan dicha capacidad.

Las diferencias que observemos a simple vista no tienen por qué ser significativas, es necesario
la realizacion de pruebas matematico-estadisticas que nos confirmen que todos los resultados de un

grupo se parecen entre si y que son distintos de los de otro grupo.

Los conceptos que vamos a manejar para ello son los siguientes:

Media: X=3 X;i/n

Error estandar: ES=8.1/vn

Desviacion estandar: On1 =VE(X;- X)?/n—1)
Grado de libertad: g.l.=n-1

Debemos elegir correctamente la prueba de significacion mas adecuada para nuestro

experimento. El test adecuado para este tipo de prueba es el de la t de Student (seudénimo que
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utilizaba el matemético que describi6 por primera vez este tratamiento de los datos). Es muy util para
comparar dos grupos de datos, como en nuestro caso, en el que tenemos un grupo control y un

tratamiento. Mediante la siguiente férmula, comparamos dos medias y las dos desviaciones standard:

Obtendremos una t calculada que comparamos en una tabla con la t tedrica para los mismos
grados de libertad. Al valor tedrico que se le asemeja, le corresponde un valor de probabilidad, p.
Esta p, nos da la probabilidad de que nuestros valores no sean diferentes, es decir, que mientras mas

pequefia sea mayor serd la probabilidad de que nuestra afirmacion sea correcta.

Generalmente no se da el valor exacto de p, sino que se agrupa de la siguiente manera:

p > 0.05: valores no significativos
p<0.05: *

p<0.01: ** valores significativos
p<0.001: ***
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