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RESUMEN

Los anuros constituyen uno de los biomodelos mas ampliamente utilizados en la
investigacion biomédica a lo largo de la historia. Eleutherodactylus johnstonei, una
especie nativa de las Antillas Menores, presenta las caracteristicas favorables que
se buscan en un biomodelo, siendo la mas importante de estas su pequefo
tamafo (17-35 mm). El objetivo de este proyecto fue evaluar la utilidad de E.
johnstonei como organismo modelo, en el estudio fisiologico y farmacoldgico de la
union neuromuscular, por medio del registro del potencial de accién compuesto de
nervio ciatico y musculo gastrocnemio. El principal interés fue evaluar la viabilidad
del biomodelo en la investigacion de moléculas que inhiban la acetilcolinesterasa.
Para esto, fue necesario adaptar las técnicas convencionales de estudio de la
union neuromuscular, incluyendo la instrumentacion necesaria, al tamafio de E.
johnstonei. Se eligi6 como tratamiento experimental el farmaco Neostigmina, un
inhibidor de la acetilcolinesterasa de accién intermedia. Se obtuvieron pocos
datos sobre el curso temporal de la amplitud del potencial de accion compuesto de
musculo, por lo cual no fue posible concluir sobre la viabilidad del biomodelo en
estos estudios. Es necesario realizar ajustes a la técnica empleada, para efectuar
nuevas evaluaciones del curso temporal del potencial de accion, teniendo al
menos 3 réplicas por tratamiento, para determinar el tiempo en el que la amplitud
del potencial de accion cae en un 50%.

Palabras clave: Eleutherodactylus johnstonei, union neuromuscular, potencial de
accion compuesto, acetilcolinesterasa, Neostigmina.

Throughout history, different species from the order Anura have been widely used
as model organisms in biomedical research. Eleutherodactylus johnstonei, a
species from the Lesser Antilles, shows many of the qualities and characteristics
which are looked for in a model organism, being the most important of these its
size (17-35 mm). The objective of this project was to evaluate the usefulness of E.
johnstonei as a model organism, in the physiological and pharmacological research
of the neuromuscular junction, by studying the compound action potential of the
sciatic nerve and the gastrocnemius muscle. The main interest was to evaluate the
viability of using the species in the research of molecules which inhibit
acetylcholinesterase. To accomplish this objective, the conventional techniques for
the study of the neuromuscular junction, including the necessary instrumentation,
had to be adapted to E. johnstonei’s size. Neostigmine, a medium-action inhibitor
of acetylcholinesterase, was chosen as the experimental treatment. It was not
possible to make conclusions about the usefulness of the model organism, due to



the fact that very few data were obtained in the assays. Further adjustments of the
technigues must be made to evaluate the time course of the action potential, with

at least 3 replicates per treatment, in order to determine the time in which its
amplitude has decreased 50%.

Key words: Eleutherodactylus johnstonei, neuromuscular junction, compound
action potential, acetylcholinesterase, Neostigmine.



1 INTRODUCCION

Durante décadas, distintas especies de anuros han sido empleadas como
biomodelos de experimentacion en investigacion biomédica. Esto se debe a que
presentan una serie de caracteristicas importantes que las hacen ideales para
este tipo de estudios. Entre estas se encuentran: similitud con humanos, gran
tolerancia fisioldgica y facilidad para el mantenimiento en cautiverio (Pérez, Rojo,
& Encinas, 2009).

Eleutherodactylus johnstonei Barbour 1914, es una pequefia rana terrestre, nativa
de las Antillas Menores (Tarano & Fuenmayor, 2009). Presenta gran
adaptabilidad, razén por la cual ha alcanzado una amplia distribucion en el caribe
(Kaiser, 1997). En Colombia, asi como en muchos otros paises, E. johnstonei es
una especie invasora que se ha convertido en amenaza para las especies nativas
(Hedges, y otros, 2010).

El objetivo de este proyecto fue, entonces, determinar la utilidad de E. johnstonei
como biomodelo para el estudio de la fisiologia y farmacologia de la union
neuromuscular. Especificamente, es de interés la evaluacién de principios activos
inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) provenientes de productos
naturales.

Este grupo de farmacos resulta interesante por el amplio abanico de aplicaciones
clinicas que presenta. Tal vez las mas relevantes de estas sean: reversion del
bloqueo neuromuscular en intervenciones quirdrgicas, diagndstico y tratamiento de
Miastenia Gravis y tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (Nair & Hunter,
2004).

La experimentacion consistié en el registro del potencial de accién compuesto de
nervio ciatico y musculo gastrocnemio, en condiciones control y en presencia del
farmaco Neostigmina. Para esto, se construyeron electrodos de plata/cloruro de
plata que sirvieron como electrodos de estimulacion y de registro. Estas 2 Gltimas
acciones se llevaron a cabo por medio del sistema PowerLab® 26T
(ADInstruments®).

Debido a que la sefial obtenida era muy pequefia, por el tamafio del modelo, esta
se debié amplificar para obtener una sefial adecuada para el registro. Para esto,
se fabricé y empleé un amplificador operacional entre el estimulador y el sistema
de registro.



La captura de los especimenes de E. jonhstonei se llevd a cabo en las zonas
verdes de la Universidad Icesi, en horas de la noche, cuando su canto facilita su
localizacion. Posteriormente, estos fueron ubicados en un terrario, el cual consistia
en un recipiente de plastico con follaje fresco y adecuadas condiciones de
humedad y ventilacion.

El procedimiento de diseccidén se adapt6 del descrito por Oakley & Schafer (1978).
Consistia en exponer el nervio ciatico entre los huesos que forman el cinto pélvico,
habiendo previamente retirado la piel del animal. Los electrodos de estimulacion
se ubicaban sosteniendo el nervio ciatico, y los de registro iban en contacto con el
musculo gastrocnemio.



2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La rana Eleutherodactylus johnstonei, es una especie invasora proveniente de las
Antillas, ubicada en la categoria de preocupacion menor de la Lista Roja de
Especies Amenazadas. Esta ha alcanzado una amplia distribucion en el caribe y
algunos paises como Colombia, Costa Rica y Venezuela (Hedges, y otros, 2010).
En este momento, representa una amenaza para las especies nativas de ranas de
la ciudad de Cali, Colombia, debido a su alta tasa de reproduccion y a su gran
adaptabilidad, especialmente, en zonas urbanas (Kaiser, 1997).

Con este proyecto, se buscé determinar si es posible emplear a la especie E.
johnstonei como biomodelo para estudios de la funcion sinaptica en la unién
neuromuscular. Por muchos afios, el modelo de 6rgano aislado nervio ciatico-
musculo gastrocnemio, en especies de ranas de mayor tamafio, ha contribuido al
conocimiento de la funcion de acople excitacién-contraccion y de la transmision
sinaptica, asi como al entendimiento de como actlan ciertas toxinas a nivel de
placa neuromuscular (Shanmugam, y otros, 2008).

Se pretendid entonces, adaptar las técnicas convencionales de estudio de la unién
neuromuscular a E. johnstonei, de modo que se pudiera contar con una
herramienta de bajo costo para realizar screening béasico de moléculas
provenientes de productos naturales, con potencial actividad inhibitoria sobre la
enzima acetilcolinesterasa. Por lo general, la cantidad que se obtiene de estos
productos es muy pequefia, por lo cual se hace necesario el establecimiento de
una técnica que permita evaluar su actividad utilizando concentraciones bajas.

Una de las ventajas que ofrecen los modelos anfibios para la experimentacion es
la facilidad para su mantenimiento en cautiverio. Primero, requieren espacios
relativamente pequefios, con elevadas condiciones de humedad y buena
ventilacion. Segundo, su alimentacion es muy sencilla y de facil obtencion (Pérez,
Rojo, & Encinas, 2009). Todo esto es especialmente cierto para E. johnstonei por
su menor tamafio, en comparacion con las especies tradicionalmente empleadas
como biomodelos.

10



Por ser una especie invasora y de amplia distribucion, su captura y utilizacién en
estos estudios no representa un riesgo para la especie. Sumado a esto, la
obtencion de los especimenes se ve facilitada por el hecho de que estos se
encuentran ampliamente distribuidos por toda la ciudad.
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3 MARCO TEORICO

La familia Eleutherodactylidae, a la cual pertenece el género Eleutherodactylus, es
la mas diversa dentro de los anuros. A su vez, este género es el mas grande y
homogéneo dentro de los vertebrados, con mas de 600 especies. Su distribucion
se da fundamentalmente en el continente americano (Avilan & Hoyos, 2006).
Particularmente, un tercio de la fauna de ranas de Colombia corresponde a
especies de este género (Lynch, 1999).

Figura 1. E. johnstonei. Fotografia por Sebastian Moreno.

Eleutherodactylus johnstonei Barbour 1914, es una pequefia rana terrestre, nativa
de las Antillas Menores (Tarano & Fuenmayor, 2009). Debido a su gran tolerancia
fisiolégica y adaptabilidad, en 1997 era la rana mas ampliamente distribuida en el
Caribe (Kaiser, 1997). Uno de los mecanismos que le confiere tolerancia y
ventajas frente a otras especies es su modo reproductivo; las ranas del género
Eleutherodactylus depositan huevos con desarrollo directo (Urbina-Cardona &
Pérez-Torres, 2002). Las hembras depositan sus huevos en sitios terrestres vy,
aproximadamente un mes después, una rana completamente desarrollada
eclosiona (Lynch, 1999).

Esta especie ha sido introducida a paises como: Colombia, Costa Rica, Guyana,
Guyana Francesa, Jamaica, Panama4, Trinidad y Tobago, y Venezuela (Hedges, y
otros, 2010). A nivel regional, es una de las dos especies de anuros introducidas
en el Valle del Cauca, Colombia. Su dispersion en este territorio se debe
principalmente al comercio de plantas ornamentales o a la venta directa de
especimenes para ambientacion acustica de jardines (Castro-Herrera & Vargas-
Salinas, 2008).
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Los individuos de esta especie tienen un tamafio nariz-cloaca de 1,7-3,5 cm
(Manickchan, y otros, 2011). Las especies de anuros comunmente utilizadas en
estudios de fisiologia neuromuscular son Xenopus laevis y Rana pipiens (Pérez,
Rojo, & Encinas, 2009). Estas tienen un tamafio de 5-12 cm (Alvarez, Medellin,
Gbomez, & Oliveras, 2005) y 6-8 cm (United States Environmental Protection
Agency), respectivamente.

Esta diferencia de tamafio le confiere a esta especie algunas ventajas en su
utilizacion como biomodelo para la investigacion de nuevas moléculas con
actividad inhibitoria sobre la enzima acetilcolinesterasa. Las mas importantes de
estas son: disminucion de los costos de mantenimiento del biomodelo, y
disminucién de la cantidad de reactivos y analito utilizadas. Sin embargo, su
tamafio también constituye la principal dificultad técnica para la realizacién de los
ensayos.

El empleo de biomodelos animales ha generado una enorme cantidad de
conocimiento en diversas areas del saber, y ha contribuido al descubrimiento y
desarrollo de nuevos tratamientos para patologias humanas. Entre los organismos
mas utilizados se encuentran los pertenecientes al phylum Amphibia. Estos
presentan importantes caracteristicas como: amplio conocimiento de su fisiologia,
tolerancia a grandes variaciones de las condiciones ambientales, féacil
mantenimiento en cautiverio y similitud con humanos (Pérez, Rojo, & Encinas,
2009).

Figura 2. Rana pipiens. Fotografia por Bates Littlehales (National Geographic)
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Desde hace varias décadas, la sinapsis neuromuscular y todos los mecanismos y
eventos implicados en esta, han sido evaluados en diferentes biomodelos. Uno de
los méas utilizados es el modelo nervio ciatico - musculo gastrocnemio de las
especies de rana previamente mencionadas (Shanmugam, y otros, 2008). Dado
gue esta sinapsis es mucho mas accesible que aquellas dentro del sistema
nervioso central (SNC), ha sido empleada como modelo general de la funcion
sinaptica (Oakley & Schafer, 1978). Los estudios de esta sinapsis y de
excitabilidad muscular permiten hacer caracterizaciones fisioldgicas, biofisicas y
farmacoldgicas (Castillo & Montes, 2012).

La unidon neuromuscular es el conjunto entre una neurona motora y la fibra de
musculo esquelético que esta inerva. El neurotransmisor de esta sinapsis es
Acetilcolina (ACh), la cual es sintetizada en la neurona motora a partir de acetil co-
enzima Ay colina, y almacenada en vesiculas al interior de la neurona. Cuando se
presenta un potencial de accion presinaptico, se abren los canales de calcio
dependientes de voltaje, permitiendo la entrada de este ion a la neurona. Como
consecuencia, las vesiculas que contienen ACh se unen a la membrana
presinaptica y liberan su contenido al espacio sinaptico (Cherian, Baheti, & lype,
2013). En la union neuromuscular un impulso nervioso libera unos 3 millones de
moléculas de ACh en la hendidura sinaptica (Rang, Dale, Ritter, & Flower, 2008).

— A. Acetylcholine: release, effects, and degradation
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Figura 3. Unién neuromuscular (Lullmann, Mohr, Hein, & Bieger, 2005).

Las moléculas de ACh se unen a su receptor especifico en la membrana
postsinaptica, lo que induce cambios en la permeabilidad idnica de esta (Oakley &
Schafer, 1978). El receptor es el receptor nicotinico de ACh (nAChR), una
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estructura pentamérica que actia como canal iénico controlado por ligando. La
entrada de iones sodio despolariza la membrana postsinaptica, lo que se conoce
como potencial de placa terminal (ppt). Si su amplitud alcanza el umbral para la
excitacion, se genera un potencial de accion postsinaptico que se propaga al resto
de la fibra iniciando la contraccion muscular, por liberacion de iones calcio del
reticulo sarcoplasmico. La union del neurotransmisor y su receptor dura 2 ms
aproximadamente. Después de la disociacion, la ACh es rapidamente hidrolizada,
impidiendo su unién con otros receptores (Rang, Dale, Ritter, & Flower, 2008).

La ACh es rapidamente hidrolizada en el enlace éster por la enzima
Acetilcolinesterasa (AChE), la cual esta formada por seis sitios activos, cada uno
compuesto por un sitio aniénico periférico y un sitio estearico central.
Aproximadamente, el sitio activo hidroliza 10000 moléculas de ACh por segundo
(Nair & Hunter, 2004). La AChE no solo hidroliza las moléculas de ACh tras su
disociacion, sino que también hidroliza hasta un tercio de las moléculas liberadas
en el espacio sinaptico antes de que alcancen su receptor (Rang, Dale, Ritter, &
Flower, 2008). Como resultado de la hidrdlisis, se produce acetato y colina. El
acetato es transportado al sitio estearico de la enzima (Nair & Hunter, 2004); la
colina es transportada a la neurona presinaptica, donde es acetilada por la enzima
colina acetiltransferasa para formar una nueva molécula de ACh (Oakley &
Schafer, 1978).

Los farmacos inhibidores de la AChE, o anticolinesterasicos, aumentan la cantidad
de ACh disponible para unirse a los nAChR postsinapticos, y el tiempo de unién de
estos. El efecto resultante es un incremento de la tension de contraccion del
musculo y un aumento del ppt, el cual se hace también mas prolongado (Rang,
Dale, Ritter, & Flower, 2008).

Dentro de las aplicaciones clinicas mas importantes de este grupo de farmacos se
encuentran: reversion del bloqueo neuromuscular en intervenciones quirdrgicas,
diagnéstico y tratamiento de Miastenia Gravis, tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer, tratamiento de Glaucoma y reversion de la intoxicacion con
anticolinérgicos (Nair & Hunter, 2004).

Uno de estos farmacos es Neostigmina, el cual hace parte de los
anticolinesterasicos de accion media. Es un compuesto de amonio cuaternario,
que se une al sitio aniénico de la AChE por medio de su grupo carbamilo. El inicio
de accién se presenta cerca de 1 minuto después de su administracion por via
intravenosa; la duracion de la accion es de 20 a 30 minutos, aproximadamente,
con un pico a los 10 minutos. (Nair & Hunter, 2004)
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Figura 4. Estructura quimica de neostigmina (Pubchem).

Su principal aplicacion clinica es revertir la accion de los bloqueantes musculares
no despolarizantes tras una cirugia (Rang, Dale, Ritter, & Flower, 2008). También
se emplea en el tratamiento de Miastenia Gravis (MG), un desorden autoinmune,
caracterizado por debilidad muscular y mayor predisposicion al cansancio. La
produccion de anticuerpos contra los NnAChR genera una reduccién en el numero
de estos receptores, afectando la transmision neuromuscular (Maggi &
Mantegazza, 2011). Se utiliza neostigmina pues, al inhibir la AChE, se aumenta la
posibilidad de que moléculas de ACh alcancen los pocos nAChR presentes en la
membrana postsinaptica, potenciando asi la fuerza muscular.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GENERAL

Adaptar la técnica convencional de registro de acople excitacion-contraccion,
empleando como biomodelo, el o6rgano aislado (nervio ciatico-musculo
gastrocnemio) de la rana E. johnstonei, para evaluar farmacos con actividad
inhibitoria sobre la acetilcolinesterasa.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adaptar y establecer la técnica convencional, desde la captura de los
organismos, hasta el registro de los cursos temporales del potencial de
accion presinaptico y postsinaptico.

e Disefiar y construir los equipos e instrumentos necesarios para el registro
del potencial de accion compuesto en E. johnstonei.

e Evaluar la actividad inhibitoria del farmaco Neostigmina sobre la enzima

acetilcolinesterasa, empleando el sistema de 6rgano aislado compuesto por
nervio ciatico y musculo gastrocnemio de E. johnstonei.

17



5 METODOLOGIA
5.1 Captura

5.1.1 Lugar

La captura de los especimenes se llevdo a cabo en las zonas verdes de la
Universidad Icesi, especialmente en las inmediaciones de la casa SAE y cerca de
la cafeteria Willy Wonka.

5.1.2 Hora
Las capturas se realizaron entre las 19:00 y las 21:00 horas, pues el canto de las
ranas facilitaba su localizacion.

5.1.3 Transporte

Los anuros fueron capturados manualmente. Una vez capturados, se depositaron
en bolsas Ziploc® o cajas plasticas con agua, mientras eran transportados al
terrario que constituiria su habitat temporal durante el transcurso del proyecto.

52 Mantenimiento

5.2.1 Terrarios

Los especimenes de E. jonhstonei fueron ubicados en un terrario, en el laboratorio
de investigaciones biomédicas de la Universidad Icesi. Este consistia en un
recipiente de plastico, que contenia tierra y follaje fresco, asi como un recipiente
con agua (Fig. 5). Para mantener las condiciones de humedad adecuadas, el
terrario se rociaba constantemente con agua.

Cada 2 semanas, los terrarios eran sometidos a mantenimiento. Este

procedimiento incluia: cambio del follaje y la tierra, y lavado del recipiente con
abundante agua y jabon.
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Figura 5. Terrario, habitat temporal de E. johnstonei.

5.2.2 Alimentacion

La alimentacion de los especimenes se llevé a cabo diariamente. Esta consistio en
insectos pequefios que fueron atrapados por medio de una jama, en zonas verdes
de la Universidad Icesi.

5.2.3 Tiempo

Los especimenes se mantenian por 2-3 dias en los terrarios, desde que eran
capturados hasta que eran utilizados en los ensayos. De esta forma se aseguro
que no se presentara reproduccion e igualmente se disminuyé la posibilidad de
que los especimenes contrajeran enfermedades que pudieran afectar los
resultados de los ensayos.

5.3 Preparacion para la diseccion

5.3.1 Fase de capacitacion
Todos los procedimientos descritos, tanto anterior como posteriormente, fueron
llevados a cabo por el titular del proyecto. Por esta razon, fue necesaria una fase
previa de capacitacion por parte de un experto, especialmente para el
procedimiento de diseccion.

5.3.2 Anestesia por enfriamiento

Para el procedimiento de diseccion del nervio ciatico, los especimenes debieron
ser anestesiados por enfriamiento. Los anfibios son poiquilotermos por lo cual, al
disminuir su temperatura corporal, se logra su inmovilizaciéon (Ross & Ross, 2008).
Los individuos fueron introducidos a una nevera, a una temperatura entre 2y 3 °C,
por un tiempo de 5 a 10 minutos. De esta forma, se logra la disminucién del
metabolismo del animal.
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5.3.3 Descerebracion

El método mas empleado para la inmovilizacion de ranas es la técnica de
descerebracion o pithing. Se utilizé el procedimiento de descerebracion sencillo,
que consiste en destruccion del cerebro solamente, dejando intacta la médula
espinal y sus reflejos (Oakley & Schafer, 1978).

NARIS

EYE

TYMPANIC
MEMBRANE

Figura 6. Sitio de puncion para la descerebracion (Oakley & Schafer, 1978).

La puncién se realiza en el foramen magno, el cual se ubica trazando 2 lineas
imaginarias, como se muestra en la figura 6; el foramen magno se encuentra en la
interseccion de las lineas. De esta forma, se elimina cualquier sensacion de dolor
en la rana (Oakley & Schafer, 1978).

5.3.4 Retiro de la piel

Para iniciar el procedimiento de diseccion, se debe retirar la piel de la rana; puede
retirarse toda la piel o solo la de las extremidades inferiores y el abdomen. Se
inicia con un corte transversal por debajo de las extremidades superiores. A
continuacion, con la ayuda de pinzas, se hala la piel desde las extremidades
inferiores, con lo cual esta se retira en un solo movimiento.

Figura 7. Retiro de la piel durante el procedimiento de diseccion. Fotografia por
Sebastian Moreno.
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5.4 Diseccion del nervio y el musculo

5.4.1 Procedimiento
El procedimiento de diseccion se realiz6 de acuerdo al método descrito por
Oakley & Schafer (1978), adaptandolo al tamafio de E. johnstonei.

VERTEBRAL

& o COLUMN
SCIATIC
NERVE L
UROSTYLE

GASTROCNEMIUS
MUSCLE

Figura 8. Representacion anatémica de un anuro.

Una vez retirada la piel, se procede a exponer el nervio ciatico. Primero, se deben
realizar unos cortes en la region sacra del animal, de tal forma que se pueda
sostener la punta del urostilo con pinzas. El urostilo es una delgada barra osea, de
naturaleza hipocordal, que se articula con la novena vertebra (vertebra sacra)
(Parker & Haswell, 1987). A continuacién, sosteniendo el urostilo, se procede a
realizar cortes ascendentes del tejido que lo recubre, para posteriormente
levantarlo con las pinzas.

En este momento, el nervio ciatico queda expuesto a ambos lados de la linea
media del individuo, medial al llium. Este hueso constituye la parte mas larga de la
cintura pélvica, compuesta ademas por el ischium y el pubis (Avilan & Hoyos,
2006). Cuidadosamente, se corta el urostilo con tijeras y se retira. Por dltimo, se
corta y retira el Ilium en ambos lados para facilitar la entrada de los electrodos.
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Figura 9. Nervio ciatico expuesto, medial al hueso illium. Cintura pélvica.
Fotografia por Sebastian Moreno.

Se determiné que este era el procedimiento mas adecuado pues minimizaba el
riesgo de lesionar el nervio y, por ende, afectar los resultados de los registros
electrofisiolégicos.

5.4.2 Solucién Ringer

A lo largo de todo el procedimiento, se debe emplear solucion Ringer anfibio. Esta
es una solucion isoténica, compuesta principalmente por sales de cloro (Oakley &
Schafer, 1978). La solucion Ringer permite mantener el tejido de la rana
humedecido, preservando su funcionamiento por largo tiempo. La respiracion
pulmocutanea hace que las ranas E. johnstonei deban permanecer himedas
(Urbina-Cardona & Pérez-Torres, 2002).

Tabla 1. Composicion de la solucién Ringer anfibio (Oakley & Schafer, 1978).

Componente Cantidad (mL)
NaCl (1,0 M) 112
KCI (0,1 M) 32
CaCl, (0,1 M) 27
Na;HPO, (0,1 M) 20
Tris Buffer (0,05 M) 40

H>O c.s.p. 1000
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5.5 Establecimiento del montaje experimental y del sistema de
amplificacién

Figura 10. Micromanipuladores (a), Receptaculo inmovilizador de E. johnstonei (b)
y electrodos de estimulacién (c) y de registro (d). Fotografias por Sebastian
Moreno.

5.5.1 Electrodos

Se utilizaron 2 electrodos ipsilaterales para realizar los registros: un electrodo de
estimulacién y uno de registro. Cada uno consistia en 2 alambres de plata/cloruro
de plata, acoplados a un cable BNC. Cada electrodo tenia una longitud de
aproximadamente 10-14 mm.

Los electrodos de estimulacién se doblaban en forma de gancho (fig. 12b), de tal
manera que el nervio ciatico quedase sostenido por los alambres. Por otro lado,
los electrodos de registro no se doblaban y se disponian en contacto directo con el
musculo gastrocnemio (fig.12a).

5.5.2 Cloruracion de electrodos.

Los electrodos de plata son polarizables; pueden ser cubiertos por una capa de
iones negativos que impiden el paso de la corriente eléctrica. Esto afecta los
registros porgue induce un drift en la linea de base a medida que cambia la
resistencia de los electrodos. Tratar los electrodos de plata con cloruro de plata los
hace no despolarizables (Oakley & Schafer, 1978).

La cloruracién de los electrodos de plata se realiz6 por medio de una solucién de
hipoclorito de sodio (NaClO) al 10%; las puntas de los electrodos se ponian en
contacto con la solucién por 30 minutos. Los electrodos y un alambre de plata se
conectaban a una pila de 1,5 V, generando un circuito. De esta forma, los
electrodos, conectados al polo positivo, constituian el anodo hacia el cual se
dirigian los iones CI', provenientes del NaClO. La cloruracion se evidencia por la
formacién de una capa gris a negra sobre el electrodo.
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5.5.3 Conexiones

Los electrodos de registro se conectaban a los inputs 1 y 2 del amplificador
operacional (AO). Luego, por medio de cables BNC-BNC, los outputs 1y 2 del AO
se conectaban a los inputs 1 y 2 del PowerLab, respectivamente.

5.5.4 Disefo y construccion del amplificador.

Para la construccion del amplificador, se utiliz6 un circuito integrado, denominado
INA118P. La ganancia se gradua por medio de unas resistencias. Las resistencias
empleadas fueron 1; 1,2 y 1,8 KQ, obteniéndose ganancias de 29, 43 y 50,
respectivamente. Se trabajé con una ganancia de 50, puesto que facilitaba mas la
visualizacion y el andlisis de los datos recogidos.

5.6 Registro del potencial de accion presinaptico y postsinaptico

Sistema de
de perfusion

Estimulador
| PAC PAC i
// Nervio

(presinapsis)
Musculo
(postsinapsis)

Op. Amp.

Figura 11. Resumen logico del sistema experimental empleado para el registro del
potencial de accion compuesto de masculo (PACM).
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Figura 12. Registro del potencial de accion compuesto en el musculo
gastrocnemio (a) y estimulacion eléctrica del nervio ciatico (b). Fotografias por
Sebastian Moreno.

5.6.1 Registro del Potencial de Accién Compuesto de Nervio Ciatico (PAC)
Debido al tamafio tan pequefio del biomodelo, no fue posible registrar el PAC. El
espacio disponible a nivel del cinto pélvico, no era suficiente para estimular y
registrar el PAC simultaneamente; los electrodos eran muy grandes.

Se considero la opcion de registrar el PAC a la altura del fémur, retirando el tejido
muscular adyacente. Sin embargo, este procedimiento hubiera representado un
riesgo muy alto de lesionar el nervio, imposibilitando asi la generacion de un
potencial excitatorio postsinaptico (PEPS).

Por esta razon, se decidié no realizar el registro del PAC, y enfocar esfuerzos en
la obtencién de registros del PACM.

5.6.2 Registro del PACM en ausencia de farmaco (control).
Los ensayos control se realizaron empleando solucién Ringer anfibio durante la
disecciéon y en el receptaculo inmovilizador.

Para la estimulacién y el registro se utiliz6 el sistema PowerLab® 26T

(ADInstruments®). La visualizacién se llevé a cabo en el software LabChart 7. Se
trabaj6 con un estimulo tipo pulso continuo con las siguientes condiciones:
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Tabla 2. Condiciones del estimulador.

Caracteristica Valor
Retraso 200 ms
Frecuencia 0,2 Hz-1 Hz
Duracion 1ms

Linea de base oV

5.6.3 Registro del PACM en presencia de Neostigmina.

Los ensayos con farmaco se realizaron empleando Prostigmine® ampollas
(Neostigmina 0,5 mg/mL). ElI farmaco se aplicaba a la preparacion en el
receptaculo inmovilizador, inmediatamente después de finalizado el procedimiento
de diseccion. 1 minuto después (tiempo de inicio de accién de Neostigmina) se
iniciaba el registro del potencial de accion.

5.7 Disposicion final de los cadaveres

Una vez finalizados los ensayos, los cadaveres se depositaron en un contenedor
de cadaveres, debidamente rotulado, el cual se almacené en el congelador, a una
temperatura de -20 °C. Posteriormente, se solicitd la intervencién de salud
ocupacional. Ellos fueron los encargados de la disposicion final de los cadaveres,
la cual realizaron de acuerdo al procedimiento para descarte de residuos anatomo
patolégicos.

5.8 Matriz de marco légico

Tabla 3. Matriz de marco logico.

Objetivo Objetivos Actividad Indicador Supuestos
General especificos
Adaptar la | Adaptar y | Revision Bibliografia Acceso a bases
técnica establecer la | bibliografica fundamental para | de datos.
convencional de | técnica, desde la el desarrollo del
registro de | captura de los proyecto, Informacion
acople organismos, hasta encontrada disponible.
excitacion- el registro de los
contraccién, al | cursos temporales | Obtencion de | Permisos
biomodelo del potencial de | permisos para la | obtenidos

realizacibn de las
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(nervio-musculo)
de la rana E.
johnstonei, para
evaluar farmacos

con actividad
inhibitoria sobre
la

acetilcolinesteras
a.

accion presinaptico
y postsinaptico.

actividades
planeadas, por parte
del comité de ética y

la autoridad

ambiental

competente

Captura y | Redaccion de | Se cuenta con
mantenimiento  de | procedimientos los permisos de
los organismos operativos Comité de Etica

estandarizados
(POE)

Diseccion del
6rgano de estudio
(nervio cidtico vy
musculo
gastrocnemio)

Redaccion de
procedimientos
operativos
estandarizados
(POE)

y la autoridad
ambiental
competente.

Se obtienen los
individuos para
el estudio.

Establecimiento del

montaje
experimental y del
sistema de
amplificacion, asi
como patronamiento
del sistema

Funcionalidad del
sistema de
amplificacion y
registro, verificada

Registro de los
cursos temporales
del potencial de
accion presinaptico
y postsinaptico

Registros
satisfactorios  del
acople excitacion-
contraccion,
obtenidos

Evaluar la actividad
inhibitoria del
farmaco Edrofonio
sobre la enzima
acetilcolinesterasa,
empleando el
sistema de 6rgano
aislado compuesto
por nervio ciatico y
mudsculo  sartorio
de E. johnstonei.

Registro de los
cursos temporales
del potencial de
accion presinaptico
y postsinaptico, en
dependencia de la
dosis del farmaco
aplicada

Registros
satisfactorios  del
acople excitacion-
contraccion,
obtenidos

Comparacion  de
los resultados con
aguellos obtenidos
por otros autores
empleando  otros
biomodelos.

Individuos de
estudio sanos.

Sistema de
amplificacién
funcional

Disponibilidad
del farmaco.
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6 RESULTADOS
6.1 Receptaculo Inmovilizador de ranas E. johnstonei

Se disefid y construyé - empleando el software SolidWorks Explorer 2013®
(Dassault Systémes SolidWorks Corp.) - un receptaculo especifico para realizar
los ensayos electrofisiologicos propuestos en E. johnstonei. Para esto, se
realizaron mediciones anatémicas a once (11) individuos, que permitieron
determinar las medidas que llevaria el receptaculo. Se calculé el valor promedio
de cada medida, asi como su desviacion estandar.
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Figura 13. Disefio del receptaculo inmovilizador para ranas E. johnstonei.
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El receptéculo, fabricado en acrilico, cuenta con una cavidad central en la cual se
posiciona el individuo para realizar los ensayos. Se le dio una profundidad de 3mm
a esta cavidad, de modo tal que la parte superior del animal quedase por fuera de
la cavidad y fuese accesible. La profundidad se calculé a partir de los datos
recogidos de la mediciébn anatomica de la altura de seis (6) individuos de E.
johnstonei.

En la parte periférica, el receptaculo tiene un canal de 4mm de ancho y 3 mm de
profundidad, disefiado para que las soluciones empleadas durante los ensayos
tuvieran un conducto de salida.
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6.2 Registros del Potencial de Accién Compuesto de Musculo (PACM)

Se realizaron varios ensayos control (solucion Ringer anfibio) donde se buscaba
establecer el tiempo de caida del PACM, evaluando su curso temporal, asi como
determinar la amplitud y duracion de las respuestas, para posteriormente
compararlas con aquellas obtenidas en los ensayos con farmaco.
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Figura 14. Registro del potencial de accion compuesto de musculo gastrocnemio.
Estimulo 1V

Algunas respuestas se muestran en las figuras 14, 15 y 16. Como se puede
observar, las respuestas son mucho mayores que aquellas reportadas en la
literatura (Fig. 15). La duracion del potencial de placa motora es aproximadamente
10 ms; su amplitud es 110 mV (Caputo, 2011). Sin embargo, presentan una fase
despolarizante, una repolarizante pero no una hiperpolarizante, como se espera
para un PACM.
a b
4 ————— - —————

R S 1. -

10 ms

Figura 15. PACM de rana (Caputo, 2011) (a). PACM registrado con el montaje
experimental propuesto (b).

29



En la figura 17 se presenta la misma respuesta de la figura 16, pero utilizando un
filtro de paso bajo de 30 Hz. Este filtro, que corresponde a una funcion del sistema
PowerLab®, se emplea para atenuar la sefial a altas frecuencias, como los
artefactos que se producen por la estimulacion eléctrica. Al comparar ambas
figuras, es posible observar la ausencia del artefacto en la segunda. Se
recomienda elegir el filtro que permita la mejor visualizacion de lo que se desea
presentar.
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Figura 16. Registro del potencial de accion compuesto de musculo gastrocnemio.
Estimulo 0,8 V.
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Figura 17. Potencial de la figura 16 con un filtro paso bajo de 30 Hz.

30



Por ultimo, se realizaron ensayos en presencia del farmaco Neostigmina, donde se
evaluo el curso temporal del PACM. Estos resultados se compararon con aquellos
de los ensayos control (Fig. 18). Los datos corresponden a los cursos temporales
de 2 ensayos control y 2 ensayos con farmaco. La concentracion de Neostigmina
empleada fue 0,01 mg/mL. La intensidad del estimulo, 1 V, se establecio de
acuerdo a los resultados de la curva de reclutamiento de fibra muscular,
presentados por Angulo (2013).

8] 5 10 15 20 25 30 35 40 45
1r|:|5_||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

"
BN

I TTTT I L I TTrTrT I T T 1T I LI I TTr 1T I T T 1T I LI I TTrTT I
ul 5 10 15 20 25 30 35 40 45
tiempo (s)

[y
[=]
[0}

[y
[y

o
[¥s]
n
=]
[¥a]
[5)]

o
o
—e—n

=]
=]
n
=]
1]
(53]

Amplitud Norm alizada

=]
=]
=]
=]

=)
e |
4]
=]
=l
[5,]

[TT I T[T T T[T T[T T[T rrrrr[rrrr]
=]
[¥s]

=]
==l
=]
==l

Figura 18. Cursos temporales de la amplitud. Control (negro) vs.
Neostigmina (rojo).

A pesar de la tendencia que se observa en la gréafica, segun la cual la amplitud del
PACM en los ensayos control cae mas rapido que en los ensayos con farmaco, la
poca cantidad de datos y de réplicas impide que se pueda realizar alguna
afirmacion sobre los resultados. Por un lado, los datos de la gréafica no permiten
determinar el tiempo en el que la amplitud del PACM ha caido en un 50% (tso),
siendo este el pardmetro que se buscaba medir. Por otro lado, la cantidad de
datos de los ensayos con farmaco es menor que la de los ensayos control. Resulta
entonces necesario realizar los ensayos nuevamente, teniendo al menos 3
réplicas por tratamiento, y buscando obtener informacion suficiente para
determinar el tso de la amplitud del PACM, en condiciones control y con farmaco.
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7 DISCUSION

Como se mencion6 en la seccién de resultados, se obtuvieron respuestas con una
amplitud muy grande. Esto hizo que no se tuviera certeza de la naturaleza de tales
sefales. La literatura reporta amplitudes de 110 mV para el PACM (Caputo, 2011).
Sin embargo, en algunos registros control se obtuvieron respuestas hasta de 500
mV.

Una posible explicacion es que efectivamente se trata del PACM y que la amplitud
se debe a la temperatura del musculo. Se sabe que esta Ultima aumenta la
amplitud del PACM por varios mecanismos: primero, facilita la conductancia de los
canales iénicos; segundo, aumenta la concentracién de ACh en el boton sinaptico;
tercero, disminuye la hidrolisis de ACh; cuarto, aumenta la sensibilidad del nAChR
a ACh (Camacho, 2005).

Debido al procedimiento de anestesia empleado, la temperatura del muasculo
durante los registros pudo estar entre 0 y 12 °C. Aun cuando el procedimiento de
diseccion tomaba aproximadamente 10 minutos, la baja temperatura del
laboratorio no permitia que el musculo recuperara la suya rapidamente. A la
temperatura a la que se encontraba el musculo, se conoce que la amplitud y
duracién del PACM aumenta en anfibios de zona tropical como E. johnstonei
(Caputo, 2011). La temperatura ideal para llevar a cabo la experimentacién es 18-
20 °C. Podria resultar conveniente darle a la preparacion mas tiempo para que
recupere su temperatura, manteniéndola irrigada con solucion Ringer anfibio. Por
lo tanto, se recomienda realizar la descerebracion y, después de 5-10 minutos,
iniciar la diseccion.

La amplitud del PACM depende de la cantidad de fibras musculares activadas
(Gonzéalez-Hidalgo, 2002). Probablemente, el estimulo empleado en los diferentes
ensayos era un estimulo submaximal, por lo cual la respuesta que se obtuvo
corresponde a la activacion de algunas fibras musculares y no de todas. Esto
podria explicar la variabilidad tan grande que se presento6 en los registros.

Por otro lado, la duracién de los PACM también fue mayor de lo que se esperaba.
La literatura reporta que la duracién de un PACM es de aproximadamente 10 ms
(Caputo, 2011). Sin embargo, en los ensayos control se obtuvieron duraciones de
10 a 50 veces mayores.

En los ensayos con Neostigmina tampoco hubo una respuesta constante. En uno
de estos, la duracion del PACM fue de 400-800 ms. En otro, los resultados fueron
mas cercanos a lo esperado, con duraciones de 30-75 ms. Estos ultimos podrian
estar relacionados con la accion farmacologica de Neostigmina, donde se espera
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un aumento tanto en la amplitud como en la duracién del PACM. No obstante,
como los resultados de los ensayos control presentan duraciones mayores que los
ensayos con farmaco, no es posible asegurar que estos Ultimos sean
consecuencia de la inhibicion de la AChE.

A pesar de estos resultados, al normalizar los datos y evaluar los cursos
temporales de la amplitud, se observa una tendencia inicial segun la cual la caida
de la amplitud del PACM es mas lenta cuando el musculo se encuentra en un
medio con Neostigmina. No obstante, estos resultados son apenas resultados
preliminares que deben ser confirmados por medio de nuevos ensayos, con una
mayor cantidad de réplicas.

Resulta fundamental mencionar la importancia de la inmovilizacion del animal
durante los registros, especialmente de la extremidad que se va a utilizar. Una
contraccion muy fuerte puede ocasionar que los electrodos de registro se muevan
y pierdan el contacto con la fibra muscular. También puede darse la pérdida de
contacto de los electrodos de estimulacion y el nervio de estudio. Ambos
escenarios afectan enormemente los resultados de los registros (Gonzélez-
Hidalgo, 2002). Durante los ensayos, este fue un problema recurrente, que
contribuyé a la falta de datos en los registros de los cursos temporales v,
posiblemente, a la variabilidad de los resultados obtenidos.
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8 CONCLUSIONES

Se establecieron metodologias eficientes para la captura y mantenimiento
de las ranas E. johnstonei. Estas metodologias suponen un bajo costo para
los investigadores y resultan facilmente reproducibles.

El procedimiento de diseccion del nervio ciatico propuesto resulta
adecuado, pues permite llevar a cabo los ensayos propuestos, a la vez que
disminuye el riesgo de lesionar el nervio.

Se disefi6 y construyé un receptaculo inmovilizador especifico para ranas
E. johnstonei. Con este se logré un mejor flujo de las soluciones empleadas
en los ensayos, asi como un movimiento més restringido del biomodelo
durante las contracciones.

Los resultados obtenidos no permiten hacer conclusiones sobre la utilidad
de E. johnstonei como biomodelo experimental en estudios farmacolégicos
de la unién neuromuscular.

Resulta necesario realizar ajustes a la técnica empleada que contribuyan a
la estandarizacion y validacion del método.

La dosis utilizada en los ensayos de curso temporal de la amplitud del
potencial de accion compuesto de musculo fue insuficiente para determinar
el t50.

Como se esperaba, el tamafio de E. johnstonei representa la mayor
dificultad técnica a la hora de realizar los ensayos. Entre otros, dificulta la
colocacién de los electrodos, su inmovilizacion y el procedimiento de
diseccion. No obstante, estas dificultades pueden superarse, resultando
posible la explotacion de las ventajas que el biomodelo también supone.
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1.

9 RECOMENDACIONES

Inmovilizar al maximo la extremidad de estudio para evitar que los
electrodos de estimulacién y registro pierdan el contacto con nervio y
musculo, como consecuencia de las contracciones fuertes del musculo.

Puede resultar conveniente registrar la fuerza de contraccibn muscular
mediante un transductor de tensién, a la vez que se registra el potencial de
accion compuesto postsinaptico por medio del montaje experimental
establecido. Las dos mediciones proporcionan informacién complementaria
sobre el fendmeno de acople excitacion-contraccion, contribuyendo asi a un
mayor entendimiento de la accion de una molécula determinada sobre la
unién neuromuscular y la acetilcolinesterasa.

Realizar ensayos de dosis respuesta para determinar la dosis mas
adecuada, que permita determinar la ventana experimental de la
preparacion, asi como el tsp de la amplitud del potencial de accion
compuesto de musculo.
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11 ANEXOS

11.1 Medidas anatomicas de E. johnstonei

Tabla 4. Medidas anatomicas de E. johnstonei utilizadas para el disefio y construccion del receptaculo inmovilizador.

ESPECIMEN
PARTE 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 PROMEDIO |DESVIACION STD MAXIMO
Nariz-cola 2 218 25 2,46 232 262 281 2,07 213 226 2 230 027 281
Ancho cabeza 077 082 091 0,88 0,84 093 1,01 075 08 0,85 091 086 0,08 1,01
Ancho cuerpo 0,61 078 082 075 0,74 08 1,08 0,65 0,68 038 0,87 078 013 1,08
Ext. Superior 1,15 1,15 136 118 12 1,33 1,76 1,09 112 1,38 1,38 1,28 0,19 1,76
Ancho ext.
Superior N.A 018 017 017 017 N.A 023 013 016 017 021 018 0,03 023
Hombro-codo 042 043 0,44 039 041 045 0,61 031 039 042 042 043 0,07 0,61
Codo-mano 0,46 041 042 047 0,54 052 0,64 043 042 043 0,46 047 0,07 0,64
Mano 043 042 053 052 051 047 072 0,44 0,54 053 06 0,52 0,09 072
Ext. Inferior 2% 314 3,06 3 285 324 3,74 261 311 3,08 316 3,09 028 374
Largo fémur 091 091 0,84 082 079 092 1,15 078 082 097 093 089 011 1,15
Ancho fémur 033 036 043 03 037 04 049 0,34 033 039 04 038 0,05 049
gastszimio 097 11 | 0% | 0% | o® | 1w 127 0% 09 1 102 1,01 0.0 127
Ancho
sastrommenio 022 031 03 032 033 035 039 025 029 033 03 031 0,05 039
Pie 1,32 135 135 1,51 127 146 1,78 1,29 135 146 1,53 14 015 178
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11.2 Disefio del receptaculo inmovilizador de ranas E. johnstonei
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Figura 19. Medidas exteriores del receptaculo inmovilizador para ranas
johnstonei.

39



17,11

.M |
i

Figura 20. Medidas interiores del receptaculo inmovilizador para ranas E.
johnstonei.
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santiago de Cali, Febrero 25 de 2013
CIECUAE-008/2013

Or. Rafael Santiago Castaiio, B.Sc, M.Sc., & Ph.D
Investigador principal - Universidad Icesi

Cali

Asunto: Aprobacion de proyectos con ranas - Eleutherodactylus johnstonei

El dia 8 de Febrero del presente afio, los miembros del CIECUAE de la Universidad Icesi, se
reunieron, revisaron y aprobaron los siguientes proyectos de investigacién, dando cumplimiento a
la Ley 84 de 1989 y a la resolucidn de Rectorfa N° 847 (9 de julio de 2012):

Nombre del proyecto 1: “Adaptacién y establecimiento de un sistema de transduccién
para medir el curso temporal de sistoles ventriculares en Biomodelo de corazén de
Eleutherodactylus johnstonei.

Nombre del proyecto 2: “Estudio de la sensibilidad de farmacos antiarritmicos en el
Potencial de Accién Monofésico (PAM) ventricular de Eleutherodactylus johnstonei.”
Nombre del proyecto 3: “Estudio de polimorfismo de la protelna hepdtica metalotioneina
en muestras de Eleutherodactylus johnstonei”,

Nota: Los érganos, restos frescos y carcazas de las ranas sacrificadas en los proyectos 1y 2 serdn
empleados en los proyectos 3, 4, 5 y 6 para optimizar el uso de estas ranas.

Nombre del proyecto 4: “Establecimiento de un sistema de drgano aislado para registro de
acople presindptico y postsindptico, empleando nervié cidtico y mudsculo sartorio de

Eleutherodactylus johnstonei.”
Nombre del proyecto 5: Evaluacién de la presencia de alcaloides en la rana

Eleutherodactylus johnstonei.
Nombre del proyecto 6: Morfologia ovdrica y desarrollo de los oocitos de

Eleutherodactylus johnstonei

Con esta aprobacién, el investigador debe solicitar los permisos de uso de fauna silvestre antes las
entidades de control ambiental, ya sea CVC, DAGMA y/o Ministerio de Medio Ambiente y

Desarrollo sostenible.

La presente se firma, el dfa (25), mes (Febrero), del afio (2013)

w /

Gabriel Jaime Echevérri, M.D
Presidente ~CIECUAE- Universidad Icesi

Calle 18 No. 122-135
PBX: (57-2) 555 2334, Fax (57-2) 555 2245
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