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RESUMEN

NIEVES GONZALEZ, JANNINA ARACELI. Modelo experimental animal
para el estudio IN VIVO de 1a c&lula muscular lisa visceral-
del c¢olon distal del perro., (baje la direccidn de: Richard
Awad, Renato Olvera y Norma Pérez).

El objetivo de este trabajo fué desarrollar un modelo animal
experimental consciente, sin anestesia, que permitiera cono
cer eventos eléctricos del colon que se presentan en la dia
rrea.

Se entrenaron 4 perros criollos de ambos sexos, condiciondndo
1os para el estudio de Ta actividad eléctrica de la célula mus
cular lisa visceral in vivo. Se les mantuvo en &ptimo esta
do de salud_y adaptados a cautiverio asf como a 1la ingesta de
una dieta balanceada de 1200 Kcal. Las etapas de socializa
cidn y adiestramiento fueron de 7 meses. Se diseflé y constry
yG un dispositivo con electrodos que permiten registrar la ac
tividad eléctrica y mecdnica del recto y el esfinter anal in
terno, VYa adiestrado el animal, se registrd la actividad eléc
trica basal durante una hora, se suministrd su dieta normal, y
se registrd durante otra hora la respuesta postprandial en 7 ex
perimentos. Los eventos eléctricos registrados mostraron am
plitud y frecuencia caracteristicos.

De 1o anteriormente expuesto, se concluye que se ha obtenido-
un grupo de perros aptos para estudios electrofisiolégicos del
colon, que al estar sin anestésicos presentan integridad en la
neurotransmisién, permitiendo asi conocer dichos eventos eléc
tricos en forma mds exacta.
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INTRODUCCION

La diarrea es una de las principales causas de mortalidad en-
Tos habitantes de México y pafses en desarrollo, por lo que es
necesario profundizar sobre sus mecanismos bdsicos asi como su

prevencidn y curacitn. (31)

En medfcina veterinaria dentro de las pequeiias especies, las -
enfermedades gastrointestinales de cualquier etiologia siguen

siendo las causas mds comunes de muerte. (28)

Recientemente fueron revisados l1os avances experimentales y la
patolngia sobre diarrea, 'y llama la dtencidn la falta a nivel
mundial, de un modelc experimental que IN VIVO, pueda ser -
utilizado para el estudio de la diarrea por agentes externos

tales como la amiba.(29, 33)

Un modelo animal es un organismo viviente en el cual puede ser
estudiada su biologia o comportamiento o bien, puede ser --
investigado un proceso espontdneo o inducidoe, y en el que di
cho fenémeno se parece en uno 0 m&s aspectos al que sucede en

humanos u otras especies.(2t1)

Para poder establecer un modelo animal, es necesario apegarse
a 1o establecido por la comisién de &tica sobre estudios en --
animales.(11,13,21) En nuestros estudios, el anji
mal no sufridé ningiin dafio fisico o psiquico, por 1o que si €5

te hacia manifiesto su deseo de no seguir participando en el -



3
proceso experimental para el estudio, se suspenderia de inmedia
to; no fué sacrificado, ni quedé con impedimento para el desa--
rrotle de su vida normal y cooperd para realizar estudios elec
trofisiolégicos en colon, mismos que ya se han realizado en ani

males bajo anestesia. (10, 26, 32)

Independientemente de que la especie animal sea carnivora, her
bivora u omnfivora, el colon varfa su forma considerablemente.

(1,4,19)

En el perro, el colon estd dividido en tres porcioneé: ascenden
te, transverso y descendente, las cuales estdn conectadas por -~
F]exuras, que no son tan aparentes comoc en la especie humana.
Se encuentra en la parte dorsal de la cavidad abdominal wunida
por el mesocolon. Mide aproximadamente 2 cm, de didmetro y 25
cm. de longitud. ET colon ascendente comienza en el esfinter-
ileoc6lico y termina en el &ngulo derecho de la flexura célica

derecha y tiene casi 5 cm. de largo,

E1 colon transverso forma un arco cerca de 7 cm. de largo. El
colon descendente es el segmento mds largo y se extiende de 1la
flexura cdlica izquierda al plano transverso pasando por la en-
trada péivica, donde se comunica con el recto por el esfinter -
anal interno. Es de aproximadamente 12 cm. de Targo y general

mente recto. (19)

La irrigacién ests dada por la arteria mesentérica braneal.y cau

dal y la inervaci6n por el plexo mesentérico craneal y caudal.
(19, 23)
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E1 Sistema Nervioso Entérico (SNE) como tercera subdivisidn --
det Sistema Nervioso Auténomo (SNA), difiere en estructura y -
funciona independientemente del Sistema Nervioso Central (SNC).
E1 .SNE y el miisculo liso visceral como drgano blanco efector,
constituyen las bases fisioldgicas del movimiento cSlico en el
actualmente denominado Sistema Neuro-Endocrino -Gastrointesti

nal. (4, 7)

La célula muscular lisa visceral presenta caracterfsticas espe
ciales en comparacidén con 'a capa muscular lisa encontrada en

vasos sanguineos, ureteros y uterino entre otros.

Es alargada, mononucleada, sin linea Z, con bajo contenido de
"miosina, y una alta relacién de superficie de volimen, ya que
la superficie disponible para intercambio con el espacio extra
celular es aproximadamente de 1 m./g de tejido, debido a 1la
presencia de invaginaciones de membrana, las cuales estdn en
estrecha relacién con las mitocondrias y el retfculo sarco-

pldsmico, en donde se sitia el calcio.

E1 mdasculo liso intestinal estd generaimente dispuesto en tres
capas: 1a muscular de la mucosa, 1la muscular circular, y la
muscular Jlongitudinal externa. Los cuerpos neuronales se
agrupan en ganglios interconectados con fibras nerviosas, que
al presentarse entre las capas musculares circular y longitudi
nal, ' se denominan plexo mioentérico o de Auerbach, y cuando
se encuentran entre el misculo circular y muscuiar de J1a mucmsa

se denominan plexo submucoso o de Meissner. (4, 2)
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tencia 1lamada Nexus, La onda lenta determina el sitio, fre
cuencias, direccidn del segundo ritmo eléctrico denominado - -
Spike; el cual es un evento eléctrico dencminado potencial de
Spike; debido a 1a entrada de calcio durante Ya fase midxima -
del potencial de accién, y produce ta contraccidn del mdsculo

liso circular. La frecuencia de estos potenciales no es espe
cifica y vari& de acuerdo a las circunstancias bajo las que se

encuentre el colon.(1,2,17,32)

La funcidén intestinal puede ser cuantificada por técnicas de -
electromiografia que detectan y registran sefiales eléctricas,
producidas por la actividad mec&nica de los misculos, estos -
-eventos electrofisiolégicos son una parte importante de los --

nuevos estudios sobre diarrea.(4,7,8,9,32)

En el colon del perro existen cuatro tipos distintos de even--
tos: ondas tentas, spikes, descargas largas y cortas de - - -

spikes, y descargas gigantes. (18,32)

Estas seflales eléctricas varfan en el periddo interdigestivo y
postprandial en perros normales y también cuando algdén agente

_‘externo estd presente. (1,17,32,33)

HIPOTESIS

E1 entrenamiento fisioldégico y en forma adecuada del perro, --
puede condicionarlo para el estudio de la actividad del misculo

visceral IN VIVO.



OBJETIVO

Entrenar perros seleccionados para permanecer inméviles, sin
excitarse, por un promedio de 4 horas a 10s que se les pueda
efectuar rectesigmoidoscopia y que ingieran sus alimentos sin
alterarse para obtener respuestas fisioldgicas postprandiales,
teniende el modelo apto para el estudio fisiolégico de la
actividad eléctrica de la célula muscular 1lisa visceral que
podrd ser utilizado para estudios electrofisiolSgicos sobre

diarrea.

MATERIAL Y METODOS.

Los estudios se realizaron en los Servicios de Medicina y Ciry
gia Experimental del Hospital General de México de 1a S. S., -
en donde se cuenta con una drea de internamiento con jaulas se
paradas de 2.87 m. por 0.50 m. por cada perrc y en condiciones
dptimas medic ambientales; también una sala de cirugfa y un -
laboratorio con una bomba de perfusidén y dos polfgrafos con

amplificadores y 4 canales.

Cuatro perros criclios obtenidos del centro antirrdbico, una -
hembra y tres machos, cuya edad calculada media, fué de 3+40.3,
con un rango de 2.5-4 ahos; y de 20-25 Kg. de peso, a los cua
.1es se les selecciond por dbciles. A su 1legada se les pragc
ticaron exdmenes coproparasitoscdpicos por el método de flota
cién y coprocultivos, para diagnosticar parasitosis,(12,29)

Posteriormente se suministré tratamjento, verificando a2 la vez
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que preservaran sy flora bacteriana normal, ya que é&sta ayuda-

a la instalacidén cdlica de ta amiba. (14,29)

Se realijzaron cultives bacteriolfgicos de heces directas y de-
“un raspado rectal, tanto en medios aerdbios como anaerdbios, -
dado que ta flora bacteriana normal estd constituida también -
por anaerébios obligados, bactercides, bifidobacterias, eubac
terias y fusiformes.(12,16,30) También se les aplicd un

programa de vacunacidgn.(16)

Estos animales fueron adaptados a cautiverio por 3 meses; pos
teriormente se les sometié a la etapa de socializacién, es de
¢ir, que el animal no tomara una actitud ni miedosa, ni agresi

va ante objetos, personas extrafias u otros perros. (20,27)

Asi el perro se familiarizd con el laboratorio donde se 1realij

zaron los estudios y con todo el personal del servicio.(20)

Se les adapt6é también a la ingesta de una dieta batanceada de
1200 Kecal {(cuadro i), de la cual consumieron entre 320-350 gr.
por dfa. Diariamente se pesaron las heces y se cuantificd -

la frecuencia de excretas.

Una vez adaptados. se inicid el adiestramiento para permanecer
en el laboratorio en un arnés, el cual permite mantenerlos pa
rados e inméviles; dicho arnés estd compuesto de cuatro mangue

‘ras de pldstico, las cuales se encuentran sujetas a un marco -
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que se encuentra sobre una mesa, que sirve para sujetaries las
cuatro extremidades al perro, y de este modo mantenerios para-

dos sin que éstas les molesten. (Fig. 4)

El adieétramiento se 1levd a cabo con estimulo positivo, lo --
que significa que en casovde querer bajar de la mesa o quitar

se el arnés, se le jala de un collar de castigoe y se tes pro~--
nuncia Ya palabra né, e fnmediatamente de que obedecen la orden
se les estimula con caricias y palabras suaves. Se les acos
tumbré a que permitieran la introduccién del rectosigmoidosco-

pio, introduciéndoles una sonda nelaton del mismo calibre del

dispositive. (21,27)

Diariamente se sacaron a un paseo matutino y se les realizaron

exdmenes clfnicos.
Esta etapa llevf aproximadamente 7 meses.

Previo a ia elaboracidn del dispositivo que nos permitié regis
trar 1a actividad eléctrica, se efectus 12 necropsia en un - -
perro obtenido de la sala de necropsias de 1a Facultad de Medi
cina Veterinaria y Zaotecnia de la UNAM, para confirmar las ca
racterfsticas marfolégicas internas del colon distal y el esfin
ter anal interno, y precisar la lTongitud de introduccidn del --

dispositivo en el canal rectal.

Este dispositivo consiste en una sanda de pldstico de calibre ~



10

12 FR que en su interior coﬁtﬁene 2z electrodos biporales (A},
de alambre de clorurc de plata de 0.09 mm., los que se exte
riorizan a través de dos pequefios orificios formando un par -
de anillos. Este dispositivo permite registrar la actividad
eléctrica en el esfinter anal interno del recto a § c¢m. del
margen anal y también un par de vias de perfusidn, conectadas
2 la bomba de perfusién (B), ademds de un globo inflable que-

activa el refieje anal inhibitorio. (4} (Fig. 1)

ina vez adiestrados los animales, se iniciaron los experimentos.
La preparaci6n del perro comenz§ 72 horas antes, proporciondn
dole una dieta blanda, casi nula e fibra cruda, por lo gque fa
cilita ta evacuacidn de heces (cuadro 2)}. Dentro de las 24 -
horas previas al dia experimental uno, se les suministrd una
dieta Ticuada (cuadro 3}, y se practicaron 3 enemas con agua
estéril, siendo el primero a las 7.00 horas, dando un dinterva
1o de 6 horas entre los dos enemas restantes, de tal modo que
12 horas previas al estudio el colon permanecié fisjolidgica

mente intacto. (i)

E1l dfa experimental Uno a las 7.00 horas, se prepara todo el
material (Fig. 2} y posteriormente al paseo wmatutino, se -
sitda el perro en 13 mesa de trabajo y el arnés; se les reali
za un tacto para revisar 1a limpieza del colon y se introduce
el rectosigmoidoscopfoc con vaselina Tiquida como Tubricante
para introducir e) dispositivo rectoanal a 10 cms. del margen

anal, o sea a2 nivel del esfinter anal interno. {Fig. 3)
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La regidn gldtea fué rasurada para colocar los conectores de -
Tos amplificadores y que se fijaron bien con tela adhesiva, ya
que el movimiento de la cola nos produjo interferencia en los-
trazos. En dicha regién se coloca también un electrodo indi-
ferente de aguja en Ta poercién subcutdnea para evitar interfe

rencia del medio ambiente.

Una vez conectados al polfgrafo (Fig. 4), se registrd la acti
vidad elé&ctrica basal por una hora, se suministréd entonces su
dieta de 1200 Kcal (310-350 g.) y se registr6 durante otra hg
ra la respuesta gastro:Gljca postprandial, y finalmente se reti

ré el dispositivo.

Dichos experimentos se realizaron 7 veces. Los trazos fueron
evaluados por andlisis visual en forma ciega en 1a Unidad de -

Medicina Experimental.

RESULTADOS

Los periodos de adaptacién y socialjzacién del perro, fueron -
de tres meses. Durante el adiestramiento no todos los anima
les respondieron de la misma manera y solamente hubo uno gque -
5e tuvo que sustituir puesto que no respondif a estas ctapas,

sin embargo, los otros respondieron favorablemente y sin inci

dentes.

De los exdmenes coproparasitoscGpicos realizados a los perros
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se pbserv6 gque a pesar de haber sido sometidos a tratamiento
con medicamentos desparasitantes, preservaron su flora bac-
terfana normal, puesto gue se obtuvieron crecimientos de - --

E. coli. Proteus mirabilis y Pseudomona aeuruginosa, que se

encuentran en forma natural en el intestino del perro, dado a
que la flora bacteriana representa un factor importante para-

el modelo experimental. (1, 16)

La frecuencia de excretas fué de 2-4/dfa y el peso promedio -

fué de 60.26 g.

Durante el adiestramiento se present6 contraccién del esffin
ter anal externo a la introducci6n de 1a sond2 nelaton, a ma
nera de rechazo, pero subsecuentemente hubo aceptacién a la

introduccidn de ta misma. (15)

Estos perros aceptaron tranquilamente, sin moverse ni jadear
en exceso, la introduccién del rectosigmoidoscopio y el dig

positivo rectoanal durante los experimentos.

E1 colon de los animales se encontré apto para el estudio, -
es decir, libre de materia fecal; no excretaron ni orinaron

durante el estudio.

La actividad eléctrica en el periddo preprandial (16 spikes;
amplitud 0.28 + 0.2mV), fué diferente que la obtenida en el-
perifdo postprandial (7 spikes); amplitud 0.29 % 0.09mV) en
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la frecuencia de Spikes y no en su amplitud (Fig.5,6; cuadros

6,7).

piscusion

Los perros soportaron perfectamente bien el tiempo de dura---
cidn del estudio, que comprende perifdo basal, ingesta de ali

mento y periddo postprandial

Los eventos eléctricos registrados fueron ondas Tentas y - -
Spikes cortos, los cuales mostraron amplitud y frecuencia --
caracteristicas, sin embargo fué preciso distingir los Lrazes
normales a los ocbtenidos por movimiento. Cuando hay movimien
to, el trazo registrado se manifiesta como multiples deflexio
nes conhtinuas y que corresponden visualmente con el movimien-
to del perroc y no presentan amplitud ni frecuencia caracterfs
ticos, el spike que es Ta sefial buscada es una deflexién anji
ca, ya sea positiva (Fig. 5), o negativa {(Fig. 7), indicando
Ta entrada de Ca a la célula y produciendo la contraccién -«
del misculo 1iso circular para el desplazamiento del contenido
intraluminal en direccién aboral, encontrada en cualquier mo
mento del experimento {fase preprandial o postprandial) y que
es totalmente independiente de) movimiento del perro. {Fig.5,

6,7)

La fijacidn de los conectores del amplificador en'la regidén -

glitea.fué importante, ya que si éstos no estaban bien fija-
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dos, et movimiento de 1a cola producia interferencia y los tra

zos obtenidos no eran caracteristicos.

La diferencia en los resultados obtenidos en el ndmero de - --
spikes durante los periédos pre y postprandial es la observada
con el tipo de dieta administrada, dado que 1a respuesta gastro
cdlica al consumo de aiimento,varia de acuerdo a la composi~«-
cign de 1a dieta, siendo las grasas el componente que estimula
la actividad motora del colon, actuande las protefnas y los --
carbohidratos como inhibidores 2 la respuesta gastrocélica(zg)
la dieta suministrada durante el experimento (Cuadro i}, no -

fué rica en lipidos.

Al haber obtenido datos satisfactorios en los trazos pre y - -
postprandiales, se puede afirmar que 1a metodologia desarroila
da para este modelo experimental es funcional y facilmente re
producible en nuestro medio, ampliando considerablemente las -
perspectivas de estudios fisioldgicos, hormonales y farmacolg

gicos sobre diarrea.
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Fig. 2 MATERIAL: VASELINA LIQUIDA, DEDOS DE -
BUANTE, JERINGA DE PLASTICO,
DISPOSITIVO Y GASAS.

Fig. 3 INTRODUCCION DEL RECTOSIGMOIDOSCOPIO
Y DISPOSITIVO.
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Fig. 4 PERRO EN EL LABORATORIO SUJETO A UN
ARNES CON EL DISPOSITIVO CONECTADO
A UN POLIGRAFO.
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Fig. 5 ONDA LENTA POR EL FLUJO DE SODIO CON 2
SPIKES DEBIDO A LA ENTRADA DE CALCIO A
LA CELULA MUSCULAR LISA.

fig. 6 ONDAS POR MOVIMIENTO DE LA COLA,
-NO CARACTERISTICAS.
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CUADRD 1

ALIMENTO BALANCEADO COMERCIAL

Proteina 25 % Minimo
Lipidos 6 % Minimo
Humedad 10 % Méximo
Fibra 5.5% Miximo
Cenizas 9 % Miximo
ELN » 44.5% Minimo

Kecal 1200 Kcal



Cantidad g

Carbohidratos

Protefnas

Lipidos

Energfa

Poite
400

100

24

616

24

CUADRD 2

DIETA BLANDA

Papa
200

34.96

Mantequilla
80

0.15

153.68

361

Total
650 g

34.96g

103.24g

177.849

1030.68 Kcal



Leche
Huevo
Zanahoria

Puré de
Manzana

172
Bolillo
Miel de
Abeja

Hojuelas
de Mafz

Mantequi
Ma

Total

Cantidad

2 piezas

50 g

45 g

20 g

10 g

17 g

12.59

25
CUADRO 3
DIETA LIQUIDA

Protefnas Lipidos Energfa Fibra
9 g Kecal cruda
33.80 34.5 637.7
14.8 10.5 150
0.21 0.15 26.17
0.5 113.64 2.69
1.8 0.05 57.45 G.08
0.04 32.64 0.05
1.19 59.16
12.5 112.5 0.16
51.09 57.7 1190.06 2.98 (*)

- {(*).: Considerar - 1.44 porque es previamente colado.
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CUADRD 4

FLORA MICROBIANA DEL COLON DEL PERRO

POR GRAMO DE CONTENIDO {Log. 10)

Anaerobios 8-9
Enterobacterias ' 8-9
Estreptococos 7-8
Lactobacilos 8-9

Espiroquetas , 6



FECHA DE

EXPERIMENTO

29

Junio

Julio

Julio

Agosto

Agosto

Sept.

Sept.

88

88

88

a8

88

88

88
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CUADROD 5

IDENTIFICACION DE LOS ANIMALES

CLAVE

CEXP8BPCO1

CEXP88BPLO2

CEXPEBPCO3

CEXP8BPCO4

CEXPBBPCOS

CEXPBBPCO6

CEXPBBPCO7

NOMBRE

Chica

Guffi

Colocho

Negro

Chica

Guffi

Colocho

EDAD
AROS

2

2

SEXO

hembra

macho

macho

macho

hembra

macho

macho

TALLA

mediana

mediana

mediana

mediana

mediana

mediana

mediana

PESO
KS.

23

24

20

20

23

24

20



CLAVE

CEXPBBPCOL
CEXP88PCO2
CEXPBBPCO3
CEXP88PCO4
CEXP88PCO5
CEXPBBPCOE

CEXP88PCO7

28

CUADRD &

RESULTADOS EN EL PERIODD PREPRANDIAL

FRECUENCIA AMPLITUD AMPLITUD
SPIKES POR SPIKES MEDIA/D.E.
myv my
3 0.5,0.4,0.5 0.47+-0.06
3 0.2,0.5,0.4 0.37+-0.15
0
1 0.7 0.7
1 0.4 0.4
1 0.15 0.15
6 0.1,0.2,0.1, 0.13+-0.04

0.15,0.1,0.15

' DBSERVACIONES

Fig. &

Fig. 6

Fig. 7



ESTA TESIS MO DEBE
s SR DE LA BIBLIOTEL:

CUADRO 7

RESULTADOS EN EL PERIODO POSTPRANDIAL

CLAVE FRECUENC IA AMPLITUD AMPLITUD

SPIKES POR SPIKES MEDIA / D.E.
HORA my mv

CEXPB8PCO1 No se midid

CEXP88PCO2 No se midié

CEXP8SPCO3 . No se midié

CEXP8BPCO4 3 0.3,0.4,0.3 ’ 0.33+-0.06

CEXPBSPCOS 4 ) 0.4,0.3, 0.26+-0,11

0.2,0.1
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