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1.- INTRODUCCION

1.1.- ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DE LA CUESTION

A lo largo de los ultimos afios, el avance tecnoldgico en el drea quirurgica ha ido en
aumento, tratando de introducir mejoras y nuevos dispositivos que permitan cirugias mas
seguras y decisiones mas optimas. Una de las dreas mas desarrolladas en la tltima década
es la relacionada con la vascularizacion intestinal. El objetivo de los estudios es la
optimizacion de la vascularizacién a través de la aplicacion de compuestos que faciliten

la toma de decisiones.

La perfusion tisular es vital para la correcta funcién de los tejidos. Su preservacion es un
elemento clave en su integridad y la potencial cicatrizacién de una herida. De una
deficiente vascularizacién intestinal pueden derivar fendmenos de isquemia que
impliqguen perforaciéon por necrosis. Dentro de estas complicaciones posquirlrgicas

potencialmente graves destaca la dehiscencia anastomotica M (21,

Con el objetivo de disminuir estas complicaciones, se han utilizado diferentes sistemas
para valorar el estado de la vascularizacién intestinal. El mas clasico y extendido es la
evaluacion clinica del cirujano durante la intervencion en base a la coloracién tisular.
Otros parametros son: bioquimicos como el pH intramucoso, estudios radioldgicos como
la flujometria doppler o el uso de compuestos fluorescentes 2. Dentro de este Ultimo
grupo el compuesto mas ampliamente utilizado, en los Ultimos afios, es el verde de

indocianina (ICG) .

El ICG es un compuesto fluorescente que se distribuye de forma uniforme a través del
sistema circulatorio unido a la B-apolipoproteina, con un amplio margen de seguridad ©°/.
Su evaluacion clasica ha sido siempre mediante un sistema de valoracién analdgico en
base a una escala visual ®!. Esta escala gradua la vascularizacion en funcion del aspecto
que tiene el tejido y la luminosidad del verde que emite, mejorando enormemente la
valoracion visual del tejido. Sin embargo, permanece sujeta a la imprecision de la
subjetividad del observador, por lo que no permite objetivar de forma absoluta ni

independiente el grado de vascularizacion.
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1.1.1.- Factores relacionados con la isquemia intestinal

Se define como isquemia intestinal la situacion tisular que deriva de un insuficiente
aporte de oxigeno que impide desarrollar las funciones organicas basicas a ese tejido. La
saturacion tisular de oxigeno depende del aporte del mismo al tejido, papel desarrollado
por las arterias y arteriolas; y de la capacidad de drenaje sanguineo, papel desarrollado

por el sistema venoso.

Un insuficiente aporte sanguineo al tejido condiciona un insuficiente aporte de oxigeno,
que se traduce en una situacion de isquemia tisular. Este aporte debe estar en equilibrio

con el drenaje venoso del mismo.

Situaciones que disminuyan el drenaje venoso tisular condicionan un aumento de la
presion parcial de CO, como consecuencia del metabolismo celular. Si éste no es
eliminado del ambiente extracelular puede conducir a una situacion de acidosis que
conduzca finalmente a una muerte celular por no poder mantener las funciones celulares
basicas, como son la funcién de la respiracién y el mantenimiento de integridad de la

membrana celular.

1.1.2.- Factores relacionados con la dehiscencia anastomdatica

Se define como dehiscencia anastomodtica la pérdida de la estanqueidad de una
anastomosis, es decir, la desconexidn total o parcial de una unién entre dos estructuras
tubulares, sean o no anatdémicamente iguales, como consecuencia de una deficiente
cicatrizacion V1. Ello condiciona una fuga del contenido endoluminal a la cavidad que los

contiene, provocando una respuesta inflamatoria local y sistémica.

La viabilidad de una anastomosis viene determinada por una serie de condicionantes.
Entre estos factores destacan los relacionados con el paciente y los relacionados
propiamente con la técnica quirdrgica. A continuacion, se describen los mas

representativos 81,
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- Factores de riesgo asociados al paciente:

Sexo masculino.
[ndice de masa corporal (IMC) > 35Kg/m?.
Estado nutricional.

- Hemoglobina < 100 g/L.

- AlbUmina sérica <32 g/L.
Terapia neoadyuvante.

Estadio tumoral (Mayor riesgo a estadios mas avanzados).

- Factores de riesgo asociados a la técnica quirurgica:

Anastomosis colorrectales bajas (especialmente por debajo de los 7cm).
Uso de técnicas de valoracidn de la vascularizacion intestinal (ICG).
Tiempo quirdrgico.

Isquemia arterial por ligadura vascular.

Experiencia del equipo quirurgico.

1.1.3.- Relacion de la perfusion intestinal con la dehiscencia anastomdtica

De todos los factores descritos que condicionan un aumento del riesgo de dehiscencia

anastomotica, solamente 2 son modificables preoperatoriamente: el estado nutricional

y el IMC. Mientras que Unicamente uno, la valoracién de la vascularizacién intestinal, es

aplicable intraoperatoriamente.

El uso de distintas técnicas para optimizar la vascularizacion intestinal se ha relacionado

con una menor tasa de dehiscencia anastomatica 18!, especialmente mediante el uso de

compuestos fluorescentes como el ICG. El argumento es que el uso de la fluorescencia

permite modificar la actitud quirdrgica, seleccionando de una forma mas dptima los

puntos de seccion del intestino con los que confeccionar una anastomosis.
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A una mayor fluorescencia se supone una mejor vascularizacion, por lo que las
anastomosis se encuentran con mayor aporte de oxigeno y en mejores condiciones.
Disminuye el riesgo de una deficiente cicatrizacion que acabe en una fuga del contenido
endoluminal !, Es por esto que existe un enorme interés en la correcta utilizacién de los
compuestos fluorescentes y en su correcta cuantificaciéon. El objetivo es conseguir un
sistema de valoracién vélido, reproducible, comparable y seguro en la toma de decisiones

intraoperatorias.

1.2.- PRESION INTRAABDOMINAL

La presién intraabdominal (PIA) se define como la presion dentro de la cavidad abdominal
que resulta de la interaccion entre la fuerza ejercida por la pared abdominal y la que
ejerce su contenido 1%, Se trata de una medida dindmica que depende y oscila a lo largo
de los ciclos respiratorios, como consecuencia de la expansién y reduccién del volumen
de la cavidad abdominal con el movimiento diafragmatico, asi como lo hace también en
funcion del nivel de contraccién de la pared abdominal. Adn asi, tanto en el humano
como en el cerdo se considera que el valor medio normal de la PIA se encuentra alrededor

de los 5 mmHg.

Como consecuencia de modificaciones patoldgicas de la PIA podemos definir diferentes
situaciones clinicas como son la hipertension intraabdominal y el sindrome
compartimental. Se define como hipertension intraabdominal aquellos valores de PIA
iguales o superiores a 12 mmHg que se han obtenido en tres mediciones consecutivas y
tomadas en un intervalo de entre 4 a 6 horas entre ellas. Se define como sindrome
compartimental aquella situacién que es consecuencia de una hipertension
intraabdominal sostenida, con PIA iguales o superiores a 20 mmHg en 3 mediciones
diferentes y con un estado de relajacién abdominal acompafiante, que ademads asocia

una disfuncién orgénica como consecuencia de la misma (101 (11,
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Durante los procedimientos quirdrgicos laparoscopicos se aumenta la presion
intraabdominal como consecuencia de la insuflacion de CO,. Esto permite crear una
cavidad distendida para trabajar, minimizando el riesgo de lesionar estructuras sanas y
aumentando la identificacién de las de interés. Esta presidon se mantiene de forma
constante a través de un dispositivo de insuflacion autorregulable, fijando unos maximos

de presion y de flujo de entrada.

La insuflacién y creacién de la cavidad neumatica tiene un limite condicionado,
principalmente, por la elasticidad de la pared abdominal. Una vez alcanzado este limite
de distensibilidad, el aumento de la presidn intraabdominal se consigue a expensas de
disminuir el volumen intracavitario, lo que se traduce en una compresién de las visceras

y en una contraccién, mas o menos significativa, del volumen circulatorio.

Esta disminucién del volumen circulante y la compresion visceral directa lleva al colapso
vascular de los elementos mds comprimibles, especialmente capilares y venas, y si es
suficientemente importante, puede conducir a una reduccion de la presién de perfusion

arterial (PPA).

Se define como PPA la diferencia entre la presiéon arterial media (PAM) y la presién
intraabdominal (PIA) por lo que a mayor sea la PIA menor serd la presién de perfusion

tisular de los 6rganos de la cavidad abdominal 2,

1.2.1.- Respuesta fisioldgica a la hipertension abdominal

Ante un aumento de la presion intraabdominal se produce una compresién de todos los
elementos que se encuentran tanto en el interior de la cavidad como los que conforman
sus limites. Entre ellos cabe destacar el compromiso de 3 elementos fundamentales para
explicar la reduccion del flujo vascular, tanto a nivel local como de forma generalizada
(111 Son la compresidn vascular directa, la compresiéon diafragmatica y la compresion

directa sobre las visceras.
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1.2.1.1.- Consecuencias de la compresion vascular

El aumento de la presidon sobre la vascularizacién sistémica y asplacnica tiene
consecuencias tanto sobre el aporte vascular como sobre el retorno venoso. La
compresion de la vena cava inferior (VCI) reduce su flujo y el retorno venoso de las
extremidades inferiores y érganos intraabdominales al corazén. Produce una disminucion
de la precarga y la consecuente disminucién de los volumenes sistolicos, disminuyendo

el gasto cardiaco en los ciclos cardiacos posteriores 3],

Se define como gasto cardiaco el volumen sistélico (volumen eyectado por el corazén en
una contraccion) multiplicado por la frecuencia cardiaca (nUmero de contracciones por

minuto) 121,

Ademas, la compresion sobre la circulacion asplacnica provoca un aumento en las
resistencias periféricas, es decir, vasoconstricciéon a nivel de la microcirculaciéon vy
arteriolas distales. Este hecho compromete a su vez la perfusién renal por
vasoconstriccion de las arteriolas renales. Ambos factores pueden conducir al deterioro
progresivo de la funcidon renal, asi como un descenso brusco, o paulatino, de la funcion

cardiaca.

1.2.1.2.- Consecuencias de la compresion diafragmatica

La elevacion diafragmatica, por el efecto que ejerce la presion intraabdominal sobre esta
membrana muscular que separa el abdomen del torax, es responsable de provocar un
aumento en la presidn intratordcica, compresién miocardica y reduccion del retorno

venoso de la vena cava superior (VCS) 13!,

Todas estas alteraciones pueden provocar una disminucién del gasto cardiaco vy el
consecuente fracaso miocardico. También puede condicionar una diminucién en la
funcion pulmonar por escasa distensibilidad del parénquima ante el aumento de la

presion de la cavidad.
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1.2.1.3.- Consecuencias de la compresion organica directa

La compresion sobre las visceras abdominales de forma directa también afecta a su
circulacion. Se altera tanto la perfusion aspldcnica como su retorno venoso, lo que
conlleva una congestion venosa y una disminucion del aporte de oxigeno que puede

resultar en hipoperfusion que conduzca finalmente a una isquemia tisular irreversible 31,

1.3.- ANATOMIA DEL CERDO

La descripcién anatémica del cerdo es muy similar a la del ser humano. Sus érganos y
sistemas son analogos, es decir, permiten desarrollar las mismas funciones en los
diferentes organismos. Estos son también homdlogos, lo que significa que
anatémicamente las estructuras son las mismas. Esta comparabilidad de estructuras y
funciones convierte al cerdo un candidato ideal para el estudio de la vascularizacion

intestinal (141 (15}, [26],

En el presente estudio, es de gran importancia hacer referencia a las particularidades de
su anatomia, tanto de su aparato digestivo como de la vascularizacidn intestinal. Estas
particularidades permiten seleccionar unos segmentos determinados como los mas

idéneos para su observacion y estudio.

1.3.1.- Anatomia digestiva del colon y recto del cerdo

En el cerdo, el colon se diferencia en 3 porciones, el ciego, el colon propiamente dicho y

el colon distal, el equivalente al colon izquierdo del humano.

El ciego tiene una disposicion perpendicular respecto el ileon terminal, con presencia de
valvula ileocecal. Tiene una porcién caudal de mayor volumen que el ciego humano,
manteniendo las haustras y la presencia de 3 tenias, careciendo de apéndice vermiforme.
Es completamente movil y con posibilidad de medializarse e incluso lateralizarse al

hemiabdomen izquierdo.
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El colon porcino continua distalmente al ciego en una distribucion diferente a la humana,
comprendiendo lo que equivaldria al colon derecho, transverso y primera porcién del
colon izquierdo. Este colon se organiza en una doble espiral, una centrifuga y una

centripeta, denomindndose también colon espiral.

El colon izquierdo humano equivale a la porcidén distal del colon espiral que va desde éste
hasta el tercio superior del recto. Este segmento coldnico no tiene continuidad en forma
de sigma ni tampoco existe reflexion peritoneal. Distalmente el tramo final de colon se

continla con el recto del cerdo [20],
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Figura 1. Anatomia del aparato digestivo del cerdo adulto.
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1.3.2.- Anatomia vascular digestiva del cerdo

La vascularizacién intestinal del cerdo es también homdloga a la humana. El sistema
digestivo recibe aporte vascular a través de dos arterias principales, la arteria
mesentérica superior y la arteria mesentérica inferior. Su drenaje venoso es a través
también de dos vasos principales, la vena mesentérica superior y la vena mesentérica

inferior.

La arteria mesentérica superior es rama directa de la arteria aorta, situada por debajo del
tronco celiaco y superior a las dos arterias renales. Es la responsable del aporte vascular
del intestino delgado, ciego y del colon espiral. Su distribucidon a través del mesenterio
del intestino delgado es diferente a la humana. El cerdo carece de arcada vascular en su
mesenterio, siendo éste mucho mas delgado y fragil que el humano, con una importante

red vascular tubular a nivel de la submucosa intestinal.

La arteria mesentérica inferior es responsable de la vascularizacion del colon distal al
colon espiral y de irrigar hasta el tercio superior del recto. Esta se origina por debajo de

las arterias renales, previo a la bifurcacion de la aorta en las arterias iliacas comunes.

El drenaje venoso circula paralelamente a la vascularizacién arterial. El drenaje del ciego
y el colon espiral se realiza a través de la vena mesentérica superior, mientras que el
colon distal, el recto medio y el recto superior, lo hacen a través de la vena mesentérica
inferior. Del mismo modo que en la vascularizacién humana, la vena mesentérica inferior
drena ala vena esplénica, dando lugar al tronco esplenomesentérico. Este tronco venoso
se une a la arteria mesentérica superior y juntos forman la vena porta, principal aporte
vascular del higado. Esta vena termina en las venas sinusoidales y finalmente en forma

de sinusoides hepaticos .
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Figura 2. Anatomia vascular intestinal arterial del cerdo. Ramas de la arteria mesentérica superior (1-9). 1.- truncus
Jjejunalis; 2.- arterias jejunalis; 3.- arteria colica media;, 4.- arteria colica dorsalis; 5.- arteria iliocaecocolica; 6.- arteria
colica ventralis; 7.- ramus iliacus; 8.- rami caecales; 9.- arteria ileocaecalis; 10.- arteria colica sinistra. a.- duodenum;

b.- jejunum; c.- ceacum; d.- colon ascendens; e.- colon transversum; f.- colon descendens.

1.4.- DEFINICION Y METODOS DE ESTUDIO DE LA PERFUSION TISULAR

La perfusidn tisular se define como el aporte de hemoglobina oxigenada a los tejidos a
través del sistema circulatorio. Este aporte es fundamental para la funcion de los tejidos
y su disminucién puede provocar disfunciones organicas severas. Por este motivo, existe
un enorme interés por definir métodos con los que estudiar, y conocer, el grado de

perfusion que tienen los tejidos, bien sea con métodos directos o indirectos (7).

La medicién de la perfusidon permite establecer grados de isquemia y definir situaciones,
o valores de riesgo, que puedan acabar en una isquemia irreversible y en la pérdida, tanto
funcional como estructural, de los tejidos. Por esta razon, se han utilizado diferentes

meétodos que son los que se resumen a continuacion.
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1.4.1.- Escala de valoracion clinica

La valoracion clinica, o juicio clinico, es el método de toma de decisiones y valoracién mas
extendido en la practica clinica. Se basa en el aspecto que tiene el intestino, en su

coloracién, pulsatilidad y la presencia, o ausencia, de sangrado al seccionar el tejido.

Pese a ser un método subjetivo e impreciso ha sido el mas utilizado por su simplicidad,
aunque como gran desventaja tiene que es observador dependiente y se basa en la

experiencia personal del cirujano que toma la decisién.

1.4.2.- Pulsoximetria

El principio de la pulsoximetria se basa en aprovechar las propiedades fisicas de los tejidos
y su capacidad para absorber la luz con la que se iluminan. Se utilizan dos fuentes de luz
que emiten a distinta longitud de onda, a 660 nm y 940 nm y aprovecha la capacidad de
la hemoglobinay el agua libre, respectivamente, de absorber estas ondas [*8. A través de
un detector en el lado opuesto de la fuente de emisidn se puede calcular una ratio entre
la luz absorbida por la hemoglobina y el agua, dando como resultado un valor equivalente

a la saturacién arterial de oxigeno.

Se trata de un sistema muy extendido en la practica clinica habitual pero menos utilizado
en la midicién de la perfusion intestinal. Algunos autores han utilizado esta técnica para
demostrar cambios en la perfusion tisular del intestino durante las manipulaciones

quirdrgicas.

El problema de la pulsoximetria radica en que se trata de un sistema que mide
Unicamente la saturacion de hemoglobina y no permite medir el flujo sanguineo que llega

al intestino, ni la saturacidn intestinal es extrapolable a partir de la circulacién sistémica.
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1.4.3.- Ecografia Doppler

En algunos casos se ha utilizado la ecografia doppler aplicando el transductor sobre los
extremos de una anastomosis como método de valoracién de la perfusion tisular. Esta
técnica se basa en la diferente ecogenicidad que tienen los fluidos, en funcion de su
direccién y flujo, al ser estimulados por un emisor de ondas ultrasénicas (sonda
ecografica). La sensibilidad que demuestra tener la ecografia doppler en estos estudios
es de un 86%, inferior a la que presentan otras técnicas como la flujometria laser con

doppler 91,

Las limitaciones de este método es que requiere una exposicién arterial completa y
contacto directo con la misma, lo que puede reducir el flujo por la presidn ejercida.

Ademas, se trata de una técnica observador dependiente.

1.4.4.- Flujometria Idser con Doppler

La flujometria laser con doppler se basa en la medicion del cambio de frecuencia que se
registra cuando una luz laser es reflejada como consecuencia del movimiento de cuerpos

libres en el interior de un fluido observado, como los eritrocitos en la sangre 29,

La limitacidn de esta técnica es que precisa un fluido en movimiento. Esto es mas
plausible en medios arteriales o venosos de mediano calibre, pero mucho mas
complicado, e incluso imperceptible, en la microcirculacion tisular. Ademas, las pérdidas
de sangre y la reposicion de volumen tienen un efecto directo en la disminucién de la
sefial, lo que limita la técnica si el paciente presenta pérdidas hematicas importantes o si

recibe una resucitacién hidroelectrolitica excesiva durante el procedimiento.
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1.4.5.- Fotopletismografia

La fotopletismografia es un método no cruento que permite detectar cambios en el flujo
y el volumen sanguineo tisular. Su principio fisico se basa en la aplicacién de un
instrumento, en contacto con el tejido de interés, que combina un diodo foto-emisor y
un foto-detector. La luz emitida es atenuada en intensidad por la densidad del tejido y
reflejada por los elementos formes de la sangre en movimiento del tejido en contacto.
La sefial de salida puede ser regulada en amplitud, acoplada a corriente alterna para el
registro de la onda arterial pulsatil y a corriente continua para detectar los cambios lentos

del flujo sanguineo venoso 1?1,

La limitacién de esta técnica como elemento de estudio de la vascularizacion intestinal
es que no nos informa del estado de perfusion parietal del intestino, sino del flujo
sanguineo, arterial y venoso, que llega al mismo. Indirectamente es un buen marcador
de isquemia si detectamos que no existe flujo arterial, o bien si existe un compromiso en
el drenaje venoso, pero no traduce el grado de isquemia al que puede estar sometido un

tejido que tenga un cierto grado de flujo de perfusién.

1.4.6.- Medicion del pH intramucoso

La medicién del pH intramucoso (pHi), o tonometria, es un método no invasivo de
medicién del grado de hipoperfusidn tisular que se basa en la acidificacion del medio que
provoca el metabolismo anaerobio (principalmente lactico) como respuesta a la falta de

oxigeno 22,

El tondmetro estd compuesto de un catéter con un baldn siliconado en su extremo que
se rellena de una solucidn salina isoténica (NaCl). Este balén permite la difusion del CO;
entre el interior del globo y la mucosa en contacto. Para conocer el pH se requiere,
ademas, de |la concentracion arterial de bicarbonato ([HCOs]a). A través de los dos valores
obtenidos ([CO2] y [HCO3]a) y aplicando la ecuacién de Henderson-Hasselbach (pH: pHi =
6.1+ log'°[(HCO37)/(0.03 - p CO; - F)] donde F es un factor corrector tiempo-dependiente)

se obtiene el valor de interés.
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La medicion puede ser tanto intraoperatoria como posoperatoria, aunque la fiabilidad en
este Ultimo escenario es mucho menor, ya que no se puede asegurar con certeza la
correcta colocacion del tondmetro. Multiples estudios han correlacionado el valor del pHi;
con el riesgo de dehiscencia anastomdtica, demostrando que valores de pH; inferiores a

7,28 tienen hasta un riesgo 22 veces superior de acabar en un fallo de sutura 231,

1.4.7.- Métodos basados en la fluorescencia

En el campo de la fluorescencia se han utilizado principalmente dos compuestos para su
estudio. Estos son la fluoresceina sddica y el del verde de indocianina. Ambos tienen la
propiedad de la fluorescencia, es decir, son capaces de absorber una determinada
longitud de onda y emitir otra, detectable con una cdmara apropiada. La diferencia entre
ambos compuestos es que la fluoresceina sddica se excita dentro del rango de la luz

ultravioleta mientras que el verde de indocianina lo hace en el rango de la infrarroja 24,

El principio sobre el que se sustentan estos compuestos es en su capacidad de difundir
libremente por el torrente circulatorio, de manera que su presencia en los tejidos es
directamente proporcional a la sangre que contienen, en un equilibrio entre las entradas

y las salidas.

Es importante destacar que la cantidad de compuesto que tiene el tejido no equivale
exactamente a la vascularizacion del mismo, sino que resulta del equilibrio del aporte
vascular y del retorno venoso. A menor aporte sanguineo menor concentracion capilar
del compuesto. De forma inversa sucede con el retorno venoso, cuanto menor sea este,
mayor dificultad tiene el compuesto para abandonar el tejido por lo que éste se acumula

y emite mayor fluorescencia.
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1.5.- VERDE DE INDOCIANINA (ICG)

El verde de indocianina (Indocyanine Green o ICG por sus siglas en inglés) es un
compuesto sdlido, soluble, que presenta propiedades fluorescentes cuando es iluminado

por una fuente de luz a una determinada longitud de onda.

El ojo humano percibe la luz denominada “luz visible” que oscila en un rango de
longitudes de onda de entre 380y 750 nm. La luz infrarroja que se requiere para estimular
el compuesto se encuentra dentro del espectro denominado “infrarrojo”, un espectro
con longitudes de onda superiores, incapaces de estimular nuestros fotorreceptores de

la retina, por lo que es una luz “invisible” a nuestros ojos 12/,

La longitud de onda necesaria para estimular la fluorescencia del ICG es de 806 nm, lo
que provoca que el compuesto absorba esta onda y emita posteriormente su luz
caracteristica a una longitud de 830 nm. Esta luz puede ser capturada por una optica

apropiada, identificando su fluorescencia.

El ICG estd registrado y cuenta con el aval de la agencia espafiola del medicamento
(AEMPS), donde se expone su ficha técnica y su comportamiento tras administrarlo,
detallandose su farmacocinética, farmacodinamia, perfil toxico potencial, e indicaciones

de uso, que se resumen brevemente a continuacion P,

1.5.1.- Farmacodinamia y farmacocinética del ICG

El verde de indocianina muestra en sangre y plasma un maximo de absorcion nitidamente
definido en el rango de infrarrojos a 800 nm. A esta longitud de onda la densidad éptica
de la hemoglobina oxigenada en sangre es aproximadamente igual que la de la
hemoglobina reducida. Por ello es posible determinar la concentracion de verde de
indocianina en la sangre, el plasma vy el suero independientemente de la saturacion de
oxigeno mediante el grado de densidad déptica a 800 nm. Tras su administracion

endovenosa no muestra efectos farmacoldgicos a ningun nivel.
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Tras la inyeccién intravenosa el verde de indocianina se une rapidamente a las proteinas
plasmaticas, actuando la B-apolipoproteina B como transportador principal (95 %), lo que
permite su difusién a todos los territorios de la economia corporal a través del torrente
circulatorio, difundiendo a los diferentes tejidos del organismo en tan solo unos

segundos.

Su expresidn maxima se consigue entre los primeros 60 - 120 segundos, con una tasa de
eliminacién de la circulacién de entre 20 - 30 minutos. La eliminacién plasmatica muestra
un comportamiento bifasico con una semivida de eliminacién inicial (tx) de 3 a 4 minutos
y una segunda fase, con una ty, dependiente de la dosis, de aproximadamente de 60 a 80

minutos.

La captacién del verde de indocianina del plasma es efectuada exclusivamente por las
células del parénquima hepatico con una velocidad de captacion maxima (maximo

capacidad de transporte, o T,,) de aproximadamente 0,1 mg/minuto/kg.

El colorante se excreta en la bilis totalmente sin metabolizar y de forma no conjugada. En
funcion de la cantidad inyectada, la concentracién maxima en la bilis se alcanza tras
aproximadamente de 30 a 120 minutos. Dado que el verde de indocianina no se absorbe

en el tracto gastrointestinal, no es posible un ciclo enterohepatico.

Su administracion se realiza por via periférica en bolus, a una concentracion de 5 mg/mL

y a una dosis que oscila entre los 0,2 - 0,4 mg/Kg.

1.5.2.- Toxicidad del ICG

La dosis toxica calculada para el ICG es de 5 mg/Kg/24h, muy superior a la dosis de
administracion, incluso a la dosis potencial acumulada en caso de requerir de mas de una

administracion del compuesto.
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Las potenciales reacciones adversas que se han descrito, tanto en grupos como de forma

individual durante el uso del ICG, son las siguientes:

- Reacciones anafilacticas o urticaria en pacientes con y sin antecedentes alérgicos
a los ioduros.

- Encasos muy raros (<1/10.000) se han descrito espasmos coronarios.

- Encasos muy raros (<1/10.000) pueden aparecer tras la inyeccion de preparados
con verde de indocianina nauseas y reacciones anafilactoides o anafilacticas
(mayor riesgo en pacientes con insuficiencia renal).

- Muerte (< 1/330.000 pacientes).

1.5.3.- Indicaciones registradas y autorizadas del ICG

Las indicaciones recogidas en nuestro pais para la utilizacion del ICG segun la AEMPS son

las siguientes:

- Diagnostico cardiaco, circulatorio y microcirculatorio:
e Medicion del gasto cardiaco y del volumen de eyeccion.
e Medicidon de los volumenes de sangre circulante.
e Medicidon de la perfusion cerebral.
- Diagnostico de la funcién hepatica: medicion de la funcidn excretora del higado.

- Angiografia oftalmoldgica: medicion de la perfusion coroidea.
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1.5.4.- Contraindicaciones del ICG

Las contraindicaciones recogidas en nuestro pais para la utilizacion del ICG segun la

AEMPS son las siguientes:

- Hipersensibilidad al principio activo.

- Hipersensibilidad al ioduro de sodio.

- Pacientes alérgicos al yodo.

- Pacientes con hipertiroidismo clinico, adenomas tiroideos auténomos vy
alteraciones autdonomas focales y difusas de la glandula tiroides.

- Pacientes en los que el ICG se tolerd mal en una inyeccion previa.

- Prematuros y recién nacidos en los que esté indicada una exanguinotransfusion

por hiperbilirrubinemia.

1.5.5.- Métodos de andlisis del ICG

Desde su aplicacién en diferentes dreas de la medicina, diferentes autores han tratado
de mejorar la precisién con la que son interpretados los usos que le damos al compuesto.
En los siguientes apartados se describen 4 métodos que se encuentran en la industria

para ayudar a la correcta interpretacién del ICG.

1.5.5.1.- Métodos cualitativos

Del mismo modo que existe una escala de valoracién clinica, el ICG tiene una escala de
valoracion similar a la primera, que trata de categorizar la fluorescencia en un valor del 1

al 5 segun el tejido se vea mds o menos vascularizado.

La escala analdgica para el estudio del ICG fue descrita por Sherwinter et al. ¢! con Ia
intencion de minimizar la variabilidad en el juicio de la vascularizacién intestinal utilizando
el ICG. Su intencidn es categorizar la saturacion en una variable puntuada del 1 al 5 en
base a criterios de uniformidad y cantidad de verde percibida, de menos a mas, siendo 1

el segmento peor vascularizado y 5 el segmento mas vascularizado.
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Seroc 1 2 3
— Pink appearing but no Pink appeaning, pulsatiity of | Pink appearing bowel,
Clinical Dusky appearing Patchy appearing pulsatility or bleading cut mesenteric vessels, and puisatility of mesenteric
assessment edges bleeding cut edges but clinical | vessals, bleeding from cut
concem regarding viability edge of bowel
Fluorescence No uptake Patchy fluorescence Significantly hypofiuorescent | somewhat hypofiuorescent | Isofluorescent to all other
but homogeneous compared to other segments segments

Tabla 1. Escala de valoracion clinica y de fluorescencia propuestas por Sherwinter et al.

Este equipo investigador estratificd también la valoracion clinica para correlacionarla con
la valoracion analdgica del ICG, para establecer una comparacién entre lo que
cladsicamente ha juzgado el cirujano intraoperatoriamente y los cambios que plantean el

uso del ICG.

1.5.5.2.- Métodos cuantitativos

Con el objetivo de mejorar la precision con la que se evaldan las imagenes del ICG,
diferentes equipos investigadores han utilizado softwares determinados para ayudar en
la toma de decisiones intraoperatorias. El objetivo de estos softwares es la cuantificacion

del verde de indocianina, pero sin lograr detallar valores numéricos reproducibles.

De los 3 sistemas informaticos actualmente descritos, 2 tienen aplicabilidad
intraoperatoria inmediata, mientras que el tercero es una herramienta de analisis

diferido, utilizando imdagenes extraidas durante la cirugia.

Dentro de los 2 sistemas que permiten su aplicacién intraoperatoria destacan el software
propuesto por Diana M. et al, el VR-RENDER Perfusion® ?%) aplicado en cirugia abierta, y
el software integrado en el mismo dispositivo de emision de luz de MEDTRONIC®, el IR

EleVision™ [27],

El tercer sistema es el SPY-Q Analysis Toolkit™ (de LifeCell® Corporation, Branchburg, NJ,
USA), sistema de post-procesamiento de imagenes que permite aplicar el software sobre
cualquier archivo compatible con un documento de imagen, por lo que es independiente
del ambiente quirudrgico, ya sean imagenes obtenidas de una cirugia abierta o de una

laparoscépica 128,
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Los tres softwares tienen en comun el objetivo de cartografiar la intensidad tisular del
ICG. Las diferencias entre ellos radican en la forma como expresan sus conclusiones y
cémo procesan las imagenes para obtener las conclusiones que ofrecen. Para objetivar
la intensidad de luz infrarroja cada sistema utiliza unos determinados parametros para
establecer sus maximos y sus minimos y con ellos construir una escala relativa, o

porcentual, para cartografiar y estratificar las areas de mayor a menor saturacion de ICG.

1.5.5.2.1 Sistema VR-RENDER Perfusion® [26]

El sistema VR-RENDER aprovecha la intensidad luminica en el espectro infrarrojo del ICG.
A través de la intensidad de emisién de fotones a la longitud de onda determinada del
ICG, el programa establece cuales son las areas con maxima y minima emisién de fotones

infrarrojos.

Una vez establecidos el 100 y el 0 en funcién de la imagen, el programa estratifica la
emision de luz entre estos dos puntos extremos. Ofrece la saturacién relativa en cada
una de las areas en las que hay emision de fotones infrarrojos. El sistema atribuye del O
al 100 una escala de color. Esto permite dibujar un mapa de saturacién superpuesto a la
imagen quirurgica, lo que permite estimar, de forma relativa, el grado de vascularizacion

del tejido a tiempo real tras la infusién del ICG.
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R
§
\

Figura 3. Imdgenes ejemplo del funcionamiento del sistema VR-RENDER PERFUSION®. A la izquierda, la imagen tal y
como la lee el sensor de luz infrarroja en una escala cromdtica generada por el software a partir de los maximos y

minimos de vascularizacion. A la derecha, la superposicion de la imagen infrarroja con la de la cdmara de campo.

La limitacion de este método es que atribuye el maximo y el minimo dependiendo de
cada imagen. Esto disminuye la comparabilidad interindividual, ya que el maximo vy el
minimo puede variar entre cada persona, condiciones fisiolégicas, distancia y dosis de

ICG.

1.5.5.2.2.- IR EleVision™ [27]

Este sistema proupesto por MEDTRONIC® también utiliza la emision de fotones como
medida para la saturacion de ICG en la imagen. El software también permite el analisis
en tiempo real y cartografiar laimagen que se estd observando, superponiendo la imagen
infrarroja a la imagen con luz blanca gracias a un doble sistema de lentes independiente

gue trabaja a longitudes de onda diferentes.
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La diferencia con el sistema anterior radica en el valor maximo y minimo. Su
cuantificacion se realiza en “lumos”, una unidad arbitraria definida por el equipo
desarrollador del software informatico que, a través de un algoritmo, traduce la
intensidad de luz a una escala de luminosidad. Esta escala se encuentra abierta por el
extremo superior, mientras que el margen inferior es igual a 0, correspondiendo a

aquellas dreas que no emiten luz infrarroja.

El programa también ofrece una imagen cartografica asociando el maximo y el minimo a
un color determinado, estableciendo una escala de color que se sobrepone a la imagen

en tiempo real, ofreciendo informacion cuantitativa en base a valores relativos.

distal

Figura 4. Imagenes ejemplo del funcionamiento del sistema IR EleVision®. Las fotografias A y B hacen referencia a un
colgajo musculo-cutdneo en el que se superpone la sefial infrarroja obtenida en las imdgenes Cy D en escala de grises
a la imagen fotogréfica mediante cdmara, modificando la escala de grises a una escala cartografica que va del azul al

rojo intenso.
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Como limitacion de este sistema destaca que la escala de luminosidad se establece por
el equipo desarrollador, sin un maximo cerrado en un valor limite arbitrario. Ademas, el
minimo depende de las zonas que no emiten luz en el espectro infrarrojo. Este hecho no
depende solamente de |la ausencia del ICG, sino que cualquier organismo vivo, emite luz

infrarroja de forma natural.

1.5.5.2.3.- SPY-Q Analysis Toolkit™ [28l

Este es el Unico sistema de post-procesamiento de imagenes que no se basa en la
intensidad luminica, sino que analiza las imagenes que se obtienen durante la cirugia. Su

aplicacion es diferida y analiza las imagenes en una escala de grises.

El sistema analiza los grises en una escala cerrada del 0 al 255, desde el negro =0 al blanco
= 255. Este sistema, de forma similar a los previos, establece cuales son las areas de
mayor intensidad en esta escala, transformando el valor maximo en 100 y el minimo en
0. Permite estratificar la intensidad en una escala relativa de menor a mayor intensidad
y cartografia las imagenes en porcentajes asociando una escala de color de menor a

mayor saturacion.

Esto, del mismo modo que en los sistemas previamente descritos, disminuye la
comparabilidad interindividual, ya que el maximo y el minimo puede variar entre cada

persona, condiciones fisioldgicas, distancia y dosis de ICG.
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Figura 5. Imagenes ejemplo del funcionamiento del sistema Spy-Q Software®. La cdmara capaz de detectar la luz
infrarroja toma una imagen en escala de grises (A). Esta imagen se procesa mediante un software que traduce la escala
de grises a una escala de colores de menor intensidad (azul) a mayor intensidad (rojo) (B). Esta imagen puede

comparase con la imagen real (C) en este caso correspondiente a un colgajo de partes blandas en una mama.

La limitacién de este sistema recae, como en los anteriores, en atribuir un maximo y un
minimo absoluto a partir de los valores maximos y minimos de la imagen, aumentando la
variabilidad interindividual. Ademas, al procesar la imagen en una escala de grises tiene

el riesgo de perder sensibilidad para detectar cambios pequefios en la saturacién de ICG.

1.5.5.2.4.- SERGREEN

Nuestro grupo ha disefiado un nuevo programa informatico denominado SERGREEN. Este
programa, sobre la imagen en directo, permite cuantificar de forma clara, instantanea y
reproducible, la cantidad de fluorescencia (verde) que emite un tejido determinado tras

la administraciéon del ICG y por consiguiente su vascularizacion.
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Como describiremos en las siguientes secciones, el objetivo de esta Tesis Doctoral es
demostrar, en un modelo experimental, como el programa SERGREEN permite
cuantificar la saturacion tisular de ICG en situaciones de normalidad, detectar diferencias
en la saturacion de ICG y asegurar la comparabilidad interindividual en un modelo

experimental de isquemia intestinal y de modificaciones de la presion intraabdominal.
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2.- PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

2.- PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

2.1.- HIPOTESIS

El programa informatico SERGREEN, en un modelo experimental animal, permite
detectar diferencias en la saturacion intestinal de ICG en situaciones de isquemia i entre

diferentes presiones intraabdominales.

2.2.- OBJETIVOS

2.2.1.- Objetivo principal
Demostrar la capacidad del programa SERGREEN de cuantificar la saturacion intestinal de
verde de indocianina y detectar diferencias entre distintos escenarios clinicos, la

isquemia intestinal y la modificacién de la presion intraabdominal.

2.2.2.- Objetivos secundarios

Como objetivos secundarios potenciales de la aplicacion del programa SERGREEN en los

modelos analizados, se consideran los siguientes:

- Establecer las areas tisulares adecuadas para la aplicabilidad del programa.

- Determinar sila saturacidon de ICG tisular de los diferentes segmentos intestinales
es comparable.

- Determinar el valor medio de decrecimiento absoluto de la saturacién de ICG que
se relaciona con una isquemia tisular completa.

- Determinar el valor medio de decrecimiento relativo de la saturacion de ICG que
se relaciona con una isquemia tisular completa.

- Determinar la presion intraabdominal ideal con la que realizar mediciones

intraabdominales en un dmbito laparoscépico.

53






3.- MATERIALES Y METODOS







3.- MATERIALES Y METODOS

3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- TIPO DE INVESTIGACION

Investigacion de tipo experimental sobre animal de experimentacion.

3.2.- DISENO DEL ESTUDIO

Estudio con animal de experimental prospectivo controlado.

3.3.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se han utilizado como animales de experimentacién 8 cerdos de granja (raza Large-
White) de 30 a 35 kg de peso, de entre 2 y 4 meses de edad, 4 machos y 4 hembras, para
cada modelo de estudio. Los cerdos son importados al centro de experimentacion animal
por la empresa SPECIFIC PIGS S.L, con la documentacién de salud animal y permisos de

transporte en orden.

3.4.- CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio se realizé de acuerdo y con la aprobacién de la Comisién de Etica para la
Experimentacion Animal y Humana de la Universidad Autéonoma de Barcelona, a la que

esta afiliado nuestro hospital (Ref. CEEAH 10; 26-2016).

3.5.- VARIABLES DEL ESTUDIO

3.5.1.- Variable principal

e Saturacidn tisular de ICG (Escala cerrada del 0 al 255).
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3.5.2.- Variables secundarias
e Peso (Kg).
e Sexo (Macho/Hembra).
e Tiempo (Minutos).
e Presidon intraabdominal (mmHg).

e [squemia (Si/No).

3.6.- DESCRIPCION DEL PROGRAMA INFORMATICO SERGREEN

El programa SERGREEN se ha creado utilizando la herramienta informatica MATLAB-
2014b (R2014b, 8.4.0. 150421. 64-bit -maci64- September 15, 2014).

Las imagenes que se obtienen durante el procedimiento experimental se registran en
formato *jpg con el equipo de laparoscopia. Este formato es procesado por el programa
informatico descomponiéndola en tres matrices siguiendo la codificacién RGB (Red,
Green, Blue). Cada celda de cada matriz corresponde a un pixel con su respectiva
intensidad en estos tres colores. Todos los pixeles obtienen 24 bits, 8 en cada matriz, con

la informacion de los tres colores.

En la escala decimal, 8 bits se representan de 0 a 255 y es la forma con lo que se
representan estos valores. Al superponerlas da como resultado el color que se aprecia en
la imagen original. SERGREEN procesa la matriz correspondiente al color verde vy las
compara con las otras dos para determinar el color predominante. Todo pixel cuyo color
predominante no es el verde es descartado. De este modo se evitan falsas lecturas
originadas por reflejos ya que el color blanco es la composicién de los tres colores en su

maximo valor (R: 255, G: 255 y B: 255).
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El programa posee una herramienta principal con la que el usuario puede marcar un
rectangulo donde desee de la imagen y obtener informacién estadistica de la intensidad
verde de dicha regién. Permite exportar con un archivo tipo Excel, todos los pixeles
(puntos) dentro del rectangulo especificado. Ademas, genera una serie de documentos
de comprobacién de la imagen seleccionada: un grafico tipo boxplot, un histograma y un

resumen de los valores de tendencia central.

y Green Ivl
23

Browser 1.- Ciego2.jpg Coordinates

Predefined
Width 10
Height 0
Rectangle data
Mean 8175
Median 82
Range 17
Std. dev 36553
interq. range 45

Conf.inter 224684 81033

Data pre-analisis

Above value

Below value

1
actual rectangle 72 74 7% 78 80 82 84 86 88 20 92

Figura 6. Imagen representativa de la aplicacion del programa informatico. En la imagen superior (A) se aprecia el
cuadrado de 10x10 pixeles, resaltado por la flecha amarilla. La informacién del area de 100 pixeles de ese mismo
cuadrado se procesa por el programa y ofrece la informaciéon que se aprecia en el boxplot (B) y en el histograma

correspondiente (C).
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3.7.- DESCRIPCION DEL APARATAJE LAPAROSCOPICO

El aparataje de laparoscopia utilizado es la IMAGE 1 H3-Z Fl e IMAGE 1 HUB HD Camera
Control Unit SCB de la empresa Karl-Storz®. Este dispositivo, de uso experimental,

dispone de diferentes modos de imagen, Normal, Spectra Ay Spectra B.

El modo normal corresponde al uso de luz blanca visible, emitido desde una fuente de luz
Unica. El modo Spectra A y Spectra B corresponden al uso de luz infrarroja, con una
longitud de onda que permite estimular especificamente el ICG. El modo A procesa la
imagen recibida por la éptica, trabajando en el rango de la luz infrarroja, lo que permite
obtener en crudo la emisién fluorescente del compuesto, sin alteraciones. El modo
Spectra B modifica la imagen cambiando el color verde caracteristico por el color azul,

generando una imagen equivalente con otro color.

Los dos modos utilizados en el estudio son el modo normal y el modo Spectra A, que no

modifican la imagen que capta la dptica de laparoscopia.

3.8.- PROCEDIMIENTOS E INTERVENCIONES

3.8.1.- Protocolos de anestesia y eutanasia animal

Estos procedimientos son comunes para los dos modelos descritos, el modelo de

isquemia intestinal y el modelo de manipulaciones de la presion intraabdominal.

El animal de experimentacién es intervenido en la unidad de Cirugia Experimental del
Hospital Universitario Parc Tauli. Son intervenidos por el equipo de la unidad de cirugia
colorrectal del mismo hospital, con soporte del equipo veterinario del centro. El
procedimiento quirlrgico se realiza bajo anestesia general seglin el protocolo de

anestesia animal del centro de experimentacion.
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Se realiza sedacion mediante inyeccion intramuscular de Zoletilo 100 (2 mg/Kg Tiletamina
+ 2 mg/Kg Zolazepam), Xilacina (2mg/Kg) y Atropina (0,01 mg/Kg). Se canaliza vena
auricular y se inyecta propofol en bolus (1,5 mg/Kg). Una vez sedado vy relajado se
procede a la intubacidn orotraqueal. Se mantiene la sedoanalgesia mediante bomba de
infusién continua mediante propofol y fentanilo y se mantiene la fluidoterapia mediante

ringer lactato.

El animal se monitoriza en cada determinacién de imagenes, con control de la frecuencia
cardiaca (FC), tension arterial media (TAM) y saturacién de oxigeno (SatO,). Estas

constantes se registran previo a las manipulaciones quirurgicas y durante las mismas.

Una vez finalizado el procedimiento. los animales son sacrificados mediante la
administracion de cloruro potdsico por via periférica mientras se mantienen sedoa-

nalgesiados y relajados.

3.8.2.- Modelo de isquemia intestinal

El objetivo de este modelo es demostrar si el programa es capaz de detectar diferencias
estadisticamente significativas en un mismo segmento intestinal entre su estado normal

y su estado isquémico.

Para ello, es necesario crear un fragmento isquémico controlado sobre un segmento
intestinal de interés. Esto se puede lograr mediante la seccién completa de una arcada

vascular, con arteria y vena claramente identificadas.

En el cerdo, el mejor punto en el que lograr un control exacto de la isquemia tisular es a
nivel de la arcada de la arteria y vena mesentérica inferior, que provoca una isquemia

segmentaria Unicamente a nivel del colon izquierdo que se encuentra sobre las mismas.

Dado que el colon depende de dos arcadas vasculares diferenciadas, por una parte, de la
arteria mesentérica superior a nivel del ciego y del colon derecho, y por otra parte de la
arteria mesentérica inferior a nivel del colon izquierdo y recto superior, la seccién de la

arteria mesentérica inferior no deberia afectar a la vascularizaciéon del colon derecho.
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Por este motivo, ademas del estudio del colon izquierdo como control (pre-seccion
arterial) e isquémico (tras la seccion de la AMI), se estudia también la saturacion del colon
derecho como control del experimento, tanto antes de la seccién de la AMI como en

todos los tiempos de observacién tras la seccion de la misma.

3.8.2.1.- Grupo control

Este grupo hace referencia a todas las determinaciones sobre la saturacion del ICG que
se hacen tanto a nivel de la anastomosis del colon derecho como del colon izquierdo
antes de la seccidon de la arteria y vena mesentérica inferior. Consta de dos fases

diferentes, una fase abierta y una fase laparoscépica.

3.8.2.1.1.- Fase abierta

Se realiza una laparotomia media y se localiza el segmento de colon derecho y colon
izquierdo de interés. Se selecciona la segunda asa de colon derecho (espiral) y el
segmento de colon izquierdo que se encuentra en el centro de la arcada de la arteria y
vena mesentérica inferior. Se seccionan ambos segmentos coldnicos y se anastomosan
de nuevo mediante una sutura continua termino-terminal con seda 3/0. Tras la
confeccién de las anastomosis se cierra la laparotomia con una sutura continua de seda

0.

Figura 7. Anastomosis sobre el colon derecho (A) y sobre el colon izquierdo (B).
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Se colocan los trocares laparoscépicos, de 10 mm a nivel de mesogastrio lateral derecho
a la laparotomia media, para la introduccion de la dptica laparoscépica. Trécar de 5 mm
en flanco derecho y de 10 mm en flanco izquierdo para la introduccién del aparataje

laparoscépico.

Figura 8. Posicion y distribucion de los trécares con laparotomia media cerrada.

3.8.2.1.2.- Fase laparoscépica

Se introduce el aparataje laparoscépico y se trabaja a una PIA constante de 12 mmHg

controlada por un insuflador autorregulable.

Se inyecta el ICG a una dosis de 0,2 mg/Kg a través de una via periférica auricular y se
inicia el registro de video e imagenes. Se toman imdagenes en modo estandar y Spectra A
a partir de los 2 minutos tras la infusién del contraste, tanto de la anastomosis del colon

derecho como del colon izquierdo.
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3.- MATERIALES Y METODOS

Figura 9 Imagen laparoscdpica en modo Spectra A + ICG de anastomosis del colon derecho (A) e izquierdo (B) sin

manipulaciones arteriales. En la imagen B se diferencian 3 estructuras representadas por las letras A (colon izquierdo),

B (vejiga urinaria) y C (ciego lateralizado al lado izquierdo).

3.8.2.2.- Grupo de isquemia

Este grupo comprende todas las determinaciones de ICG que se hacen tras la seccidon de
la arteria y vena mesentérica inferior a lo largo de las 2h de observacion. Se analizaran de

forma separada y agrupada todos los tiempos de observacion.

3.8.2.2.1.- Fase abierta

Tras 30 minutos de la administracidon de la primera dosis de ICG, se accede a la cavidad
abdominal de nuevo a través de la laparotomia media previa. A nivel de la anastomosis
del colon izquierdo, se secciona la arcada de la arteria y vena mesentérica inferior 5 cm
proximal y 5 cm distal a la anastomosis, creando un drea de unos 10 cm sin

vascularizacion.
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3.- MATERIALES Y METODOS

Figura 10. Seccion de la arteria y vena mesentérica inferior. Arcada de la arteria y vena mesentérica inferior sefialada
antes de realizar la anastomosis sobre el colon izquierdo (A). Arcada vascular de la arteria y vena mesentérica inferior

seccionada (B). Segmento de la seccion de la arcada vascular (C).

Una vez seccionada la arteria se inicia un temporizador de 15 minutos y se cierra de nuevo

la laparotomia media mediante una sutura continua de seda O.

3.8.2.2.2.- Fase laparoscépica

Se administra de nuevo una dosis de 0,2 mg/Kg de ICG a través de la vena auricular. Se
toman imagenes en modo estandar y Spectra A a partir de los 2 minutos tras la infusion
del contraste, tanto de la anastomosis del colon derecho como del colon izquierdo

isquémico.

Este procedimiento se repite cada 30 minutos, en las mismas condiciones, hasta un

maximo de 120 minutos (135 minutos tras la seccion vascular).
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3.- MATERIALES Y METODOS

Figura 11. Imdgenes de la anastomosis del colon derecho a lo largo de todo el experimento en los 120 minutos de

isquemia, a partir de los 15 minutos de la seccién de la arteria y vena mesentérica inferior.

Figura 12. Imagenes de la anastomosis del colon izquierdo a lo largo de todo el experimento en los 120 minutos de

isquemia, a partir de los 15 minutos de la seccién de la arteria y vena mesentérica inferior.

66



3.- MATERIALES Y METODOS

3.8.3.- Modelo de modificacion de la presion intraabdominal

En este modelo se estudia la saturacion del IGC en 4 segmentos intestinales diferentes
(ciego, colon derecho, colon izquierdo y recto) y a 5 presiones intraabdominales

diferentes, a 10, 12, 15, 20y 30 mmHg.

El objetivo del modelo es ver si existen diferencias detectables en la saturacién del ICG
entre las diferentes presiones intraabdominales a las que normalmente se trabaja en
cirugia laparoscépica (entre los 10 y los 15 mmHg) y si hay cambios a presiones
intraabdominales superiores como los 20 o 30 mmHg. Otros estudios han demostrado
cambios hemodinamicos y a nivel de la perfusién de la mucosa como consecuencia del

aumento de la presion intraabdominal (20, 30 y 40 mmHg).

El modelo comprende 2 fases quirdrgicas, una abierta, para la colocacion del aparataje
laparoscépico, y una laparoscopica, donde se miden las saturaciones del ICG en los

diferentes segmentos y a diferentes presiones.

3.8.3.1.- Fase abierta

Se colocan los trécares laparoscopicos, de 10 mm a nivel de mesogastrio y trécar de 10
mm en flanco derecho y de 5 mm en flanco izquierdo para la introduccién del aparataje

laparoscépico.
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3.- MATERIALES Y METODOS

Figura 13. Disposicion de los trécares en el cerdo antes de iniciar la fase laparoscépica.

3.8.3.2.- Fase laparoscépica

La fase laparoscopica se divide en 5 tiempos de observacién diferentes. En todos ellos,
antes de la toma de las imagenes de interés, se administra una dosis de 0,2 mg/kg de ICG
y se espera 2 minutos tras la infusién del contraste para tomar las imagenes siempre en
el mismo tiempo tras la administracion y en el mismo orden, siempre en ciego, seguido
del colon derecho, colon izquierdo y finalmente el recto, con dos imagenes para cada

segmento, una en modo Normal y otra en modo Spectra A.

Figura 14. Ciego en modo Normal y Spectra A + ICG.
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3.- MATERIALES Y METODOS

Figura 15. Colon derecho en modo Normal y Spectra A + ICG.

Figura 16. Colon izquierdo en modo Normal y Spectra A + ICG.

Figura 17. Recto en modo Normal y Spectra A + ICG.

La primera determinacién de saturacion se hace a 10 mmHg. Partiendo del cerdo en
estado basal, sin neumoperitoneo, se insufla aire a un flujo de 3 L/min hasta conseguir
una presion uniforme de 10 mmHg con el insuflador autorregulable. Tras conseguir una
presion estable, se espera hasta la adecuacion de las constantes hemodindmicas para
qgue el animal se adapte a la nueva PIA. Una vez adaptadas las constantes, se administra

el ICG y se inicia la toma de imagenes en modo normal y Spectra A de la forma descrita.
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Este procedimiento se repite para las 4 presiones restantes, 12, 15, 20 y 30 mmHg,
dejando un tiempo entre la administracion de contraste y la nueva administracién de ICG
de 30 minutos exactamente, para asegurar el lavado del mismo del torrente circulatorio

y evitar imagenes de acimulo de contraste.

3.9.- METODO DE CUANTIFICACION Y ANALISIS DE LAS IMAGENES

Todos los procedimientos se registran en forma de video desde el inicio hasta el final, con
toma de imagenes estdticas en cada segmento y tiempo de interés. Estas imagenes son

procesadas posteriormente mediante el programa SERGREEN.

Utilizando la herramienta del programa de crear dreas de estudio predeterminables, se
analizan los segmentos de interés aplicando cuadrados con tamafios de 10x10 pixeles,
resultando en matrices independientes de 100 pixeles por cada observacion. De esta
matriz el programa genera un documento Excel®, un histograma, un boxplot y una

imagen de comprobacion para demostrar el drea que se ha analizado.

Para ofrecer resultados uniformes, el andlisis de las imagenes no se realiza en 1 Unico
punto, sino que se realiza un muestreo de 10 dreas diferentes, todas ellas con cuadrados
del mismo tamafio (10x10), resultando en un total de 1000 pixeles por imagen (10
cuadrados por cuadrados de 100 pixeles) lo mas préximos al centro de la imagen. Para
cada uno de los modelos de interés se detalla donde y cémo se han tomado las imagenes

que se procesan posteriormente.

3.9.1.- Andlisis de las imdgenes en modelo de validacion a 10 mmHg

En este modelo inicial las imagenes se procesan con el objetivo de determinar si el
programa es capaz de detectar diferencias entre dreas que corresponden a vasos
sanguineos visibles y areas que no contienen un vaso evidente y en que su apariencia de
verde es uniforme. El ojo humano es capaz diferenciar claramente estas estructuras que

quedan delimitadas por su diferente intensidad de verde.
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Figura 18. Areas con vasos visibles identificables por el ojo humano. Se resaltan en la imagen las dreas con vasos visibles

evidentes para destacar sobre qué se realizardn las determinaciones en este modelo.
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3.- MATERIALES Y METODOS

Figura 19. Areas de andlisis sobre ciego en areas sin vaso visible y de vaso visible evidente. Anilisis de imagen de ciego

donde se toman muestras con cuadrados de 10x10 sobre 10 dreas con vascularizacién uniforme sin vaso visible
evidente (A) y 10 areas que corresponden al trayecto de dos vasos sanguineos (B), siguiendo el esquema comentado

en la imagen previa.

Estos cuadrados se realizan sobre las porciones mas centrales de la imagen para cada

segmento y cada cerdo.

3.9.2.- Andlisis de las imdgenes en el modelo de isquemia intestinal

A nivel de la anastomosis, entre 1y 2 cm proximal y distal a la linea de sutura, se registran
10 areas de interés en todas las imagenes obtenidas, 5 en cada lateral, tanto del colon
derecho como del izquierdo, en areas de vascularizacidon uniforme sin vaso visible
evidente. Estas dreas son todas ellas de cuadrados de 10x10 pixeles. En total se obtiene

la informacién de 1000 pixeles por cada segmento de interés

72



3.- MATERIALES Y METODOS

Figura 20. Determinaciones sobre la anastomosis del colon derecho, proximales y distales a la misma a una distancia

de entre 1-2cm. (1). Determinaciones sobre la anastomosis del colon izquierdo, proximales y distales a la misma a una

distancia de entre 1-2cm (2).

Esto se repite en todos los tiempos de observacién tanto para el colon derecho como

para el colon izquierdo.

3.9.3.- Andlisis de las imdgenes en el modelo de modificacion de la PIA

En este modelo se analizan las imagenes de todos los segmentos intestinales para cada
una de las presiones de interés (10, 12, 15, 20 y 30 mmHg) siempre sobre areas sin vaso
visible evidente. Se realizan 10 determinaciones con cuadrados de 10x10 pixeles en las
porciones mas centrales de la imagen, obteniendo un total de 1000 pixeles por drea de

interés.

3.10.- METODOS ESTADISTICOS Y DE CALCULO

Se toma como variable principal la saturacién de ICG obtenida mediante la aplicacion del
programa SERGREEN sobre las imdagenes de interés. Para determinar si las distribuciones

siguen una distribucién normal se aplica la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Los resultados se expresan en forma de medias para cada segmento. Esta media de cada
segmento es la media muestral de los cerdos para cada segmento y cada tiempo de

observacion.
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Para comparaciones entre dos medias se utiliza la T-student, mientras que para
comparaciones entre diferentes medias se utiliza el test de ANOVA al seguir

distribuciones equiparables a la normal.

El modelo de isquemia intestinal permite el calculo del decrecimiento de la saturacion
del segmento isquémico respecto del normovascularizado. Describimos 2 decrecimientos

diferentes segln si los medimos de forma absoluta o relativa.

El Decrecimiento Medio Absoluto de la Saturacion del ICG (DMASI) se calcula como la
Saturacién Media de ICG del colon izquierdo PRE-Isquémico (MSIPrel) menos la Media de
la Saturacidon media de ICG de todas las determinaciones de saturacién del colon

izquierdo POST-Isquémico (MSIPostl).

DMASI = SMIPrel — SMIPostl

Describimos el decrecimiento medio relativo de la saturacion del ICG (DMRSI) que se
calcula como la unidad menos la divisién (odds) del drea no vascularizada (MSIPostl)
respecto la vascularizada (MSIPrel) del colon izquierdo. Esto se puede expresar como un

porcentaje de decrecimiento relativo multiplicandolo por 100.

MSIPostI)
X

DMRT = (1 " MSIPrel
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4 .- RESULTADOS

Se describen los resultados de forma separada para cada uno de los modelos descritos
en el apartado 3 de la seccion materiales y métodos. En primer lugar, se demuestran los
resultados del programa SERGREEN al aplicarse en un modelo de 10 mmHg sin
manipulaciones quirdrgicas, con el objetivo de establecer las dreas de saturacion mas

uniforme y sujetas a menor variabilidad.

En segundo lugar, se describen los cambios en la saturacion de ICG en un modelo de
isquemia intestinal. Por ultimo, se describen los cambios en la saturacion de ICG en un

modelo de modificaciones de la PIA.

4.1.- MODELO DE ANALISIS A 10 mmHg. APLICABILIDAD DEL PROGRAMA

Se han recogido los datos de los 8 animales de experimentacidon y de todos los segmentos
a excepcion del recto del cerdo nimero 7 debido a problemas en la interposicién del

liquido peritoneal y mala exposicién del recto.

Se analiza de forma separada las areas con vaso sanguineo evidente y las areas de
vascularizacién uniforme sin vaso sanguineo evidente a nivel del ciego, colon derecho,

colon izquierdo y recto.

4.1.1.- Resultados del andlisis en dreas de vascularizacion uniforme sin vaso visible

En las dreas sin vaso visible, a nivel del ciego a 10 mmHg los valores son de 91,5 (1C95%:
73,9-119,8), de 107,3 (IC95%: 91,7-122,9) para el colon derecho, de 130,3 (IC95%: 99,3-
161,2) para el colon izquierdo y de 118,1 (IC95%: 93,7-142,5) para el recto.

Las medias de cada cerdo para cada segmento a nivel de areas sin vaso visible evidente

se resumen en la siguiente tabla.
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Medias de saturacién de ICG en dreas sin vasos a 10 mmHg

Segmentos

Cerdo Ciego Colon derecho Colon izquierdo Recto
1 72,01 88,64 98,87 87,02
2 59,09 99,14 96,39 90,30
3 85,62 95,77 124,90 128,35
4 94,89 145,91 122,70 127,31
5 98,37 95,39 115,19 144,77
6 92,56 99,30 130,08 97,46
7 134,45 119,28 139,56
8 137,61 114,82 214,34 151,53

Tabla 2. Medias de saturacion de ICG en areas sin vasos a 10 mmHg por segmento y cerdo.

Se comparan las medias entre ellas y de forma agrupada, sin diferencias estadisticamente

significativas (ANOVA p = 0,129). Las comparaciones independientes se expresan en la

siguiente tabla y figura.

sin vaso a 10 mmHg

Prueba T para comparacién de medias entre segmentos en dreas

Comparaciones

Significacion (bilateral)

Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior

Limite superior

Ciego vs. Colon Derecho 0,388 -35,6 14,7
Ciego vs. Colon Izquierdo 0,59 -68,4 1,5
Ciego vs. Recto 0,151 -51,4 8,9

Colon derecho vs. Colon izquierdo 0,140 -54,4 8,5
Colon derecho vs. Recto 0,371 -36,1 14,4
Colon izquierdo vs. Recto 0,484 -24,3 48,6

Tabla 3. Comparaciones independientes de medias entre segmentos intestinales en areas sin vaso visible a 10 mmHg.
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Figura 21. Comparativa de boxplots de las medias de saturaciéon de ICG en dreas sin vaso visible evidente entre

segmentos a 10 mmHg

4.1.2.- Resultados del andlisis sobre dreas de vaso visible

En las dreas con vaso visible, a nivel del ciego a 10 mmHg los valores de saturacion de ICG
son 154,5 (IC95%: 123,5-185,6), de 153,9 (IC95%: 132,2-175,5) para el colon derecho, de
179,1 (IC95%: 145,5-212,6) para el colon izquierdo y de 165,1 (IC95%: 135-195,2) para el

recto.

Las medias de cada cerdo para cada segmento a nivel de areas de vaso visible evidente

se resumen en la siguiente tabla.

79



4.- RESULTADOS

Medias de saturacidon de ICG en areas de vasos visibles a 10 mmHg
Segmentos

Cerdo Ciego Colon derecho Colon izquierdo Recto
1 111,21 122,65 122,89 118,89
2 116,60 152,67 139,90 132,66
3 123,59 125,54 163,75 165,94
4 144,59 197,11 191,12 207,18
5 168,72 140,77 163,47 180,98
6 162,52 144,65 201,19 153,42
7 204,76 176,17 200,31
8 204,39 171,31 249,86 196,81

Tabla 4. Medias de saturacion de ICG en areas de vasos visibles a 10 mmHg por segmento y cerdo.

Se comparan las medias entre ellas y de forma agrupada, sin diferencias estadisticamente

significativas (ANOVA p = 0,435). Las comparaciones independientes se expresan en la

siguiente tabla y figura.

Prueba T para comparacién de medias entre segmentos en dreas de

vasos visibles a 10 mmHg

Comparaciones Significacién (bilateral) Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior Limite superior

Ciego vs. Colon Derecho 0,966 -33,6 35,0
Ciego vs. Colon lzquierdo 0,225 -66,0 16,9
Ciego vs. Recto 0,570 -49,8 28,6
Colon derecho vs. Colon izquierdo 0,158 -61,4 11,0
Colon derecho vs. Recto 0,469 -43,9 21,3
Colon izquierdo vs. Recto 0,477 -27,2 55,1

Tabla 5. Comparaciones independientes de medias entre segmentos intestinales en dreas de vaso visible a 10 mmHg.
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Figura 22. Comparativa de boxplots de las medias de saturacién de ICG en areas de vaso visible evidente entre

segmentos.

4.1.3.- Comparacion entre dreas sin vaso visible y con vaso visible

Dada la comparabilidad de las medias de saturacién de ICG entre los diferentes
segmentos trabajando a presiones de 10 mmHg, se puede hacer un analisis agrupado de
la media muestral de las areas sin vaso visible evidente y la media muestral de las areas
sobre vasos visibles. Esta comparacion de medias muestrales tiene diferencias

estadisticamente significativas (p < 0,001).

Si realizamos una comparacion pormenorizada por segmentos, existen diferencias en

cada uno de ellos, como se describe en la siguiente tabla y figura
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Prueba T para comparacién de medias de cada segmento entre las
dreas sin vaso visible y las dreas de vaso visible

Comparaciones

Significacion (bilateral)

Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior Limite superior
Ciego 0,003 -92,7 -22,2
Colon derecho 0,001 -93,0 -22,3
Colon izquierdo 0,024 -90,2 -7,4
Recto 0,012 -81,5 -12,5

Tabla 6. Comparaciones independientes entre dreas con vaso visible y sin vaso vivible en cada segmento

intestinal. En todos lo segmentos puede apreciarse diferencias estadisticamente significativas entre las

areas con vaso visible y sin vaso evidente, reflejando estadisticamente que el programa puede diferencias

las dreas que el ojo humano ve como independientes.

250,00 |

200,00

150,00

100,00

tiva entre areascon vasay sin vasa

Compas

50,00 |

00|

=

Ciego

Colon derecho

Segmento intestinal

Colon izquierdo Recto

Figura 23. Figura comparativa de boxplots entre areas sin vaso visible y dreas de vaso visible. Las mediciones son

congruentes entre los diferentes segmentos, sin diferencias estadisticamente significativas, siendo comparables entre

ellos. Las areas de vaso visible en determinados segmentos como el colon izquierdo se acercan al limite superior del

sistema RGB (255).

82




4.- RESULTADOS

4.2.- MODELO DE ISQUEMIA INTESTINAL

Se han recogido los datos de los 8 cerdos, excluyéndose los datos correspondientes al
cerdo 3 desde la seccién de la arteria mesentérica inferior y del cerdo 2 y 8 a partir del
minuto 105 post-isquemia por parada cardiorrespiratoria en los 3 casos. Se excluyen
también las saturaciones pre-isquemia del cerdo 4, tanto del colon derecho como

izquierdo, por mal control del tiempo en esta fase.

Se describen los resultados segun los 2 bloques descritos y se comparan los resultados

pre-isquemia y post-isquemia.

4.2.1.- Grupo control

La saturacién media del colon derecho es de 134,2 (IC95%: 116,3-152,0) i del izquierdo
de 147 (IC95%: 134,7-159,3). Las medias de saturacion de ICG del colon derecho e

izquierdo pre-isquemia para cada cerdo se expresan en la siguiente tabla.

Saturacién media de ICG
Cerdo | Colon derecho Pre-isquemia | Colon derecho Pre-isquemia

1 152,57 156,90
2 159,43 137,10
3 143,42 167,29
4

5 103,08 137,39
6 121,19 130,66
7 130,77 143,49
8 128,72 155,99

Tabla 7. Saturaciones medias del colon derecho e izquierdo pre-isquemia para cada cerdo.

Cuando comparamos las medias de los dos segmentos no se hallan diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,174), lo que hace los dos segmentos comparables

entre ellos antes de la seccion de la AMI.
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4.2.2.- Grupo de isquemia

4.2.2.1.- Colon derecho

4.- RESULTADOS

En el colon derecho no se detectan diferencias estadisticamente significativas entre los

distintos tiempos de observacién a lo largo del procedimiento, manteniéndose estable

durante todo el experimento (Media: 140; 1C95%: 134,2-145,7. ANOVA p = 0,889).

Los valores medios para cada cerdo y cada tiempo de observacion del colon derecho se

expresan en la siguiente tabla.

Saturacién media de ICG en el colon derecho

Tiempo tras la seccion de la AMI (minutos)

Cerdo 15 45 75 105 135

1 163,80 156,84 170,54 155,68 162,36
2 174,84 167,98 165,34

3

4 126,81 134,46 136,31 129,70 126,07
5 99,80 126,00 128,37 133,71 122,30
6 123,98 129,96 132,34 129,63 138,74
7 133,30 138,58 141,98 142,63 143,20
8 151,93 146,11 145,57

Tabla 8. Saturacién media de ICG en el colon derecho a lo largo del tiempo de observacién tras la seccién de la AMI

para cada cerdo.

Cuando se compara la media de saturacién del colon derecho pre-isquemia de forma

individual con cada una de las determinaciones tras la seccion de la arcada vascular, no

se hallan diferencias estadisticamente significativas en ninguna de ellas, como se

demuestra en la siguiente tabla.
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Pruebas T para la comparacién independiente del colon derecho pre-isquémico
con todos los tiempos de observacién tras la seccidén de la AMI

N Media Desviaciéon | Significacion Intervalo de confianza al 95%
estandar (bilateral)
Pre-isquemia 7 134,1686 19,31546 Limite Limite

inferior superior
15’ Tras la seccién de la AMI 7 139,2086 25,85135 ,687 -31,61512 21,53512
45’ Tras la seccion de la AMI 7 142,8471 15,14686 ,368 -28,89268 11,53554
75’ Tras la seccion de la AMI 7 145,7786 16,24581 ,247 -32,39476 9,17476
105’ Tras la seccion de la AMI 5 138,2700 11,07933 ,681 -25,65616 17,45330
135’ Tras la seccion de la AMI 5 138,5340 15,87755 ,688 -27,87441 19,14355

Tabla 9. Comparaciones independientes entre el control del colon derecho pre-isquemia y cada una de las medias en

cada tiempo de observacion de isquemia tras la seccién de la AMI.

4.2.2.2.- Colon izquierdo

En el colon izquierdo no se detectan diferencias estadisticamente significativas entre los

distintos tiempos de observacion dentro del periodo de isquemia, manteniéndose

estable durante todo el experimento una vez seccionada la arcada vascular (Media: 99,1;

1C95%: 93,5-104,7; ANOVA p = 0,385).

Los valores medios para cada cerdo y cada tiempo de observacién del colon izquierdo se

expresan en la siguiente tabla.

Saturacién media de ICG en el colon izquierdo

Tiempo tras la seccion de la AMI (minutos)

Cerdo 15 45 75 105 135

1 74,27 102,50 112,06 78,92 89,75
2 126,93 135,27 136,91

3

4 90,72 83,40 82,15 85,21 90,04
5 87,42 97,17 84,61 97,46 90,70
6 107,12 102,60 104,77 103,61 104,70
7 91,04 111,16 93,94 94,16 96,59
8 91,04 112,39 112,99

Tabla 10. Saturacion media de ICG en el colon izquierdo a lo largo del tiempo de observacion tras la seccion de la AMI

para cada cerdo.
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Cuando se compara la media del control con la media de todas las determinaciones post-

isquémicas se detectan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,01).

Del mismo modo sucede comparando el control pre-isquemia con cada una de las medias
de cada tiempo de observacion a lo largo del experimento, mostrando diferencias

estadisticamente significativas, como se describe en la siguiente tabla.

Pruebas T para la comparacidn independiente del colon izquierdo pre-
isquémico con todos los tiempos de observacion tras la seccidn de la AMI
N Media Desviacion | Significacion Intervalo de confianza al 95%
estandar (bilateral)

Pre-isquemia 7 146,9743 13,29278 Limite Limite
inferior superior
15’ Tras la seccién de la AMI 7 95,5057 16,83993 ,000 33,80077 69,13637
45’ Tras la seccién de la AMI 7 106,3557 15,99919 ,000 23,48885 57,74829
75’ Tras la seccién de la AMI 7 103,9186 19,07877 ,000 23,90663 62,20480
105’ Tras la seccién de la AMI 5 91,8720 9,82825 ,000 39,41066 70,79391
135’ Tras la seccion de la AMI 5 94,3560 6,42648 ,000 38,17602 67,06055

Tabla 11. Comparaciones independientes entre el control del colon izquierdo pre-isquemia y cada una de las medias

en cada tiempo de observacién de isquemia tras la seccion de la AMI.

De forma mas visual, podemos expresar los resultados de las comparativas entre los
diferentes segmentos de la siguiente manera, en forma de boxplots, apreciando las
modificaciones de la saturacién media por segmento a lo largo de los tiempos de

observacion.

La grafica 1y 2 representan la evolucion de las saturaciones de forma independiente, con

una linea de puntos que une los valores medios de cada caja.

La superposicion de las lineas (grafica 3) muestra como las medias se comportan de forma
congruente, tanto para el colon derecho como para el colon izquierdo, con variaciones
minimas, sin volverse a cruzar y manteniéndose constantes a lo largo de todo el tiempo

de isquemia.
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Figura 24. Comparacién entre las evoluciones de la saturacién del ICG en el colon derecho e izquierdo.
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El decrecimiento medio absoluto en la saturacion del ICG del colon izquierdo es de 47,9
puntos (IC95%: 35,2-60,6) y el decrecimiento relativo de la isquemia respecto la no

isquemia del 32,6%.

AMISD = MISPrel — MISPostl = 146,9743 — 99,0839 = 47,8904 = 47,9

MISPOStI) ( 99,0839
x —

RMISD = (1 ~ MISPrel ~ 146,9743

)x 100 = 32,5842001 = 32,6 %

4.3.- MODELO DE MODIFICACION DE LA PRESION INTRAABDOMINAL

A continuacién, se describen los resultados en diferentes apartados, segun el punto de
vista del andlisis. Se presentaran por cada presidon intraabdominal, en apartados

diferentes, y por cada segmento, también de forma independiente.

Quedan excluidas, de este andlisis por apartados, las medias de saturacién del colon
izquierdo del cerdo 8 entre los 12 y los 30 mmHg y del cerdo 5y 7 a los 30 mmHg, asi
como las medias de saturacion del recto del cerdo 7 entre los 10 y los 30 mmHg, del cerdo
5 entre los 20y los 30 mmHg y la del cerdo 6 a 30 mmHg. Todas estas medias se excluyen
por no poder analizar estos segmentos de forma independiente debido a la interposicion
de liquido peritoneal contaminado de ICG, quedando la imagen infrarroja

completamente velada por el mismo.
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Figura 25. Problematica con el acimulo de liquido peritoneal contaminado por ICG. En la imagen A se puede apreciar
el recto (1) por detras de la vejiga (2). Este se encuentra cubierto por liquido peritoneal que se ha ido acumulando
durante el procedimiento. En la imagen B este liquido contiene ICG por lo que al entrar en modo infrarrojo opacifica

completamente lo que se encuentra debajo de él, dejando de ser transparente.

4.3.1.- Resultados agrupados por presion intraabdominal

4.3.1.1.- Resultados por segmento a 10 mmHg

Los resultados correspondientes a este apartado han sido resumidos en el apartado 4.1.1,

ya que los resultados de este apartado estan a una presion de 10 mmHg.

4.3.1.2.- Resultados por segmento a 12 mmHg

En las dreas sin vaso visible, a nivel del ciego a 12 mmHg los valores son de 107,1 (1C95%:
84,9-129,4), de 124,4 (IC95%: 107,8-141,0) para el colon derecho, de 147,6 (IC95%:
118,8-176,4) para el colon izquierdo y de 141,4 (IC95%: 110,8-172,0) para el recto. Estos
datos son el resultado de las medias de cada cerdo para cada segmento. Estas medias

por cada cerdo se resumen en la siguiente tabla.
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Medias de saturacién de ICG en areas sin vasos a 12 mmHg
Segmentos
Cerdo Ciego Colon derecho Colon izquierdo Recto

1 72,587 116,527 135,626 120,285
2 80,451 110,33 113,215 123,269
3 96,537 105,045 154,646 176,404
4 114,486 122,056 167,485 128,906
5 106,09 160,93 159,724 161,975
6 107,594 115,156 167,087 146,482
7 120,023 115,541 131,085

8 159,263 149,41 158,145

Tabla 12. Medias de saturacién de ICG en areas sin vasos a 12 mmHg por segmento y cerdo.

Se comparan las medias entre ellas y de forma agrupada, hallando diferencias entre los

distintos segmentos (ANOVA p = 0,005). Las comparaciones independientes se expresan

en la siguiente tabla y figura, destacando diferencias estadisticamente significativas

unicamente cuando comparamos los valores entre el ciego con el colon izquierdo y recto.

No se han hallado diferencias estadisticamente significativas entre el resto de segmentos.

Prueba T para comparacién de medias entre segmentos en 4reas

sin vaso a 12 mmHg

Comparaciones Significacion (bilateral) Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior Limite superior
Ciego vs. Colon Derecho 0,164 -42,4 7,9
Ciego vs. Colon Izquierdo 0,007 -66,8 -13,0
Ciego vs. Recto 0,010 -65,2 -10,6
Colon derecho vs. Colon izquierdo 0,050 -45,2 0,0
Colon derecho vs. Recto 0,075 -43,8 2,4
Colon izquierdo vs. Recto 0,868 -22,7 26,5

Tabla 13. Comparaciones independientes de medias entre segmentos intestinales en dreas sin vaso a 12 mmHg.
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Figura 26. Comparativa de boxplots de las medias de saturacion de ICG en areas sin vaso visible evidente entre

segmentos a 12 mmHg.

4.3.1.3.- Resultados por segmento a 15 mmHg

En las dreas sin vaso visible, a nivel del ciego a 15 mmHg los valores son de 121,1 (1C95%:
93,2-148,9), de 129,5 (IC95%: 116,4-142,5) para el colon derecho, de 155,2 (IC95%:
141,0-169,3) para el colon izquierdo y de 161,0 (IC95%: 129,9,8-192,0) para el recto.
Estos datos son el resultado de las medias de cada cerdo para cada segmento. Estas

medias por cada cerdo se resumen en la siguiente tabla.

Medias de saturacién de ICG en dreas sin vasos a 15 mmHg
Segmentos
Cerdo Ciego Colon derecho Colon izquierdo Recto

1 78,647 119,956 149,981 151,745
2 78,245 118,35 149,224 142,125
3 96,75 113,617 160,497 203,856
4 124,45 110,214 143,711 146,098
5 153,464 144,142 159,913 138,725
6 131,087 139,753 172,341 189,441
7 139,522 138,135 167,589

8 166,274 151,448 161,057

Tabla 14. Medias de saturacién de ICG en dreas sin vasos a 15 mmHg por segmento y cerdo.
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Se comparan las medias entre ellas y de forma agrupada, hallando diferencias entre los
distintos segmentos (ANOVA p = 0,004). Las comparaciones independientes se expresan
en la siguiente tabla y figura. No existen diferencias entre el ciego y el colon derecho ni
entre el colon izquierdo y el recto, hallando diferencias en todas las demas

comparaciones.

Prueba T para comparacién de medias entre segmentos en dreas
sin vaso a 15 mmHg
Comparaciones Significacion (bilateral) Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior Limite superior
Ciego vs. Colon Derecho 0,529 -36,3 19,5
Ciego vs. Colon Izquierdo 0,016 -65,0 -13,4
Ciego vs. Recto 0,020 -74,2 -7,46
Colon derecho vs. Colon izquierdo 0,001 -43,2 -13,1
Colon derecho vs. Recto 0,009 -55,4 -9,4
Colon izquierdo vs. Recto 0,686 -26,7 18,2

Tabla 15. Comparaciones independientes de medias entre segmentos intestinales en dreas sin vaso a 15 mmHg.
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Figura 27. Comparativa de boxplots de las medias de saturaciéon de ICG en dreas sin vaso visible evidente entre

segmentos a 15 mmHg.
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4.3.1.4.- Resultados por segmento a 20 mmHg

4.- RESULTADOS

En las dreas sin vaso visible, a nivel del ciego a 20 mmHg los valores son de 120,9 (1C95%:

95,7-145,9), de 129,5 (IC95%: 110,9-148,0) para el colon derecho, de 167,6 (IC95%:

127,4-207,9) para el colon izquierdo y de 179,6 (IC95%: 147,5-211,8) para el recto. Estos

datos son el resultado de las medias de cada cerdo para cada segmento. Estas medias

por cada cerdo se resumen en la siguiente tabla.

Medias de saturacién de ICG en dreas sin vasos a 20 mmHg
Segmentos
Cerdo Ciego Colon derecho Colon izquierdo Recto

1 93,53 99,254 166,86 202,885
2 86,124 122,281 120,887 138,789
3 100,806 141,158 184,934 191,932
4 99,987 98,12 157,607 194,589
5 139,581 144,56 174,422

6 127,543 153,355 207,914 210,93
7 151,281 124,194 177,491

8 167,606 152,832 169,997

Tabla 16. Medias de saturacién de ICG en areas sin vasos a 20 mmHg por segmento y cerdo.

Se comparan las medias entre ellas y de forma agrupada, hallando diferencias entre los

distintos segmentos (ANOVA p < 0,001). Las comparaciones independientes se expresan

en la siguiente tabla y figura. No existen diferencias entre el ciego y el colon derecho ni

entre el colon izquierdo y el recto, hallando diferencias en todas las demas

comparaciones.

sin vaso a 20 mmHg

Prueba T para comparacién de medias entre segmentos en dreas

Comparaciones Significacion (bilateral) Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior Limite superior

Ciego vs. Colon Derecho 0,522 -37,0 19,6
Ciego vs. Colon Izquierdo 0,005 -81,1 -17,3
Ciego vs. Recto 0,001 -97,7 -30,4
Colon derecho vs. Colon izquierdo 0,007 -67,9 -13,2
Colon derecho vs. Recto 0,001 -83,7 -27,1
Colon izquierdo vs. Recto 0,338 -47,5 17,8

Tabla 17 Comparaciones independientes de medias entre segmentos intestinales en areas sin vaso a 20 mmHg.
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Figura 28. Comparativa de boxplots de las medias de saturaciéon de ICG en dreas sin vaso visible evidente entre

segmentos a 20 mmHg.

4.3.1.5.- Resultados por segmento a 30 mmHg

En las dreas sin vaso visible, a nivel del ciego a 30 mmHg los valores son de 122,6 (1C95%:

105,1-140,1), de 129,8 (IC95%: 113,8-145,8) para el colon derecho, de 172,1 (IC95%:

138,6-206,6) para el colon izquierdo y de 165,9 (IC95%: 129,6-202,3) para el recto. Estos

datos son el resultado de las medias de cada cerdo para cada segmento. Estas medias

por cada cerdo se resumen en la siguiente tabla.

Medias de saturacién de ICG en dreas sin vasos a 30 mmHg

Segmentos
Cerdo Ciego Colon derecho Colon izquierdo Recto

1 114,057 123,332 184,812 212,362
2 89,846 110,905 143,409 132,847
3 130,526 128,129 171,995 156,264
4 107,17 103,253 150,078 170,252
5 151,589 123,059

6 110,675 159,778 210,083

7 130,559 139,905

8 146,352 149,976 157,989

Tabla 18. Medias de saturacién de ICG en areas sin vasos a 30 mmHg por segmento y cerdo.
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Se comparan las medias entre ellas y de forma agrupada, hallando diferencias entre los
distintos segmentos (ANOVA p = 0,002). Las comparaciones independientes se expresan
en la siguiente tabla y figura. No existen diferencias entre el ciego y el colon derecho ni
entre el colon izquierdo y el recto, hallando diferencias en todas las demas

comparaciones.

Prueba T para comparacién de medias entre segmentos en dreas
sin vaso a 30 mmHg
Comparaciones Significacion (bilateral) Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior Limite superior
Ciego vs. Colon Derecho 0,484 -28,7 14,3
Ciego vs. Colon Izquierdo 0,003 -78,7 -20,2
Ciego vs. Recto 0,010 -73,8 -12,9
Colon derecho vs. Colon izquierdo 0,007 -70,3 -14,3
Colon derecho vs. Recto 0,020 -65,4 -6,9
Colon izquierdo vs. Recto 0,739 -34,9 47,2

Tabla 19. Comparaciones independientes de medias entre segmentos intestinales en dreas sin vaso a 30 mmHg.
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Figura 29. Comparativa de boxplots de las medias de saturaciéon de ICG en dreas sin vaso visible evidente entre

segmentos a 30 mmHg.
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4.3.2.- Resultados agrupados por segmento intestinal

A continuacion, se detalla la evolucién de la saturacion media de cada segmento
intestinal conforme aumenta la presion intraabdominal. La media e 1C95% de cada
segmento para cada presién se ha detallado en el apartado 4.3.1 de forma
pormenorizada, por lo que a continuacidn se resumen las tablas por segmento y presion,

asi como los boxplots y las graficas escaladas que demuestran su evolucion.

4.3.2.1.- Evolucion de saturacién media de ICG en el ciego

La evolucidn de la saturacion del ciego para cada cerdo y presién se detalla en la siguiente

tabla.
Saturaciéon media de ICG del Ciego a diferentes PIA
Presiones intraabdominales
Cerdos 10 mmHg 12 mmHg 15 mmHg 20 mmHg 30 mmHg
1 72,01 72,59 78,65 93,53 114,06
2 59,09 80,45 78,25 86,12 89,85
3 85,62 96,54 96,75 100,81 130,53
4 94,89 114,49 124,45 99,99 107,17
5 98,37 106,09 153,46 139,58 151,59
6 92,56 107,59 131,09 127,54 110,68
7 134,45 120,02 139,52 151,28 130,56
8 137,61 159,26 166,27 167,61 146,35

Tabla 20. Resumen de las saturaciones medias de ICG del ciego para cada cerdo y a cada PIA.

Se comparan las medias entre ellas y de forma agrupada, sin detectar diferencias
estadisticamente significativas entre ellas (ANOVA p = 0,285). Las comparaciones
independientes se expresan en la siguiente tabla y figura. Utilizando el ciego como
referencia, no se detectan diferencias significativas entre ninguna de las presiones

intraabdominales observadas.
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Prueba T para comparacién de la saturacion media del Ciego entre presiones

Comparaciones

Significacién (bilateral)

Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior

Limite superior

10 mmHg vs. 12 mmHg 0,458 -39,3 18,7
10 mmHg vs. 15 mmHg 0,135 -57,0 8,5
10 mmHg vs. 20 mmHg 0,117 -54,8 6,8
10 mmHg vs. 30 mmHg 0,053 -51,9 0,4
12 mmHg vs. 15 mmHg 0,371 -46,3 18,4
12 mmHg vs. 20 mmHg 0,351 -44,1 16,7
12 mmHg vs. 30 mmHg 0,217 -41,1 10,2
15 mmHg vs. 20 mmHg 0,988 -33,7 34,2
15 mmHg vs. 30 mmHg 0,913 -31,4 28,3
20 mmHg vs. 30 mmHg 0,892 -29,5 25,9

Tabla 21. Comparaciones independientes de las medias de saturacion de ICG del ciego entre cada presién

intraabdominal.
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Figura 30. Evolucién de la saturacién de ICG del ciego conforme aumenta la PIA.
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4.3.2.2.- Evolucién de saturacion media de ICG en el colon derecho
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Figura 31. Evolucién, a escala, de la saturacién de ICG del ciego conforme aumenta la PIA.

La evolucién de la saturacién del colon derecho para cada cerdo y presién se detalla en

la siguiente tabla.

Saturaciéon media de ICG del colon derecho a diferentes PIA
Presiones intraabdominales
Cerdos 10 mmHg 12 mmHg 15 mmHg 20 mmHg 30 mmHg
1 88,64 116,53 119,96 99,25 123,33
2 99,14 110,33 118,35 122,28 110,91
3 95,77 105,05 113,62 141,16 128,13
4 145,91 122,06 110,21 98,12 103,25
5 95,39 160,93 144,14 144,56 123,06
6 99,30 115,16 139,75 153,36 159,78
7 119,28 115,54 138,14 124,19 139,91
8 114,82 149,41 151,45 152,83 149,98

Tabla 22. Resumen de las saturaciones medias de ICG del colon derecho para cada cerdo y a cada PIA.
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Se comparan las medias entre ellas y de forma agrupada, sin detectar diferencias entre

ellas (ANOVA p = 0,113). Las comparaciones independientes se expresan en la siguiente

tabla y figura. Utilizando el colon derecho como referencia, se detectan diferencias

significativas entre las presiones de 10 mmHg y los 15, 20 y 30 mmHg, no detectandose

en la comparacion entre las demads presiones.

Prueba T para comparacién de la saturacién media del colon derecho entre presiones

Comparaciones

Significacion (bilateral)

Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior Limite superior
10 mmHg vs. 12 mmHg 0,098 -37,8 3,6
10 mmHg vs. 15 mmHg 0,022 -40,7 -3,7
10 mmHg vs. 20 mmHg 0,048 -44,2 -0,2
10 mmHg vs. 30 mmHg 0,032 -42,8 -2,2
12 mmHg vs. 15 mmHg 0,579 -24,3 14,1
12 mmHg vs. 20 mmHg 0,636 -27,7 17,5
12 mmHg vs. 30 mmHg 0,587 -26,3 15,5
15 mmHg vs. 20 mmHg 0,999 -20,6 20,6
15 mmHg vs. 30 mmHg 0,970 -19,1 18,4
20 mmHg vs. 30 mmHg 0,976 -22,6 21,9

Tabla 23. Comparaciones independientes de las medias de saturacién de ICG del colon derecho entre cada presién

intraabdominal.
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Figura 32. Evolucién de la saturacion de ICG del colon derecho conforme aumenta la PIA.
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Evolucidon de la saturacion media de ICG del colon derecho
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Figura 33. Evolucién, a escala, de la saturacién de ICG del colon derecho conforme aumenta la PIA.

4.3.2.3.- Evolucion de saturacion media de ICG en el colon izquierdo

La evolucidn de la saturacion del colon izquierdo para cada cerdo y presién se detalla en

la siguiente tabla.

Saturacién media de ICG del colon izquierdo a diferentes PIA
Presiones intraabdominales
Cerdos 10 mmHg 12 mmHg 15 mmHg 20 mmHg 30 mmHg

1 98,87 135,63 149,98 166,86 184,81
2 96,39 113,22 149,22 120,89 143,41
3 124,90 154,65 160,50 184,93 172,00
4 122,70 167,49 143,71 157,61 150,08
5 115,19 159,72 159,91 174,42

6 130,08 167,09 172,34 207,91 210,08
7 139,56 131,09 167,59 177,49

8 214,34

Tabla 24. Resumen de las saturaciones medias de ICG del colon izquierdo para cada cerdo y a cada PIA.
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Se comparan las medias entre ellas y de forma agrupada, detectando diferencias

estadisticamente significativas (ANOVA p = 0,033). Las comparaciones independientes se

expresan en la siguiente tabla y figura. Utilizando el colon izquierdo como referencia, se

detectan diferencias significativas entre las presiones de 10 mmHg y los 30 mmHg, no

detectandose en la comparacion entre las demas presiones.

Prueba T para comparacién de la saturacién media del colon izquierdo entre presiones

Comparaciones

Significacion (bilateral)

Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior Limite superior
10 mmHg vs. 12 mmHg 0,310 -50,9 17,5
10 mmHg vs. 15 mmHg 0,082 -58,8 4,0
10 mmHg vs. 20 mmHg 0,035 -76,3 -3,2
10 mmHg vs. 30 mmHg 0,052 -84,1 0,5
12 mmHg vs. 15 mmHg 0,248 -29,7 8,5
12 mmHg vs. 20 mmHg 0,097 -50,9 4,9
12 mmHg vs. 30 mmHg 0,097 -55,6 54
15 mmHg vs. 20 mmHg 0,276 -36,1 11,3
15 mmHg vs. 30 mmHg 0,220 -39,1 10,2
20 mmHg vs. 30 mmHg 0,898 -37,1 33,0

Tabla 25. Comparaciones independientes de las medias de saturacion de ICG del colon izquierdo entre cada presién

intraabdominal.
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Figura 34. Evolucién de la saturaciéon de ICG del colon izquierdo conforme aumenta la PIA.

101




250
225
200
175
150
125
100

75

50

25

Evolucidon de la saturacion media de ICG del colon

147,6 155,

izquierdo segun la PIA (mmHg)

167,6

2

4.- RESULTADOS
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Figura 35. Evolucidn, a escala, de la saturacién de ICG del colon izquierdo conforme aumenta la PIA.

4.3.2.4.- Evolucidon de saturacion media de ICG en el recto

La evolucidn de la saturacion del recto para cada cerdo y presién se detalla en la siguiente

tabla.
Saturacién media de ICG del recto a diferentes PIA
Presiones intraabdominales
Cerdos 10 mmHg 12 mmHg 15 mmHg 20 mmHg 30 mmHg
1 87,02 120,29 151,75 202,89 212,36
2 90,30 123,27 142,13 138,79 132,85
3 128,35 176,40 203,86 191,93 156,26
4 127,31 128,91 146,10 194,59 170,25
5 144,77 161,98 138,73
6 97,46 146,48 189,44 210,93
7
8 151,53 158,15 161,06 170,00 157,99

Tabla 26. Resumen de las saturaciones medias de ICG del recto para cada cerdo y a cada PIA.
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Se comparan las medias entre ellas y de forma agrupada, detectando diferencias

estadisticamente significativas (ANOVA p = 0,001). Las comparaciones independientes se

expresan en la siguiente tabla y figura. Utilizando el recto como referencia, se detectan

diferencias significativas entre las presiones de 10 mmHg y los 15, 20 y 30 mmHg y entre

los 12 y los 20 mmHg, no detectandose en la comparacién entre las demas presiones.

Prueba T para comparacién de la saturacién media del recto entre presiones

Comparaciones

Significacién (bilateral)

Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior Limite superior

10 mmHg vs. 12 mmHg 0,058 -55,0 1,1

10 mmHg vs. 15 mmHg 0,008 -73,8 -13,7
10 mmHg vs. 20 mmHg 0,001 -99,1 -34,4
10 mmHg vs. 30 mmHg 0,014 -83,8 -11,8
12 mmHg vs. 15 mmHg 0,205 -44,1 10,5
12 mmHg vs. 20 mmHg 0,012 -69,1 -10,5
12 mmHg vs. 30 mmHg 0,183 -53,4 11,7
15 mmHg vs. 20 mmHg 0,137 -54,5 8,5

15 mmHg vs. 30 mmHg 0,801 -39,1 31,0
20 mmHg vs. 30 mmHg 0,289 -19,1 56,9

Tabla 27. Comparaciones independientes de las medias de saturacion de ICG del recto entre cada presién

intraabdominal.
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Figura 36. Evolucién de la saturacién de ICG del recto conforme aumenta la PIA.

103




4.- RESULTADOS

Evolucion de la saturacion media de ICG del recto segun la
PIA (mmHg)
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Figura 37. Evolucidn, a escala, de la saturacion de ICG del Colon recto conforme aumenta la PIA.
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5.- DISCUSION

Alo largo de los ultimos afios, se ha tratado de precisar con mayor exactitud el grado de
vascularizacién intestinal por su relacién con la viabilidad del tejido, la viabilidad de las
anastomosis y sus consecuentes complicaciones posoperatorias. Una de las
complicaciones mas temidas es la dehiscencia anastomaética, por su morbimortalidad e

implicaciones sanitarias y econdmicas 2%,

En el intento de dar solucion a este problema, surge el ICG, un compuesto fluorescente
para el estudio de la vascularizacién intestinal. Sin embargo, el problema que persigue el
uso del ICG en todos sus campos es que, pese que se utiliza una escala monocromatica
(verde), la cantidad de verde que llega al tejido sigue siendo una valoracion subjetiva.
Sherwinter et. al [® describieron una escala analdgica en funcidn del aspecto
macroscopico del tejido y de la intensidad y aspecto parcheado del mismo. Esto afiadié
mayor definicién para comparar el ICG entre muestras creando una variable ordinal, pero

sin aportar una valoracién mas objetiva del mismo.

Diferentes grupos investigadores se han aproximado a la cuantificacion del ICG a través
de distintos sistemas de medicién. Diana M et al 126! estudia la vascularizacion intestinal
mediante el ICG a través de un software especifico de cuantificacién luminica (VR-
RENDER PERFUSION®). En este estudio correlaciona los valores de saturacién con
diferentes distancias y también con mediciones del pH intramucoso. Otros sistemas como
el Spy-Q software (LifeCell® Corp.), utilizado por Hunter R. et al. [28], se aproxima al mismo
concepto, marcando areas de maxima perfusion y comparandolas con otras areas de
menor intensidad, generando una escala porcentual de mayor a menor grado de sefial

correlacionandolo con la vascularizacion.

Otro software que ha tratado de dar respuesta a la cuantificacion del ICG es el IR
Elevision™ de MEDTRONIC®, donde aplicindolo a la cirugia pldstica ! en una
superposicion entre las imagenes de los colgajos cutaneos y el valor otorgado por el
software, se genera una correlacién entre las areas que desarrollan isquemia y las que
no, atribuyendo el valor limite de saturacién que se corresponde con una isquemia

irreversible.
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El problema en todos los sistemas descritos es que el método de cuantificacién se basa
en una escala con un maximo y un minimo elegidos de forma arbitraria por los equipos
desarrolladores de los softwares, lo que no permite utilizar una escala de limites
cerrados. Basan la reproductibilidad de los estudios en la aplicacion de mismo software
en diferentes sujetos, sin reparar en la base fisica del mismo. Por lo tanto, no permiten la

comparabilidad interindividual de los resultados.

La ausencia de objetivacién real del verde de indocianina, con una escala cerrada,
absoluta y no arbitraria, es un handicap muy significativo ya que no conocemos
cuantitativamente el estado real de la vascularizacion tisular. No conocemos sus valores
en condiciones de normalidad, ni en condiciones de patologia, ni tampoco la utilidad real
de su aplicacién en las intervenciones quirdrgicas. Este handicap es el que tratamos de
solucionar con la aplicacién del programa SERGREEN. Este innovador programa ha sido
creado por nuestro equipo investigador de forma genuina e intenta dar respuesta a la

mayoria de las preguntas que se han formulado hasta el momento.

El programa SERGREEN utiliza una escala absoluta, no relativa, que se establece entre
parametros objetivos como es la escala RGB i la composicién en bits de la imagen, en un
rango cerrado del O al 255. No atribuye el maximo a ningun punto considerado
subjetivamente como el mas intenso por parte del observador, sino que tanto el maximo
como el minimo son siempre el mismo, y no tienen por qué estar presentes en la imagen
analizada. A mayor distancia del maximo (255) mayor interpretabilidad de los resultados

al no saturar la medicién, disminuyendo de forma importante la dispersién.

El programa se aplica directamente sobre la imagen obtenida a través de la torre de
laparoscopia. La obtencién de la imagen durante la cirugia y su procesamiento se hace
de forma inmediata, sobre la misma imagen sin modificaciones. Con la aplicacion del
programa se obtienen los valores crudos de cada uno de los pixeles de las areas
estudiadas y permite obtener los valores de tendencia central y sus intervalos de

confianza.
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El fundamento de este estudio ha sido poderle dar aplicabilidad clinica a los valores
obtenidos con el programa SERGREEN. La aplicacion del programa informatico es sencilla
e inmediata. Con la toma repetida de imagenes de un mismo segmento, en condiciones
estandar, en diferentes muestras y tejidos, nos permitird obtener sus valores de

normalidad.

El programa ha sido desarrollado con el objetivo de cuantificar la presencia de verde en
una imagen, pero, ées capaz de detectar diferencias entre distintas areas de un mismo
segmento intestinal? ¢Entre distintos segmentos intestinales? ¢Ante variaciones de

isquemia intestinal? ¢ Ante variaciones de la presion intraabdominal?

5.1.- ANALISIS DE LA SATURACION DE ICG A UNA PRESION INTRAABDOMINAL DE
10 mmHg

La aplicacién en la muestra de 8 animales ha permitido establecer los valores de
normalidad para cada segmento intestinal a una presién de 10 mmHg. En este subgrupo
de andlisis se pretendié demostrar si el programa es capaz de detectar las diferencias que
el ojo humano percibe. En un mismo segmento intestinal, en el cerdo, es posible
distinguir claramente las areas por donde acceden los vasos sanguineos (venas y arterias)

desde su cara mesentérica. Esto se debe a la anatomia caracteristica del animal.

Estas diferencias, perceptibles a simple vista, deberian ser identificables por parte del
programa con valores de saturacion de ICG distintos, demostrando diferencias
estadisticamente significativas. Por este motivo, se analizaron las diferentes areas
descritas, con un doble objetivo. Por una parte, demostrar que el programa traduce las
diferencias subjetivas visibles por el observador entre las zonas sin vaso y las zonas con
vaso (Media: 113,0; 1C95: 112,6-113,3 y Media: 163,1; 1C95: 162,7-163,5
respectivamente). Esto demuestra que es capaz diferenciar, con valores numéricos, lo

que el ojo humano ve.
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Por otra parte, determinar qué areas tienen una saturacion mas uniforme, alejada de los
valores extremos 0 y 255. Si en un determinado segmento existe mayor densidad de
vasos visibles esto modifica de forma significativa los valores de intensidad global del ICG,
con valores cercanos al 255, o que incluso lo incluyan, sin traducir el grado de perfusion
real del tejido. La inclusion de dareas muy proximas al 255, que no tienen valores mas alla
de éste, crean un limite superior en la dispersion, por lo que no es una buena area para

el estudio del ICG al no tener intervalos de confianza simétricos.

En nuestra muestra se puede apreciar una mayor saturacién de ICG en los cerdos 7 y 8
de forma uniforme en todos los segmentos (Ciego 134,5y 137,6, Colon derecho 119,3 y
114,8, Colon izquierdo 139,6 y 214,3 vy Recto 151,3). Esto, controlando
experimentalmente la igualdad de condiciones entre los diferentes cerdos, refleja,
probablemente, la variabilidad que puede condicionar la distancia de la cdmara al tejido.
Es importante tratar controlar esta variable para asegurar que el valor obtenido es

representativo y comparable a otros equipos investigadores.

5.2.- ANALISIS SOBRE EL GRUPO DE ISQUEMIA INTESTINAL

En nuestra serie, el colon derecho y el colon izquierdo tienen un comportamiento similar
en el estado basal, antes de la isquemia, sin diferencias estadisticamente significativas.
Este hecho hace que los dos grupos de cerdos sean estadisticamente comparables. Una
vez se aplica la isquemia sobre un territorio vascular independiente, a nivel de la arteria
mesentérica inferior, esta isquemia no afecta en absoluto a la vascularizacién del colon

derecho, que se mantiene estable a lo largo de todo el experimento (Tabla 7).

Los datos obtenidos sobre el colon derecho nos muestran 2 aspectos fundamentales. Por
un lado, que la obtencién de los mismos se ha hecho de forma uniforme y sin variabilidad
estadisticamente apreciable. Por otro, que el tiempo de 30 minutos entre
determinaciones y tras la administracion en cada tiempo de ICG ha permitido al
organismo eliminar el compuesto del torrente circulatorio, sin apreciarse acumulo del

mismo en las diferentes observaciones.
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La parte mas importante del estudio es la informacidon que aporta el andlisis de las
imagenes sobre el colon izquierdo. Tras generar el drea isquémica podemos ver como
decrece de forma significativa la saturacion del ICG del colon izquierdo. Una vez se
establece la isquemia, desde los 15 minutos hasta los 135, no existen diferencias entre
las determinaciones, lo que implica que una vez se ha instaurado la isquemia, y si no hay
un cambio que la revierta, es indiferente el momento en que se haga la determinacion

(Tabla 10y 11).

El colon izquierdo pasa de un valor medio de saturacion pre-isquemia de 146 puntos
(1C95%: 134,68-159,27) a un valor medio, entre todas las determinaciones dentro de los
tiempos de isquemia, de 99,1 (IC95%: 93,6-104,4). Este decrecimiento permite obtener
una diferencia media absoluta de 47,9 puntos (IC95%: 35,22-60,56) tras provocar la
isquemiay una relativa del 32,6%. Este valor relativo implica que cualquier determinacion
de saturacion de ICG que se encuentre por debajo corresponderd a un segmento

isquémico no viable.

Estos resultados permiten una aplicabilidad clinica. A partir de un cierto valor, o rango de
valores obtenidos mediante el programa SERGREEN, podriamos detectar dreas con
compromiso vascular. Este compromiso vascular podria conllevar a una isquemia que

condicione un desenlace clinico como una dehiscencia anastomatica.

5.3.- ANALISIS SOBRE EL GRUPO DE MODIFICACIONES DE LA PRESION
INTRAABDOMINAL

En este modelo del estudio se determind si existen diferencias en la cuantificacion de la
saturacion del ICG entre los diferentes segmentos a una misma presion. Ademas, también
se busca determinar si existen cambios significativos en la vascularizacion de un mismo

segmento conforme aumentamos la PIA.
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Diferentes estudios, también en medios experimentales con cerdos, han demostrado
cambios en la vascularizacion intestinal conforme se aumenta la presion intraabdominal.
Lawrence N. Diebel et al. B% mediante la instilacion de ringer lactato en la cavidad
abdominal para aumentar la PIA de forma controlada, demostraron que a mayor presién
intraabdominal se provoca un descenso del gasto cardiaco, con diferencias
estadisticamente significativas. Del mismo modo sucede cuando analizan el pH
intramucoso mediante un tondmetro, con un pH inicial de 7,27 + 0,10 de media que
desciende a los 7,16 + 0,10 a 20 mmHg y hasta 6,98 + 0,14 a 40 mmHg, con diferencias

estadisticamente significativas 3.

Conociendo que existen estos cambios en relacidon a la PIA, se pretendié aplicar el
programa SERGREEN. El software se aplicd a todas las imagenes de los 4 segmentos
intestinales a las diferentes presiones intraabdominales para ver si existen cambios como

los descritos en otros estudios.

Los resultados difieren en funcion de los segmentos que se analicen. El comportamiento
del ciego y el colon derecho no puede superponerse al que tienen el colon izquierdo y el
recto. En ningln caso se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en
las comparaciones entre segmentos dentro de una misma presién intraabdominal, entre
ciego y colon derecho. Tampoco se han encontrado entre el colon izquierdo y el recto. Si
se han detectado diferencias entre el ciego y el colon derecho respecto el colon izquierdo
y el recto. Estas diferencias son mas evidentes conforme mads se aumenta la presion

intraabdominal.

Tendiendo esto en cuenta, se entiende que debemos analizar los resultados en dos
bloques, el comportamiento que tienen ciego y colon derecho conforme aumenta la
presion intraabdominal y el que tienen el colon izquierdo y el recto. Estos segmentos se
encuentran irrigados y drenados por diferentes arterias y venas. Esto podemos verlo en
la siguiente figura que agrupa las curvas de cada segmento en funcidon de la saturacion

media para cada presion intraabdominal.
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Evolucion de la Saturacion de ICG por segmentos en
funcion de la PIA

250
225
200
175
150
125 /
100 ‘————____————————»
75

50

25

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Ciego Colon derecho Colon izquierdo Recto

Figura 38. Evolucion de la presién intraabdominal en cada segmento intestinal en funcién de la presién intraabdominal
a escala. El comportamiento de los segmentos es similar a pares, el ciego y el colon derecho por un lado y el recto y el
colon izquierdo por el otro. Esto podria estar relacionado con la anatomia vascular de los mismos, con un drenaje

venoso y aporte vascular arterial diferente para cada par de segmentos.

Los valores de saturacion del ICG, en todos los segmentos, aumenta conforme
aumentamos la presion intraabdominal. Este cambio se puede explicar basdndonos en
principios fisiolégicos. La presidn intraabdominal provoca una disminucién en el retorno
venoso, lo que condiciona un acumulo del contraste en el tejido, aumentado su
fluorescenciay, por lo tanto, los valores de saturacion detectados mediante el programa.
Las presiones intraoperatorias en este estudio no superaron en ningun caso la presion
arterial media. La presién de perfusion intestinal ha sido siempre positiva, viéndose

comprometido Unicamente el retorno venoso.

Este dato es importante ya que demuestra lo relevante que es controlar la presion
intraabdominal. Si conocemos los valores de normalidad de un tejido para una
determinada presion intraabdominal pero no la controlamos, los valores que podriamos

dar por normales, en realidad, pueden ser valores patoldgicos a presiones superiores.
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De aqui se extrae no solo laimportancia de determinar los valores a una presién concreta,
sino también conocer a qué presion deberiamos trabajar. Se han analizado las diferencias
que han presentado cada segmento intestinal tomando como referencia el rango de
presiones entre los 10, 12 y 15 mmHg. No se consideraron para este analisis las presiones
de 20 y 30 mmHg ya que clinicamente no son relevantes. Por ello, se propone como
presion de trabajo dptima los 12 mmHg, en base a los resultados que se describen a
continuacién. Si tenemos en cuenta los valores de cada segmento a 10 mmHg vy los

comparamos con los mismos segmentos a 12 y a 15 mmHg obtenemos una tabla como

la siguiente.
Presién intraabdominal 10 mmHg vs. 12 mmHg vs. 15 mmHg
Segmento intestinal
Ciego p=0,458 (IC95%: 39,3-18,7) p=0,135 (I1C95: -57,7-8,5)
Colon derecho p=0,098 (1C95%: -37,8-3-6) p=0,022 (1C95%: -40,7-(-3,7))
Colon izquierdo p=0,310 (IC95%: -51,0-18,5) p=0,082 (1C95%: -58,7-4,0)
Recto p=0,058 (1C95%: -55,1-1,2) p=0,008 (1C95%: -73,8-(-13,7))

Tabla 28. Nivel de significacion en la comparacién entre las medias de saturacién de cada segmento de los 10 mmHg
respecto los 12 y 15 mmHg. Tomando los 10 mmHg como referencia, al comparar las saturaciones medias de ICG de
cada segmento vemos que, tanto en el colon derecho como en el ciego, se detectan valores significativamente
diferentes entre los 10y los 15 mmHg, mientras que entre los 10y los 12 mmHg todos los segmentos son comparables

entre ellos.

Del mismo modo podemos hacer con los 12 mmHg como presion central y compararlos

con las otras dos presiones. Los resultados se expresan en la siguiente tabla.

114



5.- DISCUSION

Presién intraabdominal 12 mmHg vs. 10 mmHg vs. 15 mmHg
Segmento intestinal
Ciego p=0,458 (IC95%: 39,3-18,7) p=0,371 (1C95%: -46,3-18,4)
Colon derecho p=0,098 (1C95%: -37,8-3-6) p=0,579 (IC95%: -24,3-14,1)
Colon izquierdo p=0,310 (I1C95%: -51,0-18,5) p=0,248 (1C95%: -29,7-8,5)
Recto p=0,058 (1C95%: -55,1-1,2) p=0,205 (1C95%: -44,1-10,5)

Tabla 29. Nivel de significacion en la comparacién entre las medias de saturacién de cada segmento de los 12 mmHg
respecto los 10y 15 mmHg. Similar a los que ocurria con la tabla 28, si tomamos como referencia los 12 mmHg no hay
diferencias cuando comparamos las saturaciones medias de ICG entre los diferentes segmentos tanto entre los 12 con

los 10 mmHg como entre los 12 con los 15 mmHg en ninguno de los segmentos, siendo todos los valores comparables.

Por todo ello, y dado que las presiones de trabajo en cirugia laparoscopica oscilan en el
rango entre los 10 y los 15 mmHg, se propone la presion de 12 mmHg como la presion
ideal con la que determinar los valores de normalidad. Establecer los rangos de
normalidad a esta presidn aseguraria que los valores obtenidos a presiones superiores e
inferiores, siempre dentro del rango de los 10 a los 15 mmHg, serian comparables entre

ellos.

5.4.- LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Se trata de un modelo experimental en cerdos. Las variaciones anatémicas vy fisiolégicas
de este animal de experimentacidn no permiten extrapolar directamente sus valores a la

practica clinica en humanos.

Otra limitacion del estudio es que no se ha controlado la distancia de la cdmara al tejido
de forma estricta. En este modelo se ha observado que existe una potencial variabilidad
en la distancia de la camara al tejido. Esto puede comportar una cierta limitacion. Sin
embargo, el hecho de que todos los procedimientos se han realizado por el mismo equipo
quirdrgico, con todas las demads variables del estudio controladas de forma estricta,
permite asumir un alto grado de fiabilidad de los resultados. Los datos, han sido

sometidos a un error considerado sistematico con todas las lecturas uniformes.
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5.5.- PROPUESTA DESDE EL ESTUDIO EXPERIMENTAL PARA SU APLICACION
CLINICA

Basandonos en los resultados de este estudio experimental, nos permiten plantear la
aplicacion del programa SERGREEN en un modelo de estudio para objetivar la
vascularizacién intestinal en humanos. Este estudio nos ha permitido determinar que la
saturaciéon del ICG mediante el programa SERGREEN depende de la presion
intraabdominal, de la distancia de la camara al tejido y del segmento intestinal de interés.
Por ello, para la obtencién de valores de normalidad para cada segmento intestinal, es

vital controlar estos aspectos.

En el estudio se ha descrito la presion de 12 mmHg como la ideal por presentar una
variabilidad sin diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes
segmentos. Por este motivo, seria importante utilizar este valor de PIA como el valor de

referencia para la toma de todos los valores de saturacién de ICG.

Es importante tomar las mediciones siempre a un tiempo determinado tras la infusion
del contraste. En el presente estudio se utilizd el tiempo de 2 minutos en la toma de
imagenes en base a la farmacocinética del compuesto, dada su semivida de eliminacién,
pero es necesario conocer la ventana de tiempo en que la variabilidad de la cuantificacion
es minima. Dada la ausencia de métodos de cuantificacidon no existen estudios previos
que especifiguen el momento optimo de medicion del ICG. Esto se podria conseguir
mediante la cuantificacién del ICG en un segmento intestinal a una distancia fija, para ver
como se comporta el compuesto en el tejido vivo y trazar la curva de saturacién en

funcion del tiempo.

Des del punto de vista de la distancia, es importante controlarla al maximo, para evitar
variabilidad de los datos en funcion de la misma. Asumiendo un tiempo, o ventana de
tiempo éptima, seria necesario determinar a qué distancias es minima la variabilidad de
la saturacion. Esto podriamos obtenerlo mediante la determinacidn, en un tiempo fijo
para todas las imagenes y en un mismo organismo, de la saturacion de ICG a diferentes

distancias de la cdmara al tejido.
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Como se ha discutido en el apartado 5.1, es necesario que la imagen se analice en
aquellos tramos de intestino donde la variabilidad sea minima. En el cerdo, la gran
variabilidad entre las dreas con vaso visible y sin vaso visible son muy evidentes, por las
caracteristicas anatdmicas de la pared intestinal. Esto no es exactamente asi en el modelo
humano, al menos de visum, por lo que también seria importante determinar si existen

diferencias entre las areas donde haya un vaso evidente y las que no.

Como futuras lineas de investigacién clinica se deberd diseflar un estudio para la
determinacion de los valores de normalidad en funcion del tiempo, el segmento vy la
distancia de la cdmara al tejido. Con ello permitiria obtener los valores de normalidad de
cada segmento intestinal en una poblacién determinada. Posteriormente se debera
conocer los valores en condiciones patoldgicas. Esta informacién tendra un gran valor

clinico en la toma de decisiones intraoperatorias.

5.6.- APLICABILIDAD DEL ESTUDIO

5.6.1.- Dehiscencia anastomotica

Dentro del marco de la dehiscencia anastomotica el programa tiene el potencial de
permitirnos conocer los valores de una correcta vascularizacion. La aplicacién del
programa en segmentos sospechosos de isquemia nos permitiria conocer su relacién con
una posible dehiscencia. Esto, con una muestra representativa, permitiria conocer qué
valores pertenecen al umbral de riesgo de dehiscencia anastomética secundaria a

isquemia de los extremos, asi como un valor limite como el descrito en este estudio.
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5.6.2.- Isquemia intestinal

En situaciones clinicas como una isquemia intestinal en un paciente con una hernia
inguinal incarcerada, la utilizacion del programa SERGREEN, permitiria la toma de
decisiones intraoperatorias criticas como puede ser el resecar, o no, un segmento
intestinal, con el riesgo que comporta una anastomosis vs. dejar un segmento isquémico.
El conocimiento del valor critico a partir del cual no haya opcién de revertir la isquemia
implicaria la reseccion de un segmento intestinal, mientras que aquellos valores que se
encuentren dentro de un posible rango de seguridad, permitirian mantener los

segmentos viables y evitar asi una posible reseccién y anastomosis.

5.6.3.- Otros campos potenciales de aplicacion

La cuantificacion mediante este método no solamente se limitaria a su aplicacién en
segmentos intestinales, sino que también seria aplicable a cualquier estructura donde la
alteracion de la vascularizacion sugiera una condicion patoldgica. Son algin ejemplo de
ello el estudio de las metéstasis hepéticas BY, donde su patréon vascular caracteristico
puede diferenciarlas de otras lesiones sélidas benignas. Otro ejemplo seria en la
determinacién del ganglio centinela 3%, permitiendo cuantificar cual de los que captan el
contraste es el principal o si, por el contrario, hay que considerar si hay ganglios centinela
multiples. Seria aplicable también en cirugia reconstructiva para la valoracion de la
viabilidad de los colgajos pediculados 1?8, También serfa aplicable en el estudio de las

gldndulas paratiroides 33!, para determinar si es necesario su reimplante o reseccion.

En definitiva, la aplicabilidad de este método de estudio es muy amplia. Es un método
aplicable a todos aquellos casos en los que la vascularizacién tisular se vea alterada. Es
necesario conocer bien, y de forma precisa, los valores de normalidad y generar estudios
para comparar estos valores con las condiciones patoldgicas que deseamos diagnosticar,

o tratar.
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5.3.4.- Reconocimiento a la potencial aplicabilidad del programa SERGREEN

En base al proyecto desarrollado en esta Tesis Doctoral y a la potencial aplicabilidad del
programa informatico SERGREEN, se ha concedido una beca con fondos europeos al
equipo investigador, cofinanciado en un 50% por el Fondo Europeo del Desarrollo
Regional de la Unién Europea (BECA FEDER). Esta beca tiene el objetivo de colaborar
econdmicamente en el desarrollo de un equipo de laparoscopia uUnico. El proyecto tiene
como finalidad desarrollar un equipo laparoscépico completo que permita el uso del ICG
y la cuantificacidon en tiempo real con la aplicacion de un software informatico integrado
en el mismo. Este proyecto se encuentra en fase inicial de licitacion por parte de las
empresas interesadas en una compra publica de innovacién. El programa SERGREEN ha
sido registrado dentro del marco de la propiedad intelectual bajo la firma de la Fundacién

Parc Tauli.

Durante el desarrollo del proyecto, tanto éste como las lineas de investigacion que se
derivan de él, el desarrollo y aplicacién del programa SERGREEN ha sido premiado con
diferentes becas a lo largo de los ultimos 5 afios. Entre ellas, destacan las becas CIR del

Hospital Universitario Parc Tauli, convocatorias 2015 y 2016.

Como consecuencia directa de la aplicacion de los resultados de la tesis doctoral, la
aplicabilidad del programa SERGREEN en la cirugia colorrectal avanza. Previo a la
utilizacién del programa para extraer conclusiones y cambios de decisiones
intraoperatorias, es necesario perfilar con mayor exactitud en qué condiciones debe
medirse la saturacion del ICG. Este estudio de la saturacion de ICG en un modelo
observacional en humanos es el que desarrolla actualmente la doctoranda Victoria Lucas,
un estudio dividido en 2 fases. Una primera fase para conocer intraoperatoriamente cual
es el mejor tiempo y distancia en los que se debe efectuar la medicion del ICG, y una
segunda fase donde estas conclusiones se apliquen en segmentos intestinales normales,

con tal de conocer el rango de valores de normalidad de éstos.
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La correcta aplicacidon del método de cuantificacién, en un tiempo éptimo, a una distancia
6ptima y en condiciones de normalidad deberia permitir conocer cual es el rango de
normalidad de vascularizacién de un tejido aplicando el ICG como método de
fluorescencia. Conocer la normalidad tisular nos permitira identificar aquellos segmentos

que se comporten de forma anormal o en los que la vascularizacién no sea suficiente.
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6.- CONCLUSIONES

1.- El programa SERGREEN demuestra su capacidad para la cuantificacion de la saturacion
del verde de indocianina. A través del mismo, se pueden detectar los cambios provocados
por un fendmeno de isquemia intestinal y por el aumento de la presion intraabdominal

en un modelo experimental.

2.- El programa identifica diferencias estadisticamente significativas entre diferentes
areas dentro de un mismo segmento. Asimismo, es capaz de detectar diferencias entre
los distintos segmentos y demostrar si su comportamiento es similar, o no, en funcion de

la presion intraabdominal a la que se observan.

3.- La aplicacién del programa en el modelo de isquemia permite determinar un valor
absoluto y relativo de diferencias en la saturacion. Estos valores se corresponden, en un
modelo experimental en cerdos, con el valor limite a partir del cual el tejido terminara en

una isquemia irreversible, si no se soluciona la causa.

4.- El colon derecho vy el ciego tienen un comportamiento similar, y comparable, tras un
aumento de la presién intraabdominal, asi como el colon izquierdo y el recto, sin
diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Estos segmentos son comparables
de forma apareada pero no entre los dos grupos, existiendo diferencias estadisticamente
significativas entre ambos, diferencias que se hacen mas evidentes conforme aumenta la

presion intraabdominal.

5.- Con los resultados obtenidos, se recomienda la presién de 12 mmHg como la presion
ideal para el estudio de la saturacion de ICG. Esta presién de trabajo demuestra
variaciones que no son estadisticamente significativas entre los 10 y los 15 mmHg,

convirtiéndose en la presién ideal para minimizar la variabilidad de lecturas.
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7.- ANEXOS

Todos los datos crudos de cada uno de los cerdos y sus determinaciones en los distintos
modelos se pueden encontrar en los archivos correspondientes dentro de los siguientes

links en cada apartado.

7.1.- REGISTRO DE IMAGENES EXPERIMENTAL

7.1.1.- Modelo de isquemia intestinal

https://mega.nz/folder/KBFw3YZD#AUnsp097IWQIEJOpjl2emw

7.1.2.- Modelo de modificaciones de la PIA

https://mega.nz/folder/y)9zjlJb#AKONOSKwonTtlknP4wPNNA

7.2.- PROCESAMIENTO DE LAS IMAGENES

7.2.1.- Modelo de isquemia intestinal

https://mega.nz/folder/HZ8FXYBY#jvE4A-hg5 rcvabRzADumw

7.2.2.- Modelo de modificaciones de la PIA

https://mega.nz/folder/TNIF2Q4J#SONtAgMUTYGBkZTOwWIiPKw

7.3.- TABLAS COMPLETAS DEPURADAS

7.3.1.- Modelo de isquemia intestinal

https://mega.nz/folder/nJkR3KLZ#QeZhT98QceOJ79HEIM3tRQ
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7.3.2.- Modelo de modificaciones de la PIA

https://mega.nz/folder/6B8DUChY#UME4iSOKnjoMIZsVNH500A
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