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PALABRAS CLAVE Resumen

Gastroenteroanasto- Introduccion y objetivos: Larealizacion de una gastroenteroanastomosis (GEA) utilizando ultra-
mosis; sonido endoscopico (USE) y protesis metalicas de aposicion luminal (PMAL) es segura y efectiva
Protesis metalicas de para el tratamiento de obstruccion al tracto de salida gastrico de origen maligno, pero no en
aposicién luminal; enfermedad benigna debido al impredecible cierre posterior al retiro de la PMAL, justificando la
Obstruccion al tracto investigacion en estos pacientes. Nuestro objetivo fue evaluar distintas técnicas endoscopicas
de salida gastrico; para crear una GEA permanente en modelos porcinos.

Exito técnico; Material y métodos: Se traté de un estudio de investigacion animal realizado en modelos por-
Exito clinico cinos en el bioterio de un hospital de tercer nivel de atencién en México entre septiembre y

noviembre de 2023. Se realizaron 5 técnicas: técnica directa (TD), cortes radiales (CR), cortes
lineales (CL), escleroterapia con alcohol absoluto (EAA) y ablacion con argon plasma (AAP). Se
evaluo la eficacia técnica, la seguridad y la persistencia de la anastomosis a 4 semanas de la
intervencion y retiro de la PMAL.

Resultados: Se incluyeron 10 modelos porcinos, 2 por grupo. El éxito técnico y clinico del 100 y
0%. Los tiempos de los procedimientos fueron: TD =29 min; CR =88 min; CL=74min; EAA=41 min
y AAP =75 min; y la técnica CR presento la mayor area de anastomosis (742 mm?). Hubo un evento
adverso (10%) el cual fue leve y no requirié intervencion adicional.

Conclusiones: Aunque el éxito clinico no se alcanzd con ninguna técnica, las modificaciones
fueron seguras y permitieron entender los mecanismos de creacion de la GEA, abriendo la
posibilidad para nuevas exploraciones.
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Creating a durable endoscopic ultrasound-guided gastroenteric anastomosis: A
porcine-model pilot study

Abstract

Introduction and aims: The performance of gastroenteric anastomosis (GEA) utilizing endosco-
pic ultrasound (EUS) and lumen-apposing metal stents (LAMSs) is safe and effective for treating
malignant gastric outlet obstruction, but not in benign disease, due to unpredictable GEA clo-
sure after LAMS removal. Our aim was to evaluate different endoscopic techniques for creating
a durable GEA in porcine models.

Material and methods: An animal study in porcine models was conducted at the vivarium of a
tertiary care hospital in Mexico City, between September and November 2023. Five techniques
were carried out: direct technique (DT), radial cut (RC) technique, linear cut (LC) technique,
absolute ethanol sclerotherapy (AES), and argon plasma coagulation (APC). Technical efficacy,
safety, and lasting patency of the anastomosis at 4 weeks after the intervention and LAMS
removal were evaluated.

Results: Ten porcine models, 2 per group, were included. Technical success was 100% and cli-
nical success 0%. Procedure times were 29 min for the DT, 88 min for the RC technique, 74 min
for the LC technique, 41 min for AES, and 75min for APC. The RC technique had the largest
anastomosis area (742 mm?). There was one adverse event (10%); it was mild and did not require
any additional intervention.

Conclusions: Although clinical success was not achieved with any of the techniques, the tech-
nical modifications were safe, providing a better understanding of the mechanisms involved in
GEA and paving the way for new explorations.

© 2025 Published by Masson Doyma México S.A. on behalf of Asociacion Mexicana
de Gastroenterologia. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccion y objetivos

Las gastroenteroanastomosis (GEA) guiadas por ultrasonido
endoscopico (USE) con el uso de prétesis metalicas de aposi-
cién luminal (PMAL), han demostrado ser una técnica eficaz
para el tratamiento de condiciones como la obstruccion al
tracto de salida gastrica (OTSG) de origen maligno o en la
creacion de accesos para procedimientos intervencionistas
como la colangiopancreatografia retrograda endoscopica en
los pacientes con anatomia modificada, con un éxito técnico
del 93.5% (IC 95%: 89.7-96%) y eficacia clinica del 90.1% (IC
95%: 85.5-93.4%)". Los eventos adversos son del 11.7% (IC
95%: 8.2-16.6%), la mayoria leves o moderados'.

Pérez Miranda et al. compararon la técnica de GEA con
PMAL vs. la técnica laparoscopica para los pacientes con
OTSM, no encontrando diferencias en éxito técnico (88
vs. 100%; p=0.11); clinico (84 vs. 90%; p=0.11); pero con
eventos adversos y costo mayores para el grupo laparosco-
pico (12 vs. 41%; p=0.038 y $4515 vs. $14778; p <0.00001,
respectivamente)?. Khashab et al. reportaron un éxito téc-
nico mayor en el grupo quirirgico (87 vs. 100%; p =0.009),
eficacia clinica similar (87 vs. 90%; p=0.18) y similares even-
tos adversos (16 vs. 25%; p=0.3)>.

Son pocos los trabajos que incluyen la evaluacion de
PMAL para la creacion de GEA en enfermedad benigna,
incluyendo algunos reportes de casos y sin evaluaciones for-
males a largo plazo para enfermedades benignas, donde
las causas incluyen: estenosis asociadas a Ulceras pépticas,
volvulos gastricos, estenosis piloricas refractarias, enfer-
medad de Crohn, estenosis posquirirgicas y gastroparesia

refractaria®®. Ademas, la persistencia de la anastomosis
una vez retirada la PMAL es impredecible. En este sentido,
Krafft et al. evaluaron el cierre espontaneo o por segunda
intencion de las anastomosis creadas por PMAL de 20 mm
posterior a su retiro en los pacientes con bypass gastrico. Se
observo que el 41% de las anastomosis persistieron durante
el tiempo, de las cuales el 56% de los pacientes presentaron
reganancia de peso significativa. Se observo una diferencia
en la mediana de dias de permanencia de la PMAL entre
el grupo donde se mantuvo la persistencia y aquellos con
cierre por segunda intencion de la GEA posterior al retiro de
la PMAL (77 dias; RIQ: 42-124 vs. 35 dias; RIQ: 26-45 dias)’.

Durante la creacion de una GEA quirGrgicamente, en
la fase inicial existen varios factores proinflamatorios que
incluyen: colagenasas y metaloproteinasas que debilitan la
adhesion generando que su estabilidad sea directamente
relacionada al mecanismo quirdrgico utilizado, previo a la
formacion de nuevo colageno por fibroblastos y células de
musculo liso de la muscular de la mucosa y muscular propia;
de tal forma que existe una resistencia de la anastomosis
a la presion intraluminal de solo el 50% en los primeros
2-3 dias y del 100% a los 7 dias posteriores a la GEA. La
formacion y permanencia de la GEA depende de factores
locales (perfusion tisular, tension anastomotica, adecuada
aposicion de bordes, ausencia de infeccion local, etc.) y sis-
témicos (desnutricion, hipovolemia, medicamentos, sepsis,
inmunodeficiencias o diabetes mellitus)®. Sin embargo, el
mecanismo de formacion de la GEA guiada por USE es dife-
rente, ya que aqui al utilizar una PMAL especificamente en
el caso de la Hot Axios® (Boston Scientific, Marlborough,
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Massachusetts), se realiza una puncion asistida por coagu-
lacion monopolar directa para traspasar ambas paredes a
unir con una sonda de calibre 10.8 Fr y posteriormente al
liberar la protesis, se expanden ambas paredes hasta alcan-
zar el diametro designado, no generando ningln corte de
espesor total como en la sutura mecanica o con engrapado-
ras quirdrgicas utilizados en cirugia convencional, donde se
obtienen anastomosis circulares de 21 hasta 33 mm o lineales
de entre 30 y 60 mm, reestructurando las paredes gastrica
y enteral, favoreciendo una tension baja entre los tejidos
perianastomoticos’.

Es por ello que la creacion de una GEA guiada por USE
con uso de PMAL para los pacientes con enfermedad benigna
dependeria de la permanencia de la GEA una vez retirada la
PMAL, por lo cual se hace necesario el estudio de modifi-
caciones de la técnica original para este fin y es por ello
que nuestro objetivo fue realizar un proyecto piloto, explo-
ratorio con el objetivo de evaluar 4 modificaciones de la
técnica original y un grupo control, en modelos bioldgicos
de tipo porcino vivos, con el objetivo de buscar una GEA
permanente.

Material y métodos

Se tratd de un ensayo clinico utilizando un modelo piloto
experimental exploratorio, prospectivo, comparativo y lon-
gitudinal realizado en modelos animales porcinos in vivo,
de acuerdo con las guias CONSORT para ensayos clinicos.
Este estudio fue desarrollado en el bioterio de un hospital
de tercer nivel de atencién hospitalaria entre septiembre
y noviembre del afo 2023. Los procedimientos fueron rea-
lizados bajo los estatutos y las normas designadas por el
instituto para el adecuado manejo de estos modelos anima-
les.

Criterios de inclusion

Se incluyeron 10 modelos porcinos hembras, de la raza Lan-
drace, con una edad de entre 6 y 10 semanas de edad y
un peso entre 24 y 45kg. Todos los modelos incluidos fue-
ron certificados como sanos por un médico veterinario de la
comision sanitaria mexicana.

Criterios de exclusién

Se excluyeron aquellos modelos que no pudieran completar
la preparacion correcta para la realizacion de la GEA, que
presentaran complicaciones durante la induccion anestésica
o no atribuibles al procedimiento, y aquellos que no pudie-
ran completar el tiempo de seguimiento. En este caso, serian
reemplazados por otros modelos, para no comprometer el
tamano de muestra contemplado.

Equipo utilizado

Los equipos utilizados fueron los siguientes: Ecoendoscopio
lineal modelo EG-580UT (Fujifilm, Tokyo, Japdon) multi-
frecuencia de 5/7.5/10/12MHz, con canal de trabajo de
3.8 mm; un gastroscopio convencional modelo EG-530FP
(Fujifilm, Tokyo, Japon), acoplado a un videoprocesador y

fuente de luz modelo Eluxeo® 7000 (Fujifilm, Tokyo, Japon)
y un procesador de USE SU-1 (Fujifilm, Tokyo, Japon). Se
utiliz6 una unidad electroquirtrgica ERBE VIO® 300D (ERBE,
Tubingen, Alemania) con el modo highcut monopolar con
una potencia de corte de 120W en efecto 1. Los materiales
para la creacion de la GEA fueron: PMAL tipo Hot Axios™
de 20 mm de didmetro (Boston Scientific, Marlborough, Mas-
sachusetts), la cual es una proétesis tubular y con forma de
«yoyo», hecha de nitinol y totalmente recubierta de silicon;
cuchillo HybridKnife® tipo | (ERBE, Tiibingen, Alemania);
hemoclips tipo Resolution™ (Boston Scientific, Marlborough,
Massachusetts); aguja de inyeccion tipo Interject™ de 23 G
0 25G (Boston Scientific, Marlborough, Massachusetts); un
baldén de expansion radial tipo CRE™ 18-20mm (Boston
Scientific, Marlborough, Massachusetts); una pinza tipo coa-
grasper (Olympus, Tokyo, Japon) en caso de hemorragia en
modalidad softCOAG® a 20-30W efecto 2 y una unidad de
argon plasma APC® 2 acoplada a una sonda tipo FiAPC®
Axial (ERBE, Tibingen, Alemania) en modalidad forced APC
a 50Ww.

Modelos in vivo

Los 10 modelos porcinos vivos los cuales fueron adquiridos
con un proveedor certificado (SCR), y previo a su inclusion
en el estudio, el personal de veterinaria del hospital realizd
una evaluacion clinica de los modelos porcinos, de acuerdo
a las normas previamente mencionadas, para asegurar el
cumplimiento de los estandares de salud establecidos para
la realizacion de este tipo de protocolos en el bioterio. Los
modelos porcinos fueron tratados procurando el cuidado de
los mismos, la seguridad de los investigadores y evitando
el estrés del animal en todo momento. El manejo previo,
transprocedimiento y posterior a la intervencion; se realizd
de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999.

Previo a la anestesia, todos los animales se sometieron a
un periodo de ayuno de 24 h, suficiente para vaciar el esto6-
mago, con el fin de prevenir la regurgitacion o aspiracion del
contenido gastrico. Se inici6 premedicacion con ketamina
a 15mg/kg por via intramuscular, para posteriormente ser
limpiados con uso de jabdn antiséptico y finalmente pasar a
quiréfano. Se realizd una canalizacion por via auricular y se
administr6 midazolam (5mg/kg en bolo y posteriormente
2mg cada 10 a 15min en dosis/respuesta para manteni-
miento). Se realiz6 la intubacion orotraqueal con canulas
de 5.5a6.5mm, y la anestesia transprocedimiento fue otor-
gada por médico veterinario en todo momento. Al finalizar el
procedimiento, el modelo fue trasladado a un area especial
que tiene una superficie de concreto de 28 m?, adecuada-
mente equipada para la correcta vigilancia postoperatoria.
Los porcinos fueron mantenidos en ayuno y vigilancia pos-
terior al procedimiento durante 4h, previo a su traslado
final a un area de descanso y vigilancia posterior donde per-
manecieron durante todo el protocolo previo a su siguiente
intervencion.

A las 24 h se inici6 una dieta convencional para este tipo
de modelos la cual consistio en una mezcla del 16% de pro-
teina cruda, del 6% de fibra cruda, del 3.5% de lipidos y el
resto de hidratos de carbono por cada racién, con consumo
de agua a libre demanda. En todos los casos se utilizaron
analgésicos autorizados por el Servicio Nacional de Sanidad,
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Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, ofreciendo cobertura
analgésica por 3 dias, la cual se extendid solo en caso de que
el médico veterinario asi lo determinara. Se programé una
revision clinica diaria durante toda su evolucion y en caso
de sospecha de algun evento adverso, el modelo se some-
tié directamente a una revision endoscopica o quirurgica, ya
que no contamos con disponibilidad de estudios bioquimicos
o de imagen. En caso de compromiso de la integridad del
animal o presencia de secuelas incapacitantes se procedio
a realizar eutanasia por parte del médico veterinario utili-
zando pentobarbital sédico a dosis de 200 mg/kg por via 1V,
conforme con la NOM-062-200-1999.

Una vez finalizado el protocolo, se procedio a realizar la
eutanasia correspondiente para valorar las caracteristicas
de las anastomosis creadas, la disposicion, calibre y even-
tos adversos perianastomoticos. Los desechos, cadaveres y
material organico se depositaron de acuerdo con la NOM-
087-ECOL-SSA1-2002 asi como a la Ley General del Equilibrio
Ecoldgico.

Procedimientos

La técnica convencional para realizacion de GEA se consi-
derd como el grupo control y se analizaron 4 técnicas nuevas.
Los procedimientos fueron fotodocumentados y grabados.
Se evaluaron el éxito técnico, clinico y los eventos adver-
sos. La evaluacion final se realiz6 posterior a la eutanasia
1 mes posterior a las técnicas evaluadas.

A. Técnica 1 «Gastroentero anastomosis convencional

por técnica directa»

Los modelos incluidos fueron el 1 (A) y el 2 (B).
Fundamento: Es una técnica comprobada, con una efec-

tividad y eventos adversos aceptable para la paliacion de la

via enteral'. La principal desventaja es que la permanencia

de la anastomosis y el calibre son impredecibles”.

e A.1. Hot Axios® con técnica directa (TD) (dia 1): Pos-
terior al lavado y preparacion del modelo animal, este
se traslado a sala. Se realizd la induccion anestésica y
se administro profilaxis antibiotica con enrofloxacina al
10% (100mg/1ml) a dosis de 2.5mg/kg. Se realizdé una
ecoexploracion gastrica y posteriormente se instilé agua
inyectable a nivel pospilérico para la adecuada distension
de las asas. Se reviso el sitio y se realizd una pun-
cion directa con prétesis de 20mm de diametro tipo Hot
Axios™ con corriente monopolar de tipo AutoCut a 120 W.
Se libero la protesis, se confirmé su adecuada colocacion
y se realizo dilatacion con balon de expansion radial tipo
CRE a 18 mm. El modelo porcino se egresd y paso a vigi-
lancia con esquema analgésico utilizando meglumina de
flunixin 50 mg/1 ml a dosis de 2.2 mg/kg por 3 dias, se pro-
gramd un ayuno total de 24 h y posteriormente iniciarse
la via oral con la dieta previamente mencionada.

e A.2. Retiro de PMAL (30 dias): Posterior al protocolo de
ingreso a sala se realizo la revision de la GEA por via endos-
copica para el posterior retiro de la PMAL con pinza de
cuerpo extrano. Se evaluo la GEA anastomosis y se egreso
manteniendo ayuno y observacion de 4 h, previo al inicio
de la dieta.

e A.3. Revisién final (60 dias): Posterior al protocolo de
ingreso a sala se reviso el sitio de la GEA y se sacrific al
animal para realizar celiotomia e inspeccion de cavidad
peritoneal y finalmente la extraccion de la pieza gastro-
entérica involucrada, con la eutanasia correspondiente.
El manejo de los restos bioldgico se realizd de acuerdo a
la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

B. Técnica 2: «Gastroentero anastomosis con cortes
radiales de espesor total»
Los modelos incluidos fueron el 3 («C») y el 7 («G»).
Fundamento: En esta técnica modificada en la cual se
realizaron cortes radiales (CR) de 1 cm en disposicion radial
con el objetivo de crear un corte de espesor total de las
capas gastrica y enteral, permitiendo una potencial remo-
delacién perianastomdtica de mejor calidad’ 8.

e B.1. Hot Axios® (dia 1): Al igual que en el modelo control
se realizo la colocacion de la GEA y se egreso el modelo a
vigilancia.

e B.2. Realizacién de CR (15 dias): Se decidié la realizacion
de la maniobra a 15 dias de colocacion debido a que es
el tiempo esperado para la formacion de la GEA. Poste-
rior el protocolo de ingreso a sala se realizo el retiro de
la PMAL vy se reviso el area de la GEA. Se identificaron
los 4 puntos de circunferencia anastomoética a nivel gas-
trico y se procedio a realizar CR de 10mm de longitud
sobre las paredes gastrica y enteral con el cuchillo tipo
HybridKnife® tipo | con los parametros: EndoCut |, efecto
1, duracion de corte 3 e intervalo de corte 3. Se colocaron
hemoclips tipo Resolution™ con apertura de 11 mm, en
disposicion paralela en el borde seleccionado, repitiendo
el proceso en los 4 bordes de forma radial. Se coloco nue-
vamente la PMAL por via endoscopica como proteccion
de algun tipo de potencial perforacion posterior, corro-
borando el adecuado posicionamiento y hemostasia, se
revirtié la anestesia y se realizo el protocolo de egreso
correspondiente.

e B.3. Retiro de PMAL (30 dias): Posterior al protocolo
de recepcion. Se realizo el retiro de PMAL y se realizo
una revision de la nueva GEA, evaluando los diametros
alcanzados. Finalmente, se realizo el protocolo de egreso
correspondiente.

e B.4. Revision final (60 dias): Se realizo al igual que en
la TD el protocolo para celiotomia, exploracion de cavi-
dad peritoneal y extraccion de la pieza gastroentérica
involucrada con la eutanasia correspondiente.

C. Técnica 3: «Gastroentero anastomosis con cortes
lineales de espesor total»

Los modelos incluidos fueron el 4 («D») y modelo porcino 9
(«I»).

Fundamento: Al igual que en CR el objetivo fue reali-
zar 2 cortes lineales (CL) de espesor total con el objetivo
de aumentar el diametro de la anastomosis y mejorar la
remodelacion anastomotica’ 8.

e C.1. Hot Axios® (dia 1): Se realizo la colocacion de la PMAL
de forma convencional por TD y se egresé el modelo a
vigilancia.
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e C.2. Realizacion de CL (15 dias): Posterior al protocolo
de recepcion, se retiro la PMAL y se evalud la GEA para
posteriormente realizar 2 CL transmurales con el cuchi-
llo HybridKnife® tipo | y parametros: EndoCut | efecto 1,
duracion de corte 3, intervalo de corte 3, al igual que en
CR se colocaron un par de clips en disposicion paralela en
el borde seleccionado. Se colocd nuevamente la PMAL de
proteccion y se realizo el protocolo de egreso.

e C.3. Retiro de PMAL (30 dias): Se realiz6 el retiro de la
PMAL, la revision de la GEA con sus mediciones correspon-
dientes y el protocolo de egreso.

e C.4. Revision final (60 dias): Se realizd el protocolo
de celiotomia, exploracion de cavidad peritoneal y
extraccion de la pieza gastroentérica involucrada con la
eutanasia correspondiente.

D. Técnica 4: «Gastroentero anastomosis con esclerosis
por alcohol absoluto»
Los modelos incluidos fueron el 8 («H») y el 10 («J»).
Fundamento: El objetivo en esta técnica fue la inyeccion
de alcohol absoluto en el tejido adyacente a la circunferen-
cia de la protesis, el alcohol genera inflamacion, destruccion
tisular, fibrosis irreversible con disminucion de la masa tisu-
lar por retraccion’'®. El objetivo fue controlar la fibrosis
alrededor de la PMAL la cual fungié como tutor mante-
niendo la aposicion de los lumenes mientras se reestructuré
el tejido circundante.

e D.1. Hot Axios® y aplicacion de EAA (dia 1): Posterior a
la colocacion de la PMAL con TD, se identificaron 4 pun-
tos de forma circunferencial a la prétesis y se procedio
a la inyecciéon de 1.5-2ml de etanol al 98% con aguja
Interject™ de 23G. Finalmente, se realizé dilatacion del
cuerpo de la protesis hasta 18 mm, se corroboro el ade-
cuado posicionamiento y hemostasia previo al egreso.

e D.2. Retiro de PMAL (30 dias): Se realizd el retiro de la
PMAL vy finalmente se evalu6 la GEA con las mediciones
correspondientes. Se egreso6 el modelo a vigilancia.

e D.3. Evaluacién final (60 dias): Se realizd el proto-
colo de celiotomia, exploracion de cavidad peritoneal y
extraccion de la pieza gastroentérica involucrada con la
eutanasia correspondiente.

E. Técnica 5. «Gastroenteroanastomosis con ablacién
con argén plasma»
Los modelos incluidos fueron el 5 («E») y modelo porcino 6
(«F»).

Fundamento: En esta técnica el objetivo fue generar
dano tisular y fibrosis de la GEA, con motivo de generar una
remodelacion controlada’".

e E.1. Hot Axios® (dia 1): Posterior al protocolo de ingreso,
se realizo la colocacién de la PMAL con TD.

e E.2. Aplicacién de argdn plasma (15 dias): Se realizd el
retiro de la PMAL y se aplico argdn plasma con la unidad
APC® 2 y sonda FiAPC® Axial en modo forzado a 50W y
11/min, en la circunferencia de la GEA, con el objetivo de
obtener un tono dorado del tejido circundante y con una
extension de hasta 5mm. Se colocd la PMAL nuevamente
y se realizo el protocolo de egreso.

e E.3. Retiro de PMAL (30 dias): Se realizo el retiro de la
PMAL con la posterior revision de la GEA y mediciones
correspondientes, previo a su egreso.

e E.4. Revision final (60 dias): Se realizo el protocolo
de celiotomia, exploracion de cavidad peritoneal y
extraccion de la pieza gastroentérica involucrada con la
eutanasia correspondiente.

Objetivos

El objetivo primario fue evaluar la potencial creacion de
una GEA permanente por medio de la utilizacion de 4 téc-
nicas experimentales y un grupo control. El éxito clinico se
definié como la persistencia de la anastomosis en la evalua-
cion final del modelo (60 dias). Secundariamente se evalud
la seguridad y éxito técnico de cada una de las técnicas
empleadas.

Analisis estadistico

El tamafno de muestra para nuestro estudio se realiz6 a con-
veniencia, basado en la probabilidad de permanencia de
una GEA con alguna de las 4 maniobras evaluadas (25%),
esto basado en estudios de permanencia previa de GEA en
enfermedad benigna a corto y mediano plazo que varian de
20-41%*7, y considerando una eficacia técnica de la GEA
con PMAL, la cual se reporta del 93.5%', nuestro tamafio de
muestra fue de 10.4 (10 modelos). Se utilizo para este cal-
culo el programa estadistico validado (Epilnfo, EE. UU.). Se
documentaron las caracteristicas generales de los modelos
y de las intervenciones incluyendo el éxito técnico, clinico
y eventos adversos. Utilizamos una estadistica descriptiva,
donde las variables se expresaron en promedios para las
cuantitativas y en porcentajes para las cualitativas.

Resultados

Durante el periodo comprendido entre septiembre y noviem-
bre 2023 se realizaron un total de 32 intervenciones
endoscopicas en los 10 modelos porcinos in vivo incluidos
en el presente estudio. Todos los modelos fueron hembras;
la edad promedio fue de 6.9 semanas y el peso de 23.8 kg
(tabla 1).

En cuanto a los procedimientos, los tiempos prome-
dio registrados de acuerdo con la técnica implementada
fueron los siguientes: TD =29 min; CR=88 min; CL=74min;
EAA=41min y AAP=75min; de tal forma que la TD fue la
mas rapida y los modelos a quienes se realizaron CR fueron
los que presentaron el tiempo mas prolongado. Se alcanzé
un éxito técnico en el 100% de los modelos; sin embargo, el
éxito clinico fue del 0%, incluyendo a los pacientes del grupo
control (TD). Sin embargo, se alcanzé una tolerancia a la via
oral en todos los casos a las 24 h posteriores a cualquiera de
las intervenciones (tabla 1).

En todos los casos se realizo la evaluacion de la GEA a los
30dias (TDy EAA) y 15 dias (CR, CLy AAP). Esto debido a que
en TD y EAA no existio necesidad de realizar una GEA tem-
poral inicial 15 dias después de la colocacion de la PMAL, a
diferencia del resto de las técnicas donde primero se realizd
la GEA temporal, tiempo en el cual se realizo la maniobra



Tabla 1 Caracteristicas generales de los modelos, procedimientos y de las anastomosis creadas

Modelo Edad Peso (kg) Tiempo Tipo de Eje corto Eje largo Area de la Exito Exito Eventos Mortalidad
porcino (semanas) del proce- técnica de la GEA de la GEA anastomo- técnico clinico adversos
dimiento utilizada al retiro al retiro sis
(min) de laPMAL dela PMAL  (mm?)
(mm) (mm)
1 5 24.3 32 TD 13.3 19.7 205.7 Si No Liberacion No
erronea
tipo |
2 6 22.6 26 TD 14.7 18.4 212.4 Si No No No
3 5 22.5 98 CR 27.6 35.9 778.2 Si No No No
4 8 25.3 85 CL 19.8 31.3 486.8 Si No No No
5 7 25.8 81 AAP 20.3 24.1 383.1 Si No No No
6 9 24.6 69 AAP 19.8 21.9 340.2 Si No No No
7 7 21.7 78 CR 26.4 34.1 707.0 Si No No No
8 6 24.3 45 EAA 17.4 22.3 303.2 Si No No No
9 9 23.8 63 CL 20.2 29.7 471.2 Si No No No
10 7 23.5 38 EAA 16.7 19.7 258.3 Si No No No

AAP: ablacion con argon plasma; CL: corte lineal; CR: corte radial; EAA: escleroterapia con alcohol absoluto; GEA: gastroenteroanastomosis; PMAL: protesis metalica de aposicion luminal;
TD: técnica directa.
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CREANDO UNA GASTROENTEROANASTOMOSIS PERMANENTE CON ULTRASONIDO ENDOSCOPICO:

ESTUDIO PILOTO EN MODELOS PORCINOS

Técnica Directa Cortes Radiales

Escleroterapia con
Alcohol Absoluto

Ablacion con Argén

Lineall
Cortes Lineales PIEsiTiE

TR
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Promedios de Area Maxima de Gastroenteroanastomosis y Tiempo de Procedimiento

Exito Técnico: 100%

Exito Clinico: 0%
(Cierre de anastomosis a 4 semanas) 19 x 14 mm

2
1 Evento Adverso Leve ]
(Liberacion inadecuada Tipo | con

resolucion endoscopica adecuada)

29 minutos 88 minutos

20 x 30.5 mm 21 x 17 mm

280 mm?
479 mm?

75 minutos

74 minutos 41 minutos

Conclusiones: El éxito clinico no se alcanzé en ninguna técnica, las modificaciones fueron seguras y permitieron entender los
mecanismos de la gastroenteroanastomosis con ultrasonido endoscoépico; abriendo la posibilidad a nuevas exploraciones.

Figura 1

correspondiente (CR, CL y AAP), para posteriormente vol-
ver a dejar la PMAL como tutor y 15 dias después retirarla
definitivamente. En todos los casos, el retiro de la PMAL fue
a los 30 dias y se realizd la evaluacion de la anastomosis
obteniendo que la mayor distancia en eje corto fue para los
pacientes con CR con un promedio de 27 mm y la menor para
la TD con 14 mm; y en eje largo, la mayor distancia fue para
CR con 35mm y la menor para TD con 19 mm. Esto se vio
reflejado en el promedio de area total de la anastomosis
donde la técnica de CR fue la mayor con 742mm? y la TD
fue la que tuvo la menor area con 209 mm? (tabla 1y fig. 1).

Con respecto a los eventos adversos presentados, solo
hubo uno que fue un evento adverso menor el cual consistio
en una liberacion inadecuada de la PMAL (tipo I)'?. Se obtuvo
una adecuada resolucion al extraer primero la protesis y pos-
teriormente realizar un cierre primario de la perforacion
gastrica con un clip tipo over-the-scope clip (OTSC, tipo a;
Tubingen, Alemania), y finalmente una vez corroborado el
cierre de la perforacion gastrica, se realizd la colocacion
de la GEA con TD sin complicaciones inmediatas ni eventos
adversos posteriores al procedimiento. No hubo necesidad
de realizar una GEA adicional, ni tampoco hubo mortalidad
en ninguno de los modelos de experimentacion.

Evaluacion por técnica realizada

Con respecto a la evaluacion de estas técnicas, la TD fue
la mas rapida con 29 min, pero la que obtuvo el menor dia-
metro con 209 mm?, presentando uno de los modelos una
mala colocacion de la protesis (inadecuada liberacion tipo
I) que fue resuelto endoscopicamente sin complicaciones y
pudiéndose colocar nuevamente la GEA. En ambos modelos

Diferentes diametros obtenidos en la gastroenteroanastomosis, de acuerdo a la técnica realizada en modelos animales.

realizados durante la revision final en la autopsia se observo
un cierre total de la GEA y en ambos casos con adherencia
de epipldn al sitio de la anastomosis (fig. 2).

La técnica de CR fue la que obtuvo el mayor diame-
tro de todas con 742 mm?, pero la de mayor duracidén con
88 min. No se presentaron eventualidades durante la reali-
zacion de los cortes en los 4 puntos cardinales y una vez
colocadas las protesis nuevamente como tutor, no existio
ninguna migracion. Se utilizaron 8 y 9 clips respectivamente
por cada modelo y la tolerancia de la via oral a las 24h
fue adecuada en ambos casos, asi como su evolucion. Sin
embargo, durante la evaluacion final, se observo un cierre
total de la GEA con presencia de adherencia de epiplon y
del asa intestinal en esta region, pero sin permeabilidad de
la GEAy en el otro caso solo presencia de epiplon en la cara
extraluminal (fig. 3).

La realizacion de CL fue mas rapida que CR con un tiempo
de 74min, el diametro de la anastomosis fue la segunda
mas grande después de la técnica de CR y no se presenta-
ron complicaciones durante el procedimiento. Se utilizaron
3y 4 clips por cada modelo y no existieron eventos adversos
posteriores al mismo. Al igual que en el resto de las técni-
cas, se observo en la evaluacion final una GEA cerrada con
adherencia de epiplon en esta region para ambos modelos
(fig. 4).

El alcohol absoluto representd una técnica que resulto
promisoria, siendo la segunda mas rapida después de la TD
con 41 min, esto debido a que se anade el tiempo de inyec-
cion una vez colocada la PMAL para la creacion de la GEA. EL
promedio de alcohol inyectado fue de 2ml por cuadrante,
abarcando tanto la pared gastrica como la enteral. No se
observaron eventos secundarios posteriores a la aplicacion
y la prétesis sirvio como tutora durante los 30 dias de perma-
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Figura 2 Gastroenteroanastomosis por técnica directa. A) Colocacién inicial de Hot Axios™. B) Retiro de la prétesis a 30 dias. C
y D) Estado de la anastomosis inmediatamente posterior al retiro. E y F) Evaluacion final a 60 dias observando el cierre total de la
gastroenteroanastomosis por el lado mucoso gastrico, y la presencia de epiplon adherido al sitio de anastomosis.

Figura3 Gastroenteroanastomosis por técnica de cortes radiados. A) Colocacion inicial de Hot Axios™. By C) Realizacién de cortes
radiados con colocacion de clips de seguridad a 15 dias. D) Retiro de protesis a 30 dias y estado de la gastroenteroanastomosis. E y
F) Evaluacion final a 60 dias, observando una retraccion cicatricial por el lado mucoso gastrico, y con adherencia de epiplon y parte

del asa intestinal a nivel de la gastroenteroanastomosis.

nencia para la formacion de la GEA. Al retiro de la PMAL, los
bordes de la anastomosis se observaron bien formados, pero
con ulceracion en ambos casos a nivel de la pared formada
entre ambos 6rganos, sin evidencia de hemorragia digestiva.
En la evaluacion final, las GEA estaban cerradas y los mode-

los presentaron varias adherencias entre estdbmago, epiplon
y pared intestinal y una retraccion importante a nivel de la
pared gastrica intraluminalmente (fig. 5).

La utilizacion del argon plasma para la creacion de la
GEA, demostro ser un procedimiento seguro y con adecuada
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Figura 4 Gastroenteroanastomosis por técnica de cortes lineales. A) Colocacion inicial de Hot Axios™. B y C) Revisién de la
gastroenteroanastomosis a 15 dias, y realizacion de cortes lineales con uso de clips en los bordes. D) Retiro de protesis tutor a 30
dias, y revision del estado de la gastroenteroanastomosis. E y F) Evaluacion final a 60 dias, observando una cicatriz mucosa luminal,
y por el lado extraluminal observando la cicatriz a nivel de la gastroenteroanastomosis y restos de epiplon.

Figura 5 Gastroenteroanastomosis por técnica de esclerosis con alcohol absoluto. A y B) Colocacion inicial de Hot Axios™ con
aplicacion de alcohol absoluto alrededor y dentro de la prétesis. C y D) Vision endoscopica y estado de las gastroenteroanastomosis
en ambos modelos a 30 dias. E y F) Evaluacion final a 60 dias donde se observa una cicatriz luminal prepilorica en la region de la
anastomosis, y en el lado extraluminal se observa la adherencia gastrica-epiplon-enteral.

eficacia técnica. Al igual que en las técnicas de CR y CL, la PMAL se observo una adecuada creacion de la GEA con bor-
la realizacion de la ablacion de toda la circunferencia de la des bien definidos y solo una discreta ulceracion en ambos
anastomosis genero una adicion en el tiempo total del proce- modelos. Sin embargo, en la evaluacion final se observé una
dimiento con un promedio de 75 min. Sin embargo, al retirar retraccion cicatricial a nivel luminal, presencia de adheren-
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Figura 6

Gastroenteroanastomosis por técnica de ablacion con argén plasma. A) Colocacién inicial de Hot Axios™. By C) Aplicacion

de argodn plasma en la gastroenteroanastomosis a los 15 dias. D) Gastroenteroanastomosis y protesis tutor a los 30 dias. E) Estado de
la gastroenteroanastomosis después del retiro de la protesis Hot Axios™. F) Evaluacion final a 60 dias, observando un cierre total

a nivel de sitio de gastroenteroanastomosis previa.

cias de epipldn en el lago extraluminal y cierre completo de
la anastomosis (fig. 6).

Discusién y conclusiones

La OTSG es un padecimiento que genera una alta morbilidad-
mortalidad y pérdida de la calidad de vida para los
pacientes; donde los signos y sintomas estan relacionados
directamente con el tiempo y etiologia de la obstruccion'2.
Para la obstruccion de origen maligno la gastroenterostomia
quirurgica ha sido clasicamente el estandar de tratamiento,
pero asociada mUltiples eventos adversos y a que no todos
los pacientes son candidatos a este tipo de tratamiento®?2.
La evolucion endoscopica ha permitido ofrecer la alterna-
tiva paliativa por medio del uso de protesis duodenales, las
cuales presentan un buen éxito técnico y clinico a corto
plazo, pero requiriendo multiples procedimientos; y final-
mente con el advenimiento la creacion de una GEA por
medio del USE, han generado buenos resultados hasta el
momento, con un éxito técnico del 92% (IC 95%: 86-95%),
clinico del 90% (IC 95%: 85-94%) y complicaciones de hasta el
12% (1C 95%: 6-16%)"->8. Sin embargo, a pesar de estas venta-
jas, su uso en enfermedad benigna ha sido limitado®® '3,
por el impredecible cierre de la GEA una vez retirada la
PMAL. Es por ello, que este trabajo tuvo como objetivo
primario, la evaluacién de una potencial creacién de GEA
de tipo permanente, utilizando varias técnicas modificadas
con respecto a la técnica original y donde pudimos confir-
mar la seguridad y eficacia de las 4 técnicas evaluadas, sin
embargo, con un éxito clinico fallido en todos los modelos
propuestos.

Para el presente trabajo utilizamos a 10 modelos porci-
nos hembras debido a que su anatomia es muy similar a la
del ser humano. Para esto seguimos todos los protocolos de
seguridad y ética correspondientes con el objetivo de eva-
luar la potencial creacion de una GEA permanente. Pudimos
confirmar que la TD, que fue la que definimos como técnica
clasica o grupo control y que incluyé a 2 modelos porci-
nos, fue la mas rapida con 29 min y que, comparado con los
trabajos de creacion de GEA en humanos, es relativamente
mas rapida también utilizando esta TD con tiempos que tie-
nen rangos desde los 42-65 min'-3714, Esto podria explicarse
por 2 motivos: el primero, debido a que a diferencia de la
creacion de GEA en humanos, donde en la mayoria de los
casos incluidos presentan algun tipo de enfermedad, ya sea
benigna o maligna, lo cual modifica y dificulta de forma ini-
cial la creacion de esta GEA, y en segundo lugar, debido a
que nosotros no utilizamos rayos X para crear la GEA sino
solamente el USE, a diferencia de cuando se realizan en los
pacientes, donde el uso de rayos X es imperativo para eva-
luar el sitio y la adecuada colocacion de la PMAL posterior a
su liberacion®?'; lo cual, también confirma que la realiza-
cion de una GEA sin uso de rayos X es no solo posible, sino
seguro, ya que de los 10 modelos realizados, solo tuvimos
una mala colocacion (tipo |) y que pudo ser resuelta ade-
cuadamente de forma endoscopica con cierre del defecto
gastrico con clip OTSC tipo A, y en ese mismo tiempo, sin
abortar el caso, pudimos colocar la GEA de forma adecuada,
obteniendo una evolucién del modelo similar a los otros 9 sin
presencia de eventos adversos o procedimientos adicionales
y ninguna mortalidad.

Decidimos utilizar 4 técnicas endoscopicas que conside-
ramos reproducibles y se han utilizado con frecuencia en
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otras enfermedades de origen gastrointestinal, sin embargo,
en este caso el objetivo fue buscar una remodelacion «mas
estable» y potencialmente permanente de la GEA con res-
pecto a la técnica original basado en la fisiopatologia de
las anastomosis gastroenterales®~'". De estas técnicas, 2 que
fueron los CR y CL, son derivadas de la diseccién endosco-
pica submucosa y nuestros objetivos fueron 2: El primero
mejorar el diametro de la anastomosis, el cual fue alcan-
zado en ambos casos con un didmetro de 742 mm? para CR,
y de 479 mm? para CL, lo cual representd un aumento de 3.5
y 2.2 veces mayor diametro con respecto al grupo control
(TD=209 mm?). Este hallazgo es importante, debido a que a
pesar de que el objetivo final no fue alcanzado, estas 2 técni-
cas generaron el mayor diametro posible de una GEA por via
endoscopica, lo que podria tener implicaciones importantes
en términos clinicos en un futuro en los pacientes con obs-
truccion al tracto, esto debido a la mejora de la tolerancia
de la via oral, evaluada por medio de un incremento en el
puntaje de gastric outlet obstruction score (GOOS), la cual
podria mejorar y mantenerse a mediano y largo plazo en
estos pacientes en caso de lograrse una permanencia de la
GEA. Diferencias clinicas que si han sido confirmadas en los
pacientes con OTSG, y donde el trabajo de Bejjani et al.",
asi lo demostro, a través de un estudio multicéntrico reali-
zado en 19 centros donde se incluyeron a 267 pacientes con
OTSG, en quienes se comparo la eficacia clinica por medio
de un incremento en el puntaje del GOOS al utilizar PMAL
de 15 vs. 20mm y donde una mayor proporcion de pacien-
tes del grupo de 20mm present6 tolerancia a dieta blanda
o solida, comparado con el grupo de 15mm (91.2 vs. 81.2%,
respectivamente; p =0.04). Confirmando asi, que el diame-
tro de la GEA si tiene una relacion con el éxito clinico en los
pacientes con OTSG, y que en este momento esta limitado
por el diametro de la anastomosis y no por una GEA nativa
de mayor diametro como lo planteamos en el presente tra-
bajo. En segundo lugar, nuestro objetivo fue la de generar
un cuerpo extrano a nivel de la GEA con el uso de hemoclips,
tanto para mejorar la seguridad en los cortes (en caso de una
perforacion potencial, que no se present6 en ningin modelo)
y por otro lado para que la cicatrizacion y remodelacion de
las anastomosis fueran con este nuevo diametro alcanzado,
que como se esperaba fue mayor en el grupo CR al realizar
una anastomosis que abarco 4 puntos cardinales y no 2 como
en CL, y aunque este objetivo no se alcanzé por la capacidad
limitada de los clips, podria ser reevaluado en un futuro con
el uso de mejores técnicas como la endosutura endoscopica
que permitiria la presencia potencialmente permanente de
un cuerpo extrano en la GEA creada. Con respecto al uso
del alcohol y del argon plasma, decidimos implementar su
uso en 2 técnicas, esto debido a su facilidad de utilizaciéon y
seguridad, las cuales fueron confirmadas, sobre todo la del
alcohol, quien mostro el segundo mejor tiempo con 41 min
con respecto a la TD, con solo 12 min adicionales a esta;
ademas, con la ventaja de realizarse en el mismo momento
de la colocacion de la PMAL, a diferencia de las otras 3 téc-
nicas experimentales, donde la intervencion se realizd al
retiro temporal de la PMAL con una nueva recolocacion de
la misma, lo cual represento 2 intervenciones y no una como
en este caso. En el caso del argdn plasma, nuestro objetivo
fue crear una remodelacion mas estable de la GEA entre la
mucosa gastrica y la yeyunal, sin embargo; aunque la ulce-
racion mostrada durante la evaluacion de la GEA al retiro de
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a protesis fue menor con respecto al resto de las técnicas,
sugiriendo una mejor epitelizacion, lamentablemente, esto
no tuvo traduccion clinica durante la evaluacion final, donde
todas las GEA mostraron un cierre total.

Es importante considerar que aunque el éxito clinico no
fue alcanzado, existen 4 factores que podrian haber influido
en estos resultados: En primer lugar, que trabajamos en una
estructura gastrointestinal sana, la cual no presenta la fisio-
patologia de una verdadera OTSG, que en comparacion con
el estudio de Krafft et al.#, en donde ellos describieron
una persistencia de hasta el 41% de la anastomosis pos-
terior al retiro de la PMAL en los pacientes sometidos a
bypass gastrico previamente, esta anastomosis se realizo
entre el pouch gastrico y el remanente, lo cual condiciona
otras circunstancias fisicas como el aumento de la presion
intraluminal a nivel del pouch, lo cual a su vez impediria
un cierre de la anastomosis creada y que es un efecto simi-
lar al evaluado en la OTSG de origen benigno o maligno vy,
por otro lado, la anastomosis de gastro-gastrica, lo cual al
tratarse del mismo 4rgano, podria generar una anastomo-
sis mas estable y sin estructuras intermedias. En segundo
lugar, la presencia de un cuerpo extrafno consideramos que
puede ser un factor importante, ya que en las anastomosis
quirdrgicas que presentan un cuerpo extrano permanente
COmMo una sutura o sutura mecanica, esto interfiere con el
cierre total de la anastomosis, lo cual es distinto a la técnica
endoscopica, donde existe una aposicion de bordes gastrico
y enteral, que al retirarse la PMAL, se conservan los bor-
des bien irrigados y sin presencia de un cuerpo extrano que
pudiera interferir en su cicatrizacion y cierre, y aunque en
este estudio el uso de clips fungid como cuerpo extrano,
esto no fue suficiente para su permanencia para este fin. En
tercer lugar, el tiempo de permanencia de la PMAL in situ,
ha sido un factor importante en estudios clinicos, para la
evaluacion de la permanencia de la anastomosis, no ha sido
determinante o bien estudiado y que en nuestro caso fue de
15 dias para CR, CL y AAP y de 30 dias para TD y EAA, lo cual
es poco, comparado con una media de 85 dias en el estudio
de Krafft et al.#, y donde el 41% presentd permanencia, pero
que no necesariamente esta podria atribuirse al tiempo o a
que se trato de gastro-gastro anastomosis y no GEA. Ade-
mas, otro trabajo reciente por Abel et al.'®, que evaluaron
el uso de la PMAL para una GEA en los pacientes con enfer-
medad benigna, demostro una adecuada permeabilidad de
las PMAL a largo plazo con una permanencia de hasta 286
dias y 3 pacientes rebasando los 900 dias (944, 1408 y 1444
dias), lo cual si bien confirma que las PMAL pudieran per-
manecer in situ hasta por 4 afnos, esto no necesariamente
podria estar relacionado con que exista una permanencia de
la GEA aun al retiro de la PMAL a este tiempo. Y, en cuarto
lugar, en la evaluacion final de todos los modelos aqui estu-
diados, pudimos confirmar que, entre el tejido gastrico y
enteral, se interpuso el epipléon el cual estaba incluido en
todos los casos independientemente de la técnica utilizada.
El epiplon u omento, es una fuente de mdltiples factores de
crecimiento, el cual contiene células madre pluripotenciales
que se pueden diferenciar en diversos tipos de células y esto
previene o limita la sepsis, promueve la angiogénesis y da
soporte vascular, lo cual influye de forma tan eficiente en la
reparacion del tejido que sus propiedades han sido utilizadas
en la practica quirtrgica en multiples procedimientos'®. Si
bien estas propiedades pueden prevenir de fugas anastomo-
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ticas y otras complicaciones, también podria tener un papel
fundamental en el cierre de una anastomosis realizada por
aposicion como es nuestro caso, independientemente de la
técnica utilizada, inclusive con el objetivo de generar cor-
tes transmurales (CR, CL) o un dano tisular controlado (EAA,
AAP).

Dentro de las limitaciones de nuestro trabajo se
encuentra el seguimiento a corto plazo, considerando que
potencialmente este factor podria ser considerado como
importante para la creacion de una anastomosis perma-
nente; la ausencia de evaluacion histologica, la cual podria
habernos brindado informacion para poder intentar explorar
el cierre prematuro de las anastomosis independientemente
de la técnica empleada y finalmente el tamaio de mues-
tra, que aunque calculado de acuerdo a conveniencia para
este trabajo, podria considerarse como «limitrofe» en tér-
minos estadisticos, pero suficiente, como para ser tomado
como base para la planeacion de un proyecto futuro que
busque el mismo tipo de objetivos, considerando variables
como un seguimiento mayor y una modificacion adicional a
las técnicas aqui empleadas; sin embargo, aunque impor-
tantes consideraciones a tomar en cuenta, esto no invalida
los resultados aqui obtenidos y que nos dejan entrever que
existen multiples factores que intervienen en la creacion de
una GEA permanente.

Finalmente, podemos concluir que, aunque el presente
estudio no alcanzo6 el objetivo clinico de lograr crear una GEA
permanente con ninguna de las técnicas implementadas;
esto, debido a una compleja fisiopatologia multifactorial,
si se pudieron realizar GEA no solo de mayor calibre con res-
pecto a la técnica original, sino que sin gran compromiso
en el tiempo y con un adecuado perfil de seguridad. Esto
abre la posibilidad y necesidad de realizar nuevas explo-
raciones endoscopicas con el objetivo final de generar una
alternativa terapéutica de minima invasion segura, efectiva
y permanente para el tratamiento de los pacientes con OTSG
de origen benigno.

Responsabilidades éticas

Todos los estudios procedimientos realizados en los modelos
animales fueron realizados bajo las normas designadas por
para la realizacion de estudios en modelos animales y de
acuerdo con las normas oficiales mexicanas NOM-062-Z00-
1999, NOM-087-ECOL-SSA1-2002, asi como a la Ley General
del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente. Ademas
de estar apegado a las directrices ARRIVE de acuerdo con la
experimentacion en modelos animales y apegado a las reco-
mendaciones dadas por la directiva UE 2010/63/UE, para
experimentacion en modelos animales y también en apego
a la guia de cuidado y utilizacion de los animales de labo-
ratorio de la National Institutes of Health (NIH publications
No 8023, revised 1978).

Financiacion

La presente investigacion no ha recibido ayudas especificas
provenientes de agencias del sector publico, sector comer-
cial o entidades sin animo de lucro.
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