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m Resumen

Palabras clave:
Antecedentes: Uno de los

avances mds importantes
en la investigacion del SII
ha sido el desarrollo de mo-
delos animales. Estos deben
presentar validez de apa-
riencia, constructo y pre-
dictiva, ademds de validez
interna (replicabilidad) y externa (generalizacién). Se
destaca el modelo de estrés crénico por evitacion

Sindrome de
intestino irritable,
modelos anima-
les, ratas Wistar,
validez externa,
México.

m Abstract

Background: Development
of animal models has been
one of the most remarkable
achievements for Irritable Bo-
wel Syndrome (IBS) research.
These models need to exhibit
face validity, construct and
predictive validity, as well
as internal (replicability) and external validity (ge-
neralizability). Among these models, chronic stress
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al agua -Water Avoidance- (WA) validado en ratas
mediante el desarrollo de hipersensibilidad visce-
ral, alteraciones de motilidad, ansiedad y activa-
cion inmune del colon, propias del SII.

Objetivos: Determinar la validez externa del WA
sobre la motilidad coldnica en ratas Wistar.
Métodos: Diez ratas-machos Wistar fueron ex-
puestas a WA y comparadas con diez no expuestas
(controles). Al final de cada sesion se determind el
numero de bolos fecales como estimacién de la re-
gulacién autondmica de la motilidad colénica. Los
datos se analizaron con un modelo lineal general
con muestras repetidas.

Resultados: Las ratas expuestas a WA presentaron
un nimero mayor de evacuaciones que las ratas
controles: 746 = 0.45 (IC95%: 6.51, 8.41) vs. 2.88
+ 0.45 (1.93 - 3.83), p < 0.001. Este incremento fue
debido principalmente al efecto del WA (no hubo
otra interaccién significativa). En los dos grupos
el nimero de evacuaciones fue maximo durante el
primer dia y luego disminuy6 progresivamente.
Conclusiones: La exposicion de ratas Wistar a es-
trés crénico con WA tiene validez externa como
modelo experimental para SII y nuestros hallazgos
en cuanto al ndmero de bolos fecales concuerdan
con la aparicién de alteraciones de la motilidad
propias del SII. El modelo es 6ptimo para estudios
de investigacion sobre dicho trastorno.

m Infroduccion

Los modelos animales para sindrome de intestino
irritable (SII) son ttiles para contrastar hipdtesis
de mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes de
dicha enfermedad en humanos! y aunque la cau-
sa exacta del SII continda siendo desconocida, la
teoria que prevalece es que existen alteraciones
del eje cerebro-intestino.? Recientemente se han
logrado avances significativos en la comprension
de dichos mecanismos fisiopatoldgicos.® A través de
los modelos animales, se pueden simular ciertas
caracteristicas clinicas, fisiopatoldgicas y de res-
puesta al tratamiento claves del SII,' estudiarse

induced by water avoidance exposure (WA) has
been validated in rats through increasing visceral
hypersensitivity, motility impairment, anxiety and,
colonic immune activity, all related to IBS.
Objective: To assess the external validity of WA in-
directly on colonic motility in Wistar rats.

Method: Ten male-Wistar rats were exposed to WA
and compared with ten Wistar rats not exposed
(controls). At the end of each exposure, the quantity
of fecal pellets were determined and considered as
a sign of autonomic regulation of colonic motility.
Data was analyzed with a general linear model for
repeated measures.

Results: Rats exposed to WA had higher number or
pellets than controls: 746 + 0.45 (95%CI: 6.51, 8.41)
vs. 2.88 £ 0.45 (1.93, 3.83), p < 0.001. The higher
number of pellets was related to WA exposure as
there were no other significant interactions. In both
groups, the number of pellets was higher during the
first day and then decreased progressively.
Conclusions: Chronic stress induced through WA in
Wistar rats, exhibits external validity as an experi-
mental model for IBS research and our findings of
increased number of fecal pellets coincide with the
appearance hypermotility related to IBS. The model
is optimum for research studies on this disorder.

bajo condiciones controladas e incluso generar
nuevas hipédtesis.* Durante el proceso de construc-
cién y desarrollo de un modelo experimental para
SII deben tomarse en cuenta primordialmente los
objetivos que se desean responder.:* Por ejemplo, si el
factor de estrés es agudo vs. crénico, psicolégico vs.
fisico, nacimiento vs. vida adulta.” Anteriormente,
los estudios en roedores sélo se habian enfocado
en los cambios transitorios durante las respuestas
nociceptivas al estrés agudo experimental,®’ de-
mostrandose que la capacidad de un factor de estrés
agudo para producir hiperalgesia visceral es depen-
diente del factor de estrés asi como de la suscepti-
bilidad individual, incluyendo aspectos genéticos
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y ambientales.! Un factor de estrés agudo de tipo
fisico produce una respuesta inmediata pero tran-
sitoria’” mientras que un factor de estrés agudo de
tipo psicolégico produce una respuesta retardada
hasta por 24 horas.® Sin embargo, es bien conoci-
do que el estrés crénico desencadena y exacerba
los sintomas del SII° e induce hiperalgesia visceral,
componente fisiopatoldgico importante en los sin-
tomas cardinales de este trastorno,' por lo cual se
requieren modelos animales que reproduzcan los
procesos fisiopatolégicos.

En cuanto a la evaluacién de un modelo ani-
mal para SII, esta sigue una metodologia rigurosa.
No se valida el modelo animal como tal, sino la
interpretacion de la informacién que surge a partir
del mismo.* Los tipos de validez que deben cumplir los
modelos animales para SII son los siguientes: 1.
Validez de apariencia que es la similitud entre la
sintomatologia que presenta el modelo animal y el
del SII en humanos; si bien el modelo no expresa
el cuadro clinico completo, solo manifestara los
sintomas cardinales;* 2. Validez predictiva, que
evalda la similitud farmacoldgica entre los medi-
camentos empleados, particularmente la habilidad
para actuar sobre el sintoma cardinal, encontran-
do una respuesta en el modelo similar a los retos
farmacoldgicos presentes en humanos;** y 3. Va-
lidez de constructo, que es la similitud entre los
mecanismos fisiopatolégicos del modelo animal y
del SIL.'* Por su parte la validez interna es la re-
plicacién del modelo bajo las mismas condiciones
iniciales y la validez externa es la generalizacion
del modelo donde cambia alguna o varias de las
variables independientes originales como ontoge-
nia, cepa, lugar, condiciones de alojamiento, etc.*
Ningin modelo animal durante su evaluacion
cumplira todas las validaciones descritas."* Su va-
lidez se restringe al objetivo general para el cual se
disend especificamente.* Mayer y Collins' revisa-
ron los principales modelos animales para SII des-
critos en la literatura hasta el ano 2002, los cuales
fueron divididos con base en aquellos cuya base
fisiopatolégica primaria radicaba en el sistema
nervioso central (estrés-memoria) o en el intestino
(dolor y memoria inmunoldgica) y de acuerdo a la
etapa perinatal o adulta. Con base en esta clasifi-
cacion e incluyendo los mas recientes modelos que
han sido descritos, podemos enumerarlos de la si-
guiente forma: 1. Base fisiopatoldgica en el sistema
nervioso central perinatal, como el estrés neonatal
psicolégico por separaciéon materna;!! o de la vida
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adulta, tales como el trastorno por estrés post-trau-
matico luego de choques eléctricos en las extre-
midades'?, psicosocial*!, evitacion al agua;® estrés
crénico-agudizado.”” 2. Base fisiopatolégica intestinal
perinatal por medio de hipersensibilidad visceral in-
ducida por irritacién mecanica o quimica del colon;'
de la vida adulta por medio de hipersensibilidad
visceral mediante colitis inducida por 4cido acé-
tico” y el modelo de enteritis post-infecciosa por
Trichinella spiralis.'®?*° Se destaca el modelo de es-
trés por evitacion al agua -Water Avoidance- (WA),
que ha sido validado en ratas mediante el desa-
rrollo de alteraciones tales como hipersensibilidad
visceral y somdtica, motilidad del colon (ntimero
de evacuaciones), ansiedad y activaciéon inmu-
ne del colon,’ en concordancia con lo observado
en el SII y se ha utilizado para evaluar mecanis-
mos de accién de nuevos medicamentos en este
trastorno.>*+?? Estudios en ratas han demostrado
que inyecciones intraperitoneales del factor libe-
rador de la corticotropina (CRF) acttan periférica-
mente estimulando la motilidad coldnica a través
de su receptor CRF-R1 y que la exposicién al es-
trés por WA, produce un aumento significativo de
la respuesta motora coldnica distal.?* Este modelo
presenta excelente validez de apariencia y de cons-
tructo para el SII° y los hallazgos concuerdan con
los estudios clinicos que reportan la aparicién y
exacerbacion de la sintomatologia gastrointestinal
durante eventos de estrés cronico sostenido a lo
largo de la vida cotidiana de los seres humanos.’

Un requisito indispensable para poder utilizar
el modelo de WA en nuestro laboratorio, es deter-
minar su validez externa. Por lo anterior, nuestros
objetivos fueron generalizar el modelo de WA para
SII determinando la validez externa sobre la moti-
lidad colénica en ratas Wistar, asi como comprobar
la robustez de los resultados en cuanto al niimero
de bolos fecales excretados en las ratas sometidas
a WA y comparadas con controles. El protocolo fue
aprobado por las Comisiones de Investigacion y
Etica de la Divisién de Investigacion de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM).

m Metodos

Animales: Veinte ratas-machos Wistar adultas ma-
duras (11 meses) de 251 a 289 g de peso, prove-
nientes del Bioterio del Departamento de Medicina
Experimental de la Facultad de Medicina de la
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UNAM con cede en el Hospital General de Méxi-
co, fueron mantenidas durante diez dias con ciclos
de luz-oscuridad invertidos (12 horas c/u), agua
y alimento ad libitum y fueron manipulados por
un solo investigador (VRM). Para su bienestar se
siguié la Norma Oficial Mexicana 062-Z00-1999
para animales de laboratorio. Previo a cada experi-
mento, se registrd el peso de las ratas para detectar
variaciones durante los 10 dias de la intervencion.’

Protocolo de estrés por WA: Posteriormente,
diez ratas fueron expuestas a estrés crénico por
WA, el cual consistié en colocar al animal en una
plataforma elevada en el centro de un tanque lleno
con agua (25°C), por una hora al dia durante 10
dias (Figura 1). Estas fueron comparadas con diez
ratas expuestas al mismo procedimiento pero sin
llenar el tanque con agua (controles). Inmediata-
mente al final de cada sesién (WA, controles), se
conto el nimero de bolos fecales excretados como
una estimacion de la respuesta de la motilidad co-
l6nica a la regulacién autonémica.?

Andlisis estadistico: Se realizd un andlisis de
varianza aplicando el modelo lineal general con
medidas repetidas (MLGmr) mediante un disefo
de dos factores: un factor fijo de dos niveles: WA
y controles; ademds un factor anidado intra-sujetos
correspondientes a los 10 dias del experimento.
El modelo fue ajustado empleando como covaria-
ble la calificacién de componentes principales del
peso de las ratas. Para el cdlculo de la calificacién
del peso se empled un andlisis de componentes
principales, resultando que con sdlo el primer
componente se explicaba 94% de la varianza de
los pesos de las ratas.

La variable dependiente fue el niumero de bo-
los fecales excretados. Se estimé el promedio de
bolos fecales para cada grupo y dia. Los resultados se
expresaron en promedio estimado con minimos
cuadrados ordinarios * error estandar (EE) e in-
tervalos de confianza de 95% (IC 95%). Se consi-
derd estadisticamente significativo un valor de p
< 0.05.

m Resultados

En el anélisis de varianza del nimero de bolos fe-
cales excretados con el MLGmr, las medias estima-
das para el factor grupo WA vs. control fueron 7.46
+ 0.45 (6.51- 8.41) vs. 2.88 + 0.45 (1.93-3.83),p <
0.001. En la Figura 2, se observa la variacién diaria
en el nimero de bolos fecales en ambos grupos. Las

M Figura 1. Fotografia de una rata en la plataforma central de una cubeta
llena de agua (WA).

evacuaciones fueron maximas el primer dia de ex-
posicién a la intervencion, entrando en un periodo
de estabilizacién entre el dia tres y seis para luego
disminuir progresivamente aproximadamente en
un 50% en ambos grupos (Figura 1).

En el contraste entre grupos WA y control se
observd diferencias significativas en la compa-
racion de promedios estimados por minimos
cuadrados de bolos fecales excretados por grupo,
la diferencia entre los grupos WA-control fue de
4.59 + 0.68 (3.25-5.93), p < 0.001.

El peso de las ratas no mostré tener influencia
sobre el promedio de los bolos fecales (p = 0.83)
por lo que no puede ser considerado una variable
confusora en el experimento y no muestra interac-
cién con los cambios de peso en el tiempo.

m Discusion

Nuestros resultados han demostrado que las ratas
sometidas a estrés crénico por WA presentaron
significativamente mayor nimero de evacuaciones
que las ratas controles, resultados que se encuen-
tran en concordancia con lo reportado previamente
por Bradesi y colaboradores,” demostrando asi la
validez externa del modelo.

El contraste entre grupos fue significativo
mostrando que el efecto de las dos condiciones di-
sefladas, estrés cronico por WA y control, fueron
muy diferentes. Deducimos que la diferencia en
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M Figura 2. Datos expresados como promedios obtenidos por minimos
cuadrados ordinarios + error estandar. El modelo fue ajustado por el peso
como covariable. (*Diferencias significativas para todos los dias; Dia 1: p=
0.003, Dia 2: p<0.001, Dia 3: p=0.013, Dia 4: p=0.004, Dia 5: p<0.001,
Dia 6: p=0.001, Dia 7: p=0.008, Dia 8: p = 0.011, Dia 9: p <0.001, Dia
10: p=10.002).

Control -O-

Medias estimadas de bolos fecales
(=)

Dias

la excrecién de bolos fecales en los dos grupos es
debida principalmente al efecto del estrés crénico
por WA y que el MLGmr no mostrd interaccion con
la covariable peso, descartando asi un efecto pro-
bable de la dieta sobre los resultados. Ademads se
cumple validez de apariencia para SII. El modelo
es consistente con los estudios clinicos que han
mostrado que el estrés psicolégico crénico lleva al
desarrollo y/o exacerbacion de la sintomatologia del
SIL.>10

Por otra parte, el nimero de bolos fecales
excretados fue mayor durante el primer dia en
los dos grupos, lo que nos indica que ademds
se encuentran implicados algunos otros facto-
res, como por ejemplo la neofobia.?* En las ra-
tas sometidas a WA el nimero de evacuaciones
mantuvo una meseta bastante constante hasta
el sexto dia para luego disminuir. Las ratas es-
tresadas tardan en adaptarse® al estimulo sobre
la respuesta motora colénica distal, aproxima-
damente seis dias, pero finalmente termi-
nan haciéndolo. Esto sugiere que ademds hay
otros factores implicados en el desarrollo de la
respuesta frente al estrés como puede ser la in-
tensidad e inicio de la exposiciéon al factor
de estrés. De hecho, las ratas controles
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luego de haber superado la neofobia®* también
disminuyeron la excrecién de bolos fecales pro-
gresivamente durante los siguientes dias. Sin
embargo, estd reportado en la literatura que la
exposicion al WA durante diez dias induce hi-
peralgesia visceral persistente por al menos un
mes.>

En nuestro estudio, tenemos ligeras diferen-
cias con lo reportado por Bradesi y colaboradores,’
principalmente en cuanto al niimero de evacuacio-
nes. Por un lado nosotros encontramos un mayor
numero de evacuaciones inicialmente y por otra
parte la disminucion de los bolos fecales entre el
primer y tltimo dia fue aproximadamente de 30%
en el estudio de Bradesi® vs. ~50% en el nuestro.
Adicionalmente, en nuestro estudio hemos repor-
tado la variacién diaria en las evacuaciones mien-
tras que Bradesi y colaboradores,’ sélo reportaron
los datos de los dias uno y 10. Estas variaciones se
pueden explicar tal vez por las diferentes condicio-
nes ambientales, el tipo de alimentacion, la validez
interna del modelo con ratas adultas jovenes mien-
tras que en nuestro estudio utilizamos adultas ma-
duras; ademds de que el periodo de habituacion
fue mucho mads largo en nuestro estudio, diez vs.
tres dias.’

Finalmente, el peso de las ratas, se mantu-
vo estable en la presente investigacion indepen-
dientemente de si fueron sometidas o no a WA,
hallazgo similar al reportado por Bradesi y cola-
boradores,’ lo cual indica que este no es un factor
en las diferencias en el nimero de bolos fecales
excretados.

En conclusién, hemos logrado adaptar el mo-
delo de WA a las condiciones ambientales propias de
nuestro laboratorio, ademads de utilizar un modelo
de anadlisis estadistico mucho mds estricto*® que
el empleado previamente durante la validacion de
este modelo.® Nuestros resultados son muy robus-
tos principalmente en lo referente al incremento
significativo de los bolos fecales, lo que indica un
aumento en la motilidad coldnica distal por efecto
del estrés crénico. Por lo tanto podemos concluir
que la exposicién de ratas Wistar a estrés crénico
con WA tiene validez externa como modelo expe-
rimental para el estudio del SII y nuestros hallaz-
gos en cuanto al nimero de bolos fecales presentan
validez de apariencia ya que concuerdan con el
desarrollo de SII inducido por estrés cronico en
humanos.’ El modelo es éptimo para estudios de
investigacién sobre dicho trastorno.
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m Declaraciones/Reconocimientos

Los datos del presente estudio fueron presentados
como Cartel Distinguido durante la Semana Nacio-
nal de Gastroenterologia en Acapulco, el 15 de No-
viembre de 2010. Asimismo fueron publicados en
forma de resumen en la Rev. Gastroenterol. Méx.
2010;75(Supl.2):321.
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