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RESUMEN

Se describe un modelo experimental para evaluar la accion de drogas,
formulaciones medicamentosas 0 extractos vegetales sobre el transito gastrointestinal.
Se administran los compuestos problema a 4 ratones, 30 minutos antes de comenzar €
bioensayo, para asegurar la absorcion. Inmediatamente antes del ensayo se suministra
una solucion de sulfato de bario per os y se toman radiografias seriadas cada 30
minutos. Observando el progreso de la sustancia radiopaca en €l tracto gastrointestinal
puede evaluarse comparativamente la accidn de distintos compuestos entre si 0 respecto
a un grupo control. Este método posee ventgjas sobre otros ya descriptos al ser
incruento, reproducible, confiable y econdémico. Estas caracteristicas permiten su
empleo en forma rutinaria para detectar compuestos que evidencien una actividad
farmacol 6gica promisoria.

Palabras claves. Motilidad gastrointestina, modelo experimental, vaciado
gastrointestinal.

SUMMARY

An experimental model is described to evaluate drug action, medicinal
formulations or vegetable extracts on gastrointestinal transit. Test compounds are
administered to 4 mice, 30 minutes before beginning the bioessay to assure the
absorption. Immediately before the essay, a per os barium sulfate solution is given and
serial radiographies are taken every 30 minutes. Observing the progress of the
radiopague substance in the gastrointestinal tract, it is possible to evaluate the action of
different compounds among them or with respect to a control group. This method has
advantages on some others already described, since it is bloodless, reproducible, reliable
and economic. These characteristics allow their regular use to detect compounds that
evidence a promissory pharmacological activity.

Key words: Gastrointestinal motility, experimental model, gastrointestinal emptying.
INTRODUCCION

La diarrea es uno de los desordenes gastrointestinales de mayor prevalencia en
medicina veterinaria y una de las principales causas de mortalidad. Procesos agudos,
generalmente de origen infeccioso que cursan con sintomas disentéricos, provocan la
pérdida excesiva de fluidos, complicaciones y atraso en € desarrollo de los animales.
L os tratamientos, ademas de eliminar los agentes infecciosos o irritantes que provocan
la diarrea, deben compensar la deshidratacion y administrar drogas que disminuyan la
motilidad gastrointestinal.

La investigacion farmacéutica realiza esfuerzos dirigidos al descubrimiento de
nuevos compuestos farmacol 6gicos que actlen inhibiendo la motilidad gastrointestinal,
ya que controlan rgpidamente la pérdida de liquidos mejorando la absorcion de
nutrientes. Se utilizan numerosas estrategias farmacoldgicas y no farmacolgicas,
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incluyéndose una serie de medicamentos tradicionamente empleados tales como
antibacterianos, sustancias absorbentes, protectores de las mucosas, anticolinérgicos e
inhibidores de la motilidad intestinal. La fitomedicina, fuente de la mayoria de las
drogas que se utilizan en e tratamiento de distintas enfermedades, ha realizado
importantes aportes para el tratamiento de los trastornos gastrointestinales. Entre otras
plantas, pueden citarse: Limonium brasiliense, Psidium guajava, Dorstenia brasiliensis,
Cecropia pachystachya, Cissampelos pareira, Byrsonima crassifolia,Otholobium
mexicanumy Caesal pinia spinosa (Gupta, 1995).

El desarrollo de modernas técnicas de separacion y elucidacion estructural ha
contribuido de forma manifiesta a la identificacion de numerosos principios naturales a
partir de plantas. Una serie de ellos han mostrado importantes propiedades
antidiarreicas. Ta es e caso de agunas lactonas sesquiterpénicas, alcaloides
berberinicos y compuestos polifendlicos entre los que se encuentran flavonoides y
taninos condensados (Evans, 1995; Kuklinski, 2000).

Contar con un método experimental, econdmico, rapido y reproducible, para
evauar la accién de nuevos compuestos sobre e transito intestinal, es una de las
dificultades que se presentan en la investigacion y desarrollo de nuevas drogas. Se han
diseflado distintos modelos experimentales, algunos in vitro y otros in vivo que
permiten realizar este tipo de estudios. Por gjemplo, entre las técnicas in vitro podemos
mencionar € bafio de drganos (Cealvo Lapefia et al., 1989). Esta técnica requiere de
personal entrenado, empleo de drogas de buena calidad y preparacion minuciosa de las
soluciones. Los ensayos llevan mucho tiempo para su desarrollo y ademéas deben
sacrificarse los animales para extraer la seccion de intestino u 6rgano que se utilice para
el ensayo. Otro método permite registrar, mediante el ectrodos, la actividad eléctrica del
musculo liso in vitro como consecuencia de los cambios de potencial creados (Cejalvo
Lapefia et al., 1987). Los métodos in vitro poseen la ventaja que pueden cuantificarse
las respuestas o0 efectos en forma precisay se eliminan |as respuestas de caracter reflgjo
neural o de retroalimentacion neuronal .

Los modelos in vivo, permiten conocer como reacciona €l organo por efecto de
una determinada droga y que respuestas fisiolégicas reflgjas provoca permitiendo
evaluar acciones colaterales. Midiendo el transito gastrointestinal, puede determinarse
la accion de las drogas sobre la motilidad intestinal. Este método, utilizado por varios
autores (Yamazaki et al., 2000; Gorzalezany et al., 2001), consiste en administrar
charcoal en ratas que se sacrifican en distintos periodos de tiempo. La sustancia
administrada es visible a través del intestino, permitiendo medir la longitud del
desplazamiento a través del tiempo. Purdon y Bass (1979) evaluaron € trénsito
intestinal administrando una suspensién de Ba™**S0, a ratas de distintos grupos que
fueron sacrificadas a los 15, 30, 60 y 120 minutos. El tracto digestivo fue extraido y se
ligd dividiéndolo en distintos segmentos para medir la radioactividad en cada uno de
ellos. Este método permite determinar la capacidad de vaciado gastrointestinal de los
distintos grupos a comparar € porcentaje de radioactividad presente en cada segmento.
La colocacion de electrodos en reticulo, rumen, abomaso y duodeno permite medir las
contracciones por unidad de tiempo (Plaza et al., 1996).

Los métodos descriptos requieren de persona atamente entrenado,
equipamiento adecuado y drogas de alto costo, como es el caso del Ba'**SO,. En
algunos casos es necesario realizar una cirugia previa para colocar los electrodos y en
otros se requiere del sacrificio de los animales.

Teniendo en cuenta estas dificultades en este trabajo se describe un método
radiografico que permite evaluar los efectos de drogas o extractos sobre €l vaciado
gastrointestina en ratones. El método es simple, econdmico, reproducible, incruento y
permite reutilizar los animales para nuevos ensayos luego de un periodo de descanso de
1 semana.
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MATERIALESY METODOS

Animales utilizados: ratones machos o hembras de 28-30 g de peso. Los animales deben
ser sometidos a un ayuno de alimentos y agua de 24 y 12 horas respectivamente antes
del ensayo.

Determinacion de la accion de una formulacion medicamentosa sobre el tiempo de
vaciado gastrointestinal :

Las drogas, extractos o formulas medicamentosas a ensayar deber estar disueltas
en un vehiculo apropiado y €l volumen total a administrar no deberé sobrepasar 1os 0,5
ml para cualquiera de las vias de administracion que se pretenda utilizar. Los animales
del grupo control seran administrados con un volumen igual del excipiente.

Los animales de cada grupo reciben el tratamiento y luego de un periodo de 30
minutos, para asegurar la absorcion de los compuestos a ensayar, a cada ratén se le
administra per os 0,8 ml de una solucion de contraste. Se comienzan a tomar
radiografias seriadas a tiempo cero y cada 30 minutos que permitiran realizar
eval uaciones comparativas sobre el progreso de la sustancia radiopaca através del tracto
gastrointestinal.

Durante €l ensayo, los ratones se colocan en jaulas individuales de
inmovilizacion de 2,2 x 9 cm construidas de polipropileno para que no interfieran la
imagen radiografica.

Dosis, viade administracion y preparacion de la solucion de contraste:

La solucidn se prepara disolviendo 1 g de sulfato de bario (Gastropaque 'S,
Lab. Temis — Lostalé S. A.) por cada 15 ml de agua destilada. Utilizando una sonda
gastrica se administra a cada animal 0,8 ml de la solucién.

NUmero de animales por grupo y ensayos a utilizar:

Un total de 5 animales por grupo es suficiente para determinar €l tiempo de
evacuacion gastrico e intestinal de los animales. Los ensayos deben repetirse hasta 4
veces para asegurar lareproducibilidad de la respuesta a los tratamientos.

Rayos X:
Se utiliza una potencia de 80 Kw, una penetracion 15 mA y un tiempo de

exposicion de 0,01 segundos.

Interpretacion de |os resultados:

Enlafigural (A-D) se muestra un g emplo del empleo del model o experimental
utilizado para determinar la accion espasmolitica del extracto acuoso (EA) obtenido a
partir de capitul os secos de Centaurea solstitialis. En el mismo ensayo se evaluaron los
extractos metandlico (EM) y cloroférmico (EC) obtenidos a partir del extracto acuoso
con € fin de determinar en cual de estas fracciones se encontraba e o los principio/s
activo/s de la planta.

En e gemplo de la figura se colocé un animal perteneciente a cada grupo para
facilitar las comparaciones con e grupo control (GC) a que solo se le administré
excipientes y se muestran solamente las radiografias tomada a los 0, 60, 120 y 300
minutos. Puede observarse que el vaciado géastrico se ha completado casi totalmente en
el estbmago del ratdn perteneciente al grupo control a los 60 minutos de administrada la
solucion radiopaca (Fig. 1B). Los estdbmagos del resto de los animales, tratados con los
distintos extractos, permanecen pletéricos y €l avance del contenido intestinal no es
muy importante respecto a las imagenes correspondientes de la figura 1A. En la
radiografia que correspone a los 120 minutos pos administracion de la sustancia
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radiopaca, se observa un importante desplazamiento de la misma en € tracto intestinal
del grupo control (Fig. 1C), haciéndose notoria la evacuacion en la Fig. 1D a los 300
minutos, mientras que en los animales pertenecientes a |os grupos restantes se observa
un moderado progreso del contenido intestinal sin evacuacion.

C

Fig. 1 (A-D): Radiografias seriadas de ratones pertenecientes a los grupos control (GC)
y tratados con extractos acuoso (EA), metandlico (EM) y cloroférmico (EC) de
Centaurea solstitialis tomadas a los 0, 60, 120 y 300 minutos respectivamente. Las
cuatro marcas radiopacas que aparecen en la parte inferior de los animales del GC en
todas las figuras, corresponden a una sefial de identificacion de la jaula de
inmovilizacion. Las figuras mostradas pertenecen a una de las cuatro repeticiones
efectuadas.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El modelo experimental descripto tiene ventajas comparativas respecto a otras
técnicas. Entre ellas puede sefidlarse que permite evaluar la accion de los compuestos
sobre todos los mecanismos de regulacion de la actividad gastrointestinal al utilizar
animales in vivo. El tiempo de vaciado gastrico y de la evacuacion total de la sustancia
de contraste puede medirse sin dificultad y no es necesario sacrificar a los animales
como en otras técnicas que utilizan animales in vivo. La permanencia de los animales
dentro de la jaula de inmovilizacion permite el manegjo préactico de los distintos grupos
durante el ensayo. No hay necesidad de redlizar cirugias previas, utilizar sustancias
radioactivas o emplear técnicas de diseccion posteriores. El tamafio de los animales de
experimentacion utilizado requiere cantidades muy pequefias de los compuestos a
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ensayar, hecho que resulta de interés cuando se utilizan compuestos de dificil o costosa
purificacion. Utilizando varios grupos de ratones pueden ensayarse varios compuestos
al mismo tiempo. EI método es incruento y permite la reutilizacién de los animales para
nuevos ensayos luego de un periodo de descanso de una semana.

En conclusion, e método permite comprobar en forma répida, econémica,
confiable y reproducible la accién de drogas, formulaciones medicamentosas o
extractos vegetales sobre €l tiempo de vaciado gastrointestinal.

Teniendo en cuenta que la investigacion y desarrollo de medicamentos requiere
el ensayo de un gran nUmero de compuestos o formulaciones, se informa la capacidad
de diagndstico de este método. Sus caracteristicas permiten utilizarlo como una técnica
de rutina para determinar, a través de andisis comparativos de las imagenes
radiograficas, la actividad inhibitoria potencial de distintos compuestos en forma
simultanea sobre el transito gastrointestinal.
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