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ANTECEDENTES

La enfermedad de Hirschéprung o megacolon congénito es un
padecimiento cuyo sustrato anstbmico reside en la ausencia
de los ganglios de Meissner y de Auerbach del rectosigmoi
des. Esta inervacidn anormal principia a nivel del esfin -
ter interno del ano y lo incluye extendiéndose en sentido
proximal en tramos de diversa magnitud (1). La presentacién
més frecuente es aquella gque incluye el recto y la zona in
ferior del sigmoide.

un nlmero pequefio de pacientes tiene sbdlo un minimo segmen
to aganglionar, limitado al recto por debajo del suelo pél
vico; en el 15 al 25% de los casos la agongliosis rebasa
el sigmoide en zentido proximal y en algunos casos incluye
la totalidad del colon y la parte distal del ileon.

Cuando no se encuentran ganglios en la zona afecta se ob -
cervan grandes troncos nerviosos entre las fibrés circula-
res y longitudinales del colon, espeociazlmente en la zona
mds distal (2).

notas fibras nerviosas han sido identificadas como adre -
nérgicas‘y colinérgicas y por microscopia electrénica se
han identificado como funcionales.

BEl recto distal aganglionar contiene mis nervios parasimpi
ticos que el recto normal al mismp nivel, pero en porcio-
nes ascendentes estos nervios disminuyen en nflmero.

Los nervios adrenérgicos o simpaticos normalmente estén en
intima relacibn con los ganglios, esta disposicibdn no se
da en el intestino aganglionar.

Existen también pruebas de que el sistema purinérgico inhi
torio falta en ¢l segmento aganglionar (3,4).

Se ha demostrado recientemente en tejidos de biopsia que -
existe un aumento de la actividad de la acetilcolinestera-
sa por medio de prucbas de tincidbn (5).

Estas alteraciones en la inervacibn modifica la motilidad
coordinada del colon y el acto de la defecacibn; y los po-

sibles mecanismos serian:



1) pérdida del peristaltismo coordinado de propulsibn por
la falta de células ganglionares.
2) pérdida de 1as relajaciéin eficaz por la ausencia de iner
vacibn simpAtica normal.
%) pérdida de la relajacidn del segmento aganglionar por
la ausencia de fibras purinérgicas.
L) aumento del tono motor incoordinado del segmento distal
por el aumcnto de loc nervios parasimpiticos.
5) pérdida de la relajacibn refleja del esfinter interno -~
cuando se distiende el recto.
El esfinter interno del ano se forma por un engrosamiento
de la fibra muscular circular continuacién de la capa homd
loga del colon terminal y esté incluido en el msculo es -
triado del esfinter externo del ano y del mfisculo puborrec
talis; este esfinter ticne la caracterfistica de mantener =~
en estado de "reposo" cierto tono, y ¢l mecanitmo de rela-
jacibn lo constituye el acto reflejo integrado por dilsta-
cibn rectal y posterior relajacibn del esfinter interno; -~
guedando entonces la continencia sureditada a los mlsculos
del esfinter externo y el elevador del ano, los cuales son
mlsculos voluntarios (6).
En la enfermedad de llirschsprung no se produce la relaja -
cién del esfinter interno al .distenderse el recto; inclu-
50 en forms paradbdjica en algunos cosos este aumenta de to
no., Este fenlmeno constituye uno de los elementos diagnbs-
ticos de la enfermedad, y que no se presenta en los casos
de megacolon adquirido y en estrefiimiento habitual,
De acuerdo a lo anterior la enfermedad de Hirschsprung se
puede manifectar en diversas formas de acuerdo al grado de
obstruccién.
En el neonato no hay expulsién de meconio o esta se retarda
nds de 24 o 48 horas; puede haber distensién abdominal, vb
mito de contenido variable; y a la introduccién de un dedo
en el recto se produce una evacuacibén "explosiva® de meco-
nio, esto puede evolucionar al estrefiimiento intermitente

0 a la obstruccibn intestinal y perforacibn.
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En el lactante o en el nifio mayor se presenta la forma cli
sica con abdomen globoso, estreiiimienio crénico y detencibn
o retardo en el crecimiento y desarrollo (7,8).

El diagnbstico se hace en base a historia clinica cuildado-
sa y se documenta con estudios radiogrhficos entre los que
se incluyen el colon por enema, la manometria y la bilopsia
rectal.

El tratamiento quirlrgico consiste en sustituir el scgmento
aganglionar por intestino sano; siendo las complicaciones -
de los diferentes procedimientos el estrefiimiento o grados
variables de incontinencia fecal (11),

otro pgrupo de padecimientos en los oue existe alteracibn
en la funcién del esfinter interno del ano lo constituyen
las malformaciones anorrectales altas; en ellas por defini
cibn no existe esfinter interno o este es de menor tamaiio
gue cn individuos normales (9).

Estos padecimientos tienen en com@in altcraciones de la fun
cibn del esfinter interno, dado en uno por anomalias en su
inervacidn y cn el otro por ausencia o disminucibén en el -
tamafio del mismo; esto determina en alpgunos casos grados
variables de estirefiimiento o de incontinencia fecal des -
pués de la correccidn quirGrgica.

La continencia fecal estf determinada también por otros fac
tores como son la intepridad de las vias nerviosas proce -
dentes de la médula espinal, de la actividad del esfinter -
externo del anc y de 1la hamaca puborrectalis; ademhs son -
factores importantes la madurez neurolbgica que habitualmen
te se alcanza a los 2 afios de edad, asi como la educacibn
y el establecimiento del acto reflejo de la defecacibn (10
11).



JUSTIFICACION

Demostrar la actividad "in vitro" del esfinter interno del
ano y del colon distal con mediadores quimicos:acetilcoli-
na,norepinefrina y adenosina cuya actividad es ya conocida
sobre los diferentes grupos nerviosos que regulan la acti-
vidad peristiltica del colon y del esfinter interno,debién
dose de realizar en anipmales de experimentacibn ya que no ~
es posible por la naturaleza del estudio realizarlo en se-

res humanogs.

OBJET IVO

1.~ Conocer y comparar el comportamiento fisiolégico del -
segmento distal del colon y del esfinter interno del coba-
yo a diversos neurotransmisores y buscar la curva de dosis
respuesta a 1os mismos.

2.~ Buscar indicadores de utilidad teraplutica de lg res-
puesta a neurotransmisores para abordar algunos de 1los pro
blemas clinicos de disfuncibn del esfinter interno,como se
ha sefialado en la enfermedad de Hirschprung,asi como en los

problemas regiduales despuls de su resolucibn quirGirgica.



MATERIAL Y METODO

11 cobayos machos con peso entre 600 y 700 gr,

Adenosina a concentraciones de 108 a 1679y

Clorhidrato de Norepinefrina a concentraciones de 10‘8
a 10°5 M

Acetilcolina a concentraciones de 'IO"6 a 1074 Molar

Solucibén de Krebs a 37 grados centigrados

Poligrafo Grass

Transductor dc¢ tensibn

Balanza de precisibn

0xigeno

Catéteres

Jeringas de 1 a 10 cc

Bquipo de cirugia menor

Atropina v
10 cajas de Petri

Estimulador eléctrico incorporado al transductor
Seda 4 - O

Hojas de bisturi

Pipetas de 10 y 50 cc

1 parrilla eléctrica

Agua bidestilada a 37 grados centigrados

1 centrifuga

METODO

Se sacrifica el cobayo con un golpe en la regibn cervical
e inmediatamente se diseca el esfinter interno del ano que
se separa Thcilmente del mfisculo estriado del esfinter ex
ternojy se extrae un segmento circular de aproximadamente

0.3 a Q.4 cm de espesor y se coloca en solucibn de Krebs



a temperatura de 37 grados centigrados;posteriormente se
abre la cavidad abdominal se exterioriza el colon distal
y se secciona un segmento circular de similares dimensio
nes al anterior y sé coloca en Krebs;luego ambos segmentos
son ligados por sus extremos de tal forma que se incluya -
el espesor de las capas que constituyen sus paredes y se -
montan en las cubetas del transductor de tensidn.

Las cubetas del transductor ticnen un sistema de recicla
je de agua a trives de su doble parcd que le permite con-
servar una temperatura constante de %7 prrados centfigrados
y su interior contienc dos electrodos conectados al esti-
mulador eléctrico y ze llenan (9 cc) de solucibn de Krobs
también a 37 grados centigrados.

Se dejan los segmentos en estudio a tensibdn de 1 gramo -
vor centimetro y se revisan los registros eléctricos para
identificar los trazos normales o basalesj;una vez que se
obtienen los trazos basales so agresa una dosis del far-
nnco en estudlo a cada cubeta y cuando se vuelve a norma-
lizar el trazo en el poligrafo se lava dos ocasiones con
solucibn de.Krebs permiticendo un reposo de 15 minutos;pos
teriormenté se le agrega una dosis de conzentracibn mayor
a la anterior realizando el mismo procedimiento de lavado
en cada aplicacidn.

Fn todos los casos se realizaron estudios simulténeos del
e¢sfinter intcerno del ano y del colon distal.

Previamente se realizd un estudio piloto con 10 cobayos -
quz no se incluyeron en el trabajo,para estandarizar la -
diseccibn,el montaje en el transductor de tensifn y el ma
nejo del poligrefo;los resultados preliminares fueron se-
mejantes a los que se obtuvieron en el estudio definitivo.
En el estudio inicial se incluyeron 4 hembras,y en el es-

tudio preliminar se uti;izb un cobayo morfinizado.



Bl montaje de los segmentos en el sistema queda ilustrado
como se muestra en la Fig. 1.

La sensibilidad para todos los sepmentos de colon distal-
fué de 0.% mv/cm y la velocidad del trazado de 15 mm/min.
La sensibilidad en el esfinter interno fué de 7.2 mv/cm
y el trazado a la misma velocidad.

La flecha situada en la parte inferior del trazado indica

el momento en nue sa arlica el neurotransmisor,
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RESULTADOS

A) Sometiendo el esfinter intsrno (EI) a estimulos eléctri
cos de 10 a 40 v no se modificé ni el tono ni la scti-
vidad espontdnea. rig 2

B) Diferen?ias entre 1os registros del colon distal (CD)
y del esfinter interno.t'ig 3 a y b,

Fig. 5 2 CD Sensibilidad 0.5 mv/cm



C) CLORHIDRATO DT NORWDTHRERTIHA (UEPT)
COION DISTAL (CD)
Sensibilidad: 0,9 mv/cm VYel, 15mm/sin

CONCENTRACTOH mv/cm mv/cm i
NEPT -
10-:’14 -5mm ~lymm -4,5 mm
10'7M -6mm ~5mm -5.5 mm
1076y -6mm -5mm -5.5 mm

-

1cm = 1000 ng
Relajncidén de corta duracibn.

No hny relacibén dosis respuesta. Fig.h4 a,b,yc.

Fig 4 a 10-8
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rig 4 ¢ 107
HOREPINEFRIMA

ASFINTER IN'ERNO (BI)
Sensibilidad 0.2 mv/cm 1 em = 200mg

Modificaciones minimas del tono basal- en 10'6M hasta de 50mg
Minims disminuciébn de las contracciones esponténeas en perio

dos de 30 a 60 segundor. Fig 5 a,b y .




D) ADENOSINA
COLON DISTAL

CONCENTRACION RELAJACION EN mm DE TENSION X
1078 M ~1.2 =5.0 =40 -4,0 -0.0 -2.1mm
1077 -1,0 -4.0 -6.0 =4.5 -1.0 -3,0mm
10"6 M -2.0 =440 =5.0 =4.5 <=0.6 -3.0mn
1072 meem 25,0 7.0 =ls5 —mem  ~5.1mm

8

Relajacibén de pequefia magnitud entre 107%a 10-5 M en for
ma dosis dependiente, con miximo hasta de 0.7 g de relaja

cibn fugaz de aproximadamente 30 segundos para---—-—--—--—--—-
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ar el estado vasal. Fig 6 a,b, ¥ C»

pig 6 a CD ADENOSTHA 10-0

= s

i

]

:

{ . F— +—7 :
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Fig 6 ¢ Adenosina 1076



1h
ADENOSINA
ESFINTER IN™+RHNO
Sensibilidad 0.2 mv/cm Velocidag 15 mm/min.
a 10

y sblo retrasa por un tiempo muy corto de 10 a 20" los dis

-0

Las concentraciones de 10 no modifica el tono basal

paros esponténeos (6 segmentos) Fig 7 a,b y c.
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E) ACETILCOLINA

ESFINTER INTERNO.Un segmento.

CONCENTRACION : TENSION BN mm
10"6 ’ 0 mm
1077 +5 mm
10—“ +8 mm
7
1077 +13% mm

Aumenta el tono basal ,aumenta la frecuencin de las con
tracciones espontlneasjel efecto es répidojen 10 segune~
dos ce obtiene la respuesta mixima y cn dos minutos prac

ticamente ha desaparecido. Fig & a,b,c,y d.

Fig 8 v
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Figi8 4

ACET ILCOLINA

COLON DISTAL.Un segmento

TONCEVTRACION TENSION EN wm BICO MAXINMO
10'6 + I mm 9
1077 + 6 mm "
1074 +10 nn 29
1072 +20 mm 40

Aumenta la amplitud de las concentracciones esponténeas.,
Recuperacibébn en dos minutos del tono basal,
Fig. 9 a,b,c,y d.
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CONCLUSIONES

1)

2)

3)

5)

El proceso esponthneo de tono y actividad esponténea es
mhs evidente en el colon distal que cn el esfinter inter
no, ya que se necesita que la sensibilidad para el regis®
tro sea mayor en la preparaci6n del esfinter internoy -
ademis ambas proparaciones tienen diferente comportamien
to compatible con las funciones de cada segmento.

E} mfisculo liso circular del esfinter interno no respon
de a estimulos cléciricos que en otras preparaciones -
mlsculo liso longitudinal del {leon) induce contracciones
hasta 3 a 4 gramos de desplazamiento.

La respuesta & acetilcolina como neurotransmisor excita -
torio ocurre en CD con en el ET; oin embargo hay varian -
tes importantes, 1la primera es que se requieren concen -~
traciones mucho mhs altas que en otras preparaciones; se~
gundo: la respuesta aunque similar en mabas preparaciones
muestra un componente que las parYiculariza: acetilcolina
aumenta la frecuencia de las contracciones esponténeas en
el esfinter interno, en cambio, en el colon distal aumen-
ta la amplitud de estas,

Norepinefrina y adenosina son neurotransmisores con accibn
relajante en el colon distal mientras que en el esfinter
interno s6lo retrasan momentineamente los disparos espén-
tineos de mayor desplazamiento y no afectan ¢l tono basal,
Es posible que la actividad purinérgica inhibitoria en el
esfinter interno sea mediada por otros neurotransmisores
como el AMP, el ATP 0 la sustancia "p"; por lo gue es con
venlente estudiar estas sustancias en preparaciones simi-
lares con el fin de encontrar un neurotransmisor que rela
je el esfinter interno y que tenga aplicacién en clinica
como la enfermedad de Hirschsprung en donde existe una
contracci6n sostenida del EI y del todo el segmento cold-

nico aganglionar.
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Una observacibn adicional acerca del comportamiento del -
esfinter interno es aque su actividad no ce modifica con la
ddicibn de naloxona en cobayos morfinizados; ni la atropina
ejerce efecto alguno en su actividad esponténea.

Otra linea de investigacibn posible seria la blsqueda de
sinergismo inhibitorio de neurotransmisores de actividad

simpAtica y purinérgica.

+
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2)

L)

5)

6)

7)

8)
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