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RESUMEN

INTRODUCCION: El acondicionamiento isquémico preoperatorio (AlP) del estbmago mejora
los resultados de la gastroplastia de reemplazo esofagico y estd asociado a una baja morbilidad.
En algunos casos, el estbmago no puede ser utilizado para el reemplazo esofagico y se emplean
otros 6rganos, habitualmente el colon. Actualmente no hay estudios que analicen el AIP del colon

previo a coloplastia.

OBJETIVO: Determinar la viabilidad del AIP del colon e ileon terminal en un modelo

experimental en ratas

METODOS: El estudio se realiz6 en Rattus norvegicus mediante ligadura quirurgica de los vasos
ileocélicos. Se establecieron 7 grupos de animales (6 ratas por grupo), los grupos fueron definidos
por el dia de eutanasia posterior al AIP (+1, +3, +6, +10, +15 y +21) comparandolo con un grupo
control (sham). La viabilidad del modelo se defini6 como <10% de necrosis transmural. La
valoracion de dafio histoldgico se realiz6 mediante la puntuacion descrita por Chiu en secciones
tefiidas con HyE. La neovascularizacion se determind mediante el contaje de vasos tefiidos
mediante inmunohistoquimica para CD31 en 5 campos de gran aumento.

RESULTADOS: La necrosis transmural en colon se observé en 1 de 36 animales (2,78%); no se
observé necrosis transmural en el ileon. EI maximo de dafio en el colon se observo en el ler dia
post AIP (P = 0.015), mientras que en el ileon el dafio fue significativo durante el ler, 3er y 6to
dia (P =0,015; 0,002 y 0,015 respectivamente). En el grupo +21, la recuperacion fue completa en
4 de 6 animales y en el ileon en 5 de 6 animales. No hubo diferencias significativas en el nimero

de vasos en ninguno de los grupos en comparacion con el grupo control.

CONCLUSION: Reportamos un modelo viable de acondicionamiento isquémico de colon
derecho e ileon terminal. El dafio histol6gico fue mayor en el ler y 3er dia post AIP, con una
recuperacién completa en dos tercios de los casos. En este modelo preliminar, no se pudo

demostrar que la neovascularizacién sea un mecanismo de adaptacion en el AIP.

Palabras clave: delay phenomenon, acondicionamiento isquémico, reemplazo esofagico,

esofaguectomia, colon
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ABSTRACT

BACKGROUND: Preoperative gastric ischemic conditioning (IC) improves the outcome of
esophageal replacement gastroplasty and is associated with a low morbidity. In some cases, the
stomach cannot be used for esophageal replacement and a colonic replacement is required instead.
Currently, there are no studies which have assessed colonic IC or the adaptive mechanism within

the colon of a cycle of ischemia and reperfusion.

OBJECTIVE: To determinate the feasibility of IC in the colon and terminal ileum in an

experimental rat model.

METHODS: The study was conducted in the Rattus norvegicus with ileocolic vascular ligation.
Seven groups of animals were established (6 rats per group) with groups defined by the date of
their post-IC euthanasia (+1, +3, +6, +10, +15 and +21). Comparisons were made with a sham
group. Viability of the model was defined as < 10% of transmural necrosis. The evaluation of
histological damage used the Chiu score in H&E sections of paraffin-embedded specimens with
assessment of neovascularization by the median of submucosal vessel counts in 5 high

magnification fields using CD31 immunohistochemistry.

RESULTS: Transmural colon necrosis occurred in 1/36 animals (2.78%) with no animal
demonstrating transmural ileal necrosis. Maximal colonic damage was seen on the 1st and the 3rd
post-1C day (P = 0.015). In the terminal ileum, the damage was significant on the 1st, 3rd and 6%
day (P = 0,015; 0,002 and 0,015, respectively). In the +21 group, histological recovery was
complete in the colon in 4 of the 6 (66.7%) animals and in the ileum in 5 of 6 (83.3%) animals.
There were no significant differences in quantitative neovascularization in any of the groups when

compared with the sham group or when comparisons were made between groups.

CONCLUSIONS: We report a feasible animal model for IC of the colon and terminal ileum.
Histological damage was maximal between the 1st and the 6th day following IC but by day 21
recovery was complete in two-thirds of the cases. There was no evidence in this preliminary IC

model that would suggest neovascularization as an adaptive mechanism.

Keywords: delay phenomenon, ischemic conditioning, esophageal replacement, esophagectomy,
colon
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“Lo que no me mata me hace mas fuerte”

Friedrich Nietzsche

1. INTRODUCCION

La reseccion quirargica del eséfago (esofaguectomia) es una de las intervenciones mas complejas
del tracto digestivo y con una importante morbimortalidad asociada[1]. Esta indicada en
enfermedades neoplésicas y en otras situaciones que requieren la exéresis del eséfago
(perforacidn, traumatismo, ingesta caustica, complicaciones de cirugias esofagogastricas y/o
toracicas).

Tras una esofaguectomia, es necesario restablecer el transito digestivo para que el paciente pueda
alimentarse por boca. Si bien se puede administrar nutricién directamente al intestino a través de
una yeyunostomia, la imposibilidad ingerir alimentos por boca condiciona un deterioro sustancial

en la calidad de vida del paciente.

El 6rgano de eleccion para reemplazo esofagico en el adulto es el estémago, seguido por el colon
y por ultimo, el intestino delgado[1]. Para que cualquiera de estos tres Grganos pueda ser
ascendido a través del torax y realizar una anastomosis al eséfago remanente, se requiere una
movilizacion amplia que habitualmente implica la seccién de pediculos vasculares con la

consecuente disminucion del aporte sanguineo (Figura 1).

Figura 1. Vascularizacion arterial gastrica 1: arteria gastrica izquierda, 2: arteria gastrica derecha, 3:
vasos cortos, 4: arteria gastroepiploica izquierda, 5: arteria gastroepiploica derecha. La confeccion de
una gastroplastia solo preserva la arteria gastroepiploica derecha. La zona mas susceptible de
isquemia es la punta de la gastroplastia (flecha marrén). Fuente: Grimminger[2]
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El principal determinante de las complicaciones del reemplazo esoféagico es la isquemia de la
plastia (es decir, el conducto que reemplaza al esofago: si es estdbmago, gastroplastia, si es el
colon, coloplastia). En cirugia plastica, la confeccién de colgajos cutaneos largos plantea un
problema similar que es la necrosis del extremo del colgajo. En el siglo XV, Tagliacozzi, cirujano
italiano considerado uno de los padres de la cirugia plastica moderna[3], describié que cuando la
movilizacién de un colgajo se realizaba por etapas esperando unas semanas antes de completar la
movilizacidn, los tejidos tenian oportunidad de recuperarse y el area de necrosis del extremo del
colgajo era méas pequefia que cuando se realizaba en una sola etapa (Figura 2). A esta estrategia

se la denomino posteriormente como fenémeno de retraso o delay phenomenon.

¥ o

Figura 2. Colgajo con seccion diferida del pediculo descrita por Tagliacozzi [3].

Basado en esta premisa, Urschel[4] en 1993 plante6 la hip6tesis de que la aplicacion del delay
phenomenon podria mejorar la vascularizacion de la gastroplastia, mediante la ligadura quirtrgica
de la arteria gastrica izquierda semanas antes de la confeccion de la gastroplastia. Akiyama et
al[5] en 1996 publicaron los resultados de una estrategia similar mediante embolizacién por via

endovascular.

Como se detallara mas adelante, en varios modelos experimentales y posteriormente en estudios

clinicos se demostr6 que el delay phenomenon (también conocido como acondicionamiento
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isquémico preoperatorio, AIP) proporcionaba una mejor irrigacion de la gastroplastia en especial
en la punta, lugar donde es mas susceptible a la isquemia (Figura 1) y que ademas es donde se
realiza la anastomosis con el es6fago, en comparacién con las gastroplastias no acondicionadas.
Metaanalisis recientes[6,7] sefialan que el AIP podria disminuir el riesgo de dehiscencia

anastomotica y que ademas es una técnica segura con una baja morbimortalidad[8,9].

No siempre se puede usar el estdbmago para el reemplazo esofagico. Por sus caracteristicas
vasculares y anatémicas, el colon es el segundo 6rgano de eleccion y comparte el mismo problema
de la posibilidad de dehiscencia anastomdtica y necrosis de la plastia. Dados los resultados
favorables del AIP del estomago, esta Tesis Doctoral plantea el estudio inicial del
acondicionamiento isquémico del ileon terminal y colon derecho en un modelo experimental en

ratas.

En la literatura, solo existe un estudio similar publicado por los cirujanos plasticos Souther y
Vistnes en 1975(Figura 3) [10].

tarmmal e
pragimad cokon

Hecooas yvagsels

terming! ilaam
prodimal colon

Heccols vessals

Figura 3. Esquema de acondicionamiento isquémico ileocdlico. A. Vasos ileocélicos ligados (barra). El
aporte vascular de ciego se realiza a través de las arcadas anastométicas y el mesenterio (flechas). B.
Vasos ileocdlicos e ileon con la arcada adyacente ligada (barras). El aporte vascular al ciego se realiza
a través de la arcada cecal y el mesenterio (flechas). Fuente: Souther et al[10]
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1.1 Acondicionamiento isquémico

a. Nomenclatura

Existe cierta confusion en la terminologia del acondicionamiento isquémico (o delay

phenomenon), que se analiza a continuacién.

En primer lugar, la publicaciéon de Urschel en 1993[4] habla de transplant delay y en
publicaciones sucesivas de delay phenomenon e ischemic conditioning como sindnimos. El delay
phenomenon es un término empleado con frecuencia en la literatura, principalmente en el &mbito
de la cirugia plastica y se usa como sinénimo de vascular delay o surgical delay, pone énfasis en
el tiempo que hay que esperar para el desarrollo de los mecanismos adaptativos de los tejidos y
es inespecifico puesto que no menciona la isquemia. Otros conceptos relacionados pero diferentes
son medical delay, pharmacological delay o chemical delay y hacen referencia a la administracion
de farmacos que inducen una respuesta similar a la producida por la supresion sanguinea[11,12].

Akiyama[5] en 1996 menciona sencillamente la “terapia de embolizacion preoperatoria”.

En segundo lugar, en inglés es frecuente el empleo del término “conditioning” para varios
fendmenos relacionados con la respuesta a los tejidos a isquemia transitoria o definitiva; segtn el

diccionario Merrian Webster[13] se define conditioning como:

“I: The process of training to become physically fit by a regimen of exercise, diet, and

rest also: the resulting state of physical fitness.

2: A simple form of learning involving the formation, strengthening, or weakening of an

association between a stimulus and a response .

Es decir, el término “conditioning” hace referencia a una preparacion para algo. Se podria traducir
al castellano como condicionamiento o acondicionamiento. Segun el diccionario de la Real
Academia de la Lengua Espafiola[14], condicionar se define como “influir de manera importante
en el comportamiento de alguien o en el desarrollo de algo”, es decir, tiene mas una connotacion
relativa a la conducta, mientras que acondicionar se define como “disponer o preparar algo de

manera adecuada”. Por eso se hemos preferido el uso del término “acondicionamiento”.

En tercer lugar, hay una serie de términos en las publicaciones que son usados como sinénimos
cuando se refieren a conceptos diferentes, a veces mezcladndolos sin distincion como ocurre en la
revision de Hamilton[15] que usa de forma equivalente expresiones como delay phenomenon,

vascular delay e ischemic preconditioning. Ademas, existen otras vertientes del estudio del
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ischemic conditioning como el trabajo pionero de Murry[16] en un modelo canino de isquemia
cardiaca donde el estimulo isquémico es temporal, mediante ciclos de clampaje arterial durante
unos minutos, permitiendo luego la reperfusion, siendo estos ciclos cortos de isquemia una
manera de preparar al tejido para una isquemia prolongada; lo denomind preconditioning with
ischemia. Después de Murry se han descrito muchos otros modelos de precondicionamiento en
otros dérganos, a destacar los estudios realizados en intestino delgado e higado en contexto de
modelos de trasplante. También se describieron otros conceptos como el postcondicionamiento
(tras un periodo de isquemia temporal prolongada se expone al tejido a periodos breves de
isquemia) y el condicionamiento remoto (efecto protector de la isquemia de un 6rgano en la
isquemia de otro 6rgano a distancia). La respuesta de los tejidos a la isquemia dependera de la
forma en la que se la realice, y eso tendria que estar reflejado en la nomenclatura. En esta Tesis
se define el acondicionamiento isquémico como una respuesta adaptativa a un estimulo
isquémico permanente. Para evitar confusiones, seria recomendable reservar el término ischemic
conditioning o acondicionamiento isquémico para la isquemia permanente, e ischemic

preconditioning o ischemic postconditioning cuando la isquemia es temporal.

Por altimo, el acondicionamiento isquémico en este contexto se realiza previo a la cirugia
principal que es la realizacién de una plastia para reconstruccion de transito digestivo, lo que se

aclara con la expresion “preoperatorio”.

En conclusion sobre la nomenclatura, pensamos que en castellano el término acondicionamiento
isquémico preoperatorio es el méas preciso, y que la traduccion méas adecuada al inglés seria
“preoperative ischemic conditioning”. El término delay phenomenon estd muy arraigado en la
literatura como veremos a continuacion, y a fines practicos lo emplearemos como sinénimo de

acondicionamiento isquémico.

b. Mecanismos del acondicionamiento isquémico:

La aplicacion terapéutica del delay phenomenon data del siglo XV. Gran parte del conocimiento
proviene de grupos de investigacion de cirugia plastica en la aplicacion de colgajos cutaneos, con
dos objetivos claros: disminuir la probabilidad de necrosis del extremo distal del colgajo y
permitir la confeccion de colgajos de mayor tamafio[17]. Myers en 1969[18] afirmaba “si un
colgajo cutaneo pediculado es elevado en dos o tres etapas, el aporte vascular es mejor que si se
hace en un solo paso; esto es un hecho quirurgico bien conocido y acertadamente denominado
delay phenomenon”. Es decir, el acondicionamiento isquémico tiene por objetivo fraccionar la

agresion isquémica, permitiendo que el tejido se recupere para poder responder mejor ante una
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segunda agresion isquémica. Se sabe muy poco acerca de los mecanismos de acondicionamiento

isquémico en el tracto gastrointestinal[19].

Si bien este conocimiento empirico es de hace siglos, practicamente todos los articulos que hablan
del delay phenomenon afirman que los mecanismos no estan del todo dilucidados. La
investigacion de los mecanismos del delay phenomenon tiene dos vertientes: el estudio de las
modificaciones a nivel vascular y las adaptaciones a nivel celular. Ambos mecanismos tienen sus
propios componentes, pero interactian ampliamente, lo que hace dificil explicar el delay

phenomenon mediante una teoria unificada.

Los estudios sobre las modificaciones vasculares se han realizado principalmente por equipos de
cirugia plastica en colgajos cutaneos, mientras que el estudio de la respuesta celular a la isquemia
proviene de unos grupos mas heterogéneos (cardiologia, trasplante, nefrologia, cirugia vascular,
neurologia, etc).

La forma habitual de realizar un colgajo aleatorio cutaneo consiste en seccionar un area de piel y

tejido subcutaneo y trasladarlo a la zona receptora (Figuras 4 y 5).
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Figura 4. Disefio de un colgajo cutaneo en rata. a) Marcaje del colgajo dorsal. b) Elevacion del colgajo.
c¢) Sutura y recolocacién. d) Aspecto al 7mo dia postoperatorio. Fuente: Gumus et al[20]

7

Base del >
colgajo

Flujo arterial

Figura 5. Esquema del flujo sanguineo en un colgajo cutaneo. La linea discontinua sefiala la zona de
seccion.
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En el delay phenomenon, el mismo colgajo se realiza en dos pasos: primero las secciones laterales
y se despega el colgajo del lecho, se esperan unos dias (entre 7 y 14) y luego se completa la

seccidn del colgajo (Figuras 6 y 7). Con el delay phenomenon el area viable de colgajo puede

aumentar entre de 30 a 40% en comparacion con un colgajo no acondicionado.

Figura 6. Surgical delay mediante la incisién de ambos bordes longitudinales de un colgajo de 3 x 10
cm en el dorso de cada rata. En el siguiente paso el colgajo se levanta por completo. Fuente: Du et
al[21]
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Figura 7. Esquema de una técnica de acondicionamiento isquémico en un colgajo cutaneo. En la
primera intervencién se realiza la seccién de ambos bordes cutaneos (lineas discontinuas) y se
despega de los tejidos profundos. Una o dos semanas después, en un 2do tiempo se completa la
seccion del colgajo (linea discontinua derecha).
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I. Respuesta vascular al delay phenomenon

“La cirugia plastica es una batalla constante entre el aporte vascular y la belleza”
Harold Gillies, 1957[22]

A continuacién, se revisan los estudios mas relevantes de la literatura sobre los cambios

vasculares en el delay phenomenon en los colgajos cutaneos.

El articulo méas antiguo sobre los mecanismos del delay phenomenon registrado en Pubmed y
ademas considerado uno de los pilares en esta area es de Mcfarlane et al en 1965[23], aunque este
autor cita trabajos previos de principios del siglo XX de autores como Gillies, German y
Braithwaithe entre otros. El estudio de Mcfarlane analiz6 los mecanismos del delay phenomenon
en 4 aspectos:

e cambios vasculares en el colgajo mediante corrosion
e cambios microvasculares histolégicos
o difusion de fosforo radioactivo para determinar la perfusién

e captacion de rubidio a nivel intracelular como marcador de metabolismo

Estos autores observaron que en un grupo de animales sacrificados al 5to dia posterior al
acondicionamiento, habia una hipertrofia de las arterias de mayor tamafio y una reorientacion de
los vasos mas pequefios en comparacion al grupo control, y que el tercio distal del colgajo
practicamente no se rellenaba con metacrilato. En otro grupo de animales sacrificado a los 25 dias
del acondicionamiento, el patrdn vascular se habia recuperado y era similar al grupo control.
Como limitacion, el metacrilato puede progresar hasta vasos con cierto calibre lo cual impide
estudiar la microvascularizacion. En el estudio de la perfusién con fosforo observo que el flujo se
mantenia bajo en ambos grupos. El estudio del metabolismo mediante rubidio indicé que habia

hipoxia al inicio que posteriormente mejoraba.

Myers et al [18,24] publicaron dos estudios en 1969 y 1971 donde coinciden con Mcfarlane en
que el delay phenomenon aumenta la supervivencia del colgajo y permite realizar colgajos de
mayor tamafio; hay cambios en los patrones vasculares al inicio, pero luego se normalizan, y esto
ocurre de forma similar en ratas, conejo y cerdos, aunque en las ratas el efecto beneficioso tarda

mas tiempo en estabilizarse.

Reinish et al en 1974[25] publican un estudio donde se analizan las caracteristicas de la
circulacion microvascular de los colgajos con y sin acondicionamiento y el efecto de un delay

phenomenon quimico por simpaticolisis con 6 hidroxidopamina. Un aumento global del flujo
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sanguineo en el colgajo no siempre se traduce en un mayor aporte de oxigeno a la célula, dada la
presencia de shunts arteriovenosos ricamente inervados. Cuando se realiza el colgajo se seccionan
nervios, los shunts pierden el tono vascular y se dilatan, lo cual produce un aumento del flujo en
los vasos de mayor tamario, pero una disminucidon de la circulacion a nivel capilar que es donde

se produce el intercambio de nutrientes que necesita la célula.

En el caso del delay phenomenon de colgajos bipediculados se produce la dilatacion de los shunts
pero como el aporte vascular es mayor, no se produce necrosis; con el tiempo, los shunts recuperan
su tono y al seccionar uno de los pediculos no se produce su dilatacién por denervacién con lo
gue se mantiene la circulacion capilar sin producir isquemia. El estudio de Reinish et al. concluyen
gue el mecanismo del delay phenomenon es impedir la pérdida de tono en los shunts
arteriovenosos y con ello evita la disminucion del flujo a nivel capilar, cuya consecuencia final
es la hipoxia y muerte celular. Este, es uno de los primeros estudios en que se propone el

I‘C

“acondicionamiento quimico” mediante simpaticolisis y el “acondicionamiento eléctrico”.

Thompson et al. en 1977[26] recopilan las teorias sobre el acondicionamiento isquémico,
haciendo hincapié principalmente en la recuperacion del tono simpatico, principalmente en
referencia al trabajo de Reinish et al. Thompson et al. plantean ademas que el modelo de estudio
del delay phenomenon en ratas no es del todo adecuado, dadas las diferencias anatomicas de la

vascularizacién cutanea con el humano.

Finseth et al. en 1978 [27] disefiaron un interesante modelo de colgajo para estudiar cada
componente del acondicionamiento: la seccion vasculonerviosa completa, solo secci6n
arteriovenosa preservando la inervacion, solo seccidn nerviosa preservando la vascularizacion y
el efecto de la ligadura solo de arteria y vena por separado. EI modelo empled un colgajo de la
totalidad de la pared abdominal en ratas realizando el delay phenomenon a nivel del eje
vasculonervioso de la ingle. El delay phenomenon aument6 el area de supervivencia del colgajo
en todos los casos, pero lo mas llamativo es que la seccidn nerviosa exclusiva tenia un efecto
apenas menor que el de la seccion vasculonerviosa completa, y que la seccién nerviosa tenia un
mayor efecto que la seccion arterial y venosa conservando los nervios (Tabla 1). Nuevamente, la

conclusion es que la via comdn para desencadenar el delay phenomenon es la vasodilatacion.
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Tabla 1. Resultados de los procedimientos de delay 6 semanas antes de realizar el

colgajo

Grupo experimental Area de colgajo viable (cm?)
Control 10,41
Seccion de arteria, vena y nervio 38,40*
Seccién nerviosa solamente 34,02*
Seccion arteriovenosa solamente 27,28*
Seccion arterial 20,36*
Seccién venosa 19,58*

*p<0,01 vs grupo control. Fuente: Finseth et al en 1978 [27]

Cutting et al. [28] en 1978 analizaron una simulacion del efecto del delay phenomenon mediante
farmacos (cocaina y reserpina) y su interaccion a nivel de la inervacion del esfinter precapilar
(Figura 8) y encontraron que la accion a este nivel era escasa; por otro lado propusieron la
hipotesis de que el aumento del flujo arteriolar era debido a la relajacion del masculo liso. Guba
[29] en 1979 también plantea que en un modelo en cerdos, el delay produce un aumento del flujo
principalmente entre los 4 a 12 dias posterior al delay, que este aumento del flujo se correlaciona
con la supervivencia del colgajo, pero que pasado este tiempo el flujo se hace mas constante y no

se relaciona con la supervivencia
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Figura 8. Esquema de inervacion y regulacion de los esfinteres precapilares y shunts, Fuente: Cutting
[28]

El grupo de Taylor et al. del departamento de Cirugia Plastica del Royal Melbourne Hospital,
Universidad de Melbourne, Australia, tienen una importante linea de investigacion que iniciaron
con en los afios 70 [30]. Los autores se centraron en el sitio y la secuencia donde ocurren los
cambios vasculares [31], concluyendo que el principal mecanismo del delay phenomenon es la
dilatacion de los vasos choke, mientras que la neovascularizacién practicamente no tiene ningin

papel (Figura 9).

&

Figura 9. Representacion grafica del mismo colgajo con y sin surgical delay que ilustra la linea de
necrosis y los cambios en los vasos choke. (Arriba) El territorio adyacente a a es capturado de forma
segura, Y la linea de necrosis ocurre en la interfaz de los vasos choke del vaso b. (Abajo) El vaso a ha
sido ligado antes de realizar el colgajo. No6tese el efecto de los vasos choke en la linea de necrosis.
Fuente: Taylor et al [22]
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Uno de los estudios méas importantes de este grupo fue realizado en 200 conejos y 18 perros,
siendo analizados los tejidos mediante fluoresceina (Figura 10), angiografia (Figuras 12, 13 y
14), microscopia de luz, inmunohistoquimica y microscopia electrénica. Se observo de forma
consistente que habia un periodo inicial de vasoconstriccion que se resolvia a las 3 horas del
postoperatorio, seguido por una activa y progresiva dilatacion de los vasos choke que fue méas
marcada entre las 48 y las 72 horas (Figura 11). La administracién in vivo de tincion con
fluoresceina reveld un interesante paralelismo en el cual los vasos choke fueron una barrera
temporal para el flujo de fluoresceina inmediatamente después de realizar el colgajo, y esta barrera
temporal continu6 impidiendo el flujo a la punta del colgajo donde los colgajos habia sido delayed
por periodos superiores a las 72 horas. Posteriormente, no hubo obstruccion del flujo de

fluoresceina a lo largo del colgajo.

Figura 10. Valoracion in vivo de la vascularizacion de un colgajo cutaneo en conejo. (Arriba, izquierda)
Disefio preoperatorio del colgajo mediante Doppler. (Arriba, derecha) Fluorescencia al minuto de la
inyeccion de la arteria circunfleja iliaca profunda. (Abajo, izquierda) Fluorescencia a los 5 minutos de la
ligadura de la arteria circunfleja iliaca profunda. (Abajo, derecha) Fluorescencia a los 30 minutos de la
ligadura. El enlentecimiento inicial de la fluoresceina ocurre en la zona de los vasos choke entre los
vasos circunflejos iliacos profundos y los toracodorsales. Fuente: Dhar et al[31]

Durante este periodo precoz de 3 dias, la microscopia convencional revel6 una disminucién del
grosor de la pared de los vasos. A nivel inmunohistoquimico se observo un aumento de la division
celular que fue maximo entre las 24 y 72 horas en todas las capas de la pared de los vasos choke.

Durante ese mismo intervalo postoperatorio, la microscopia electrénica reveld cambios
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fenotipicos en el musculo liso desde las células contractiles a las sintéticas. También se observo
hipertrofia de las células musculares lisas. El endotelio vascular, que inicialmente se observaba
denudado, retornd a un aspecto sano después de la primera semana. Cuando se realizd el
seguimiento por periodos mas prolongados, en el colgajo con delay al cabo de 1 afio presentaba
una dilatacion permanente e irreversible de los vasos choke y un engrosamiento de su pared. Estos
cambios se observaron en varios animales y en tejidos diferentes. Como conclusién, para estos
autores el principal mecanismo del delay phenomenon es la dilatacion permanente de los vasos
choke (Figura 11).

Tthe Delay Seguence
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Ohr  1hr 3hrs 3-72hrs 7d-1yr
Resting Spasm Returnto  Vaso- T Diameter
tone Resting dilatation SMC
Tone  and Cell Reorgan-
Proliferation  ization

| Figura 11. Secuencia del delay phenomenon. Fuente: Dhar et al[31]

-

Figura 12. Arteriograma de un conejo no intervenido. Vasos toracodorsales (letra T), circunflejos iliacos
profundos (letra D), ambos se incluyen en el disefio del colgajo (linea de puntos). En ocasiones se se
incluye el territorio de las arterias gluteas (letra G). Fuente: Dhar et al[31]
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Figura 13. Arteriograma de un colgajo al cabo de un mes; previamente se le realizo el delay
phenomenon. Notese la diferencia de calibre de los vasos (flechas) cruzando el colgajo, méas a nivel de
la punta probablemente en respuesta al descenso progresivo de la tension de oxigeno.

CONTROL  DELAY

Figura 14. Arteriograma de un control (izquierda) y de un colgajo sometido a delay phenomenon
(derecha) de musculo recto abdominal de un perro al 7mo dia postoperatorio. Notese la dilatacion de
los vasos choke en el colgajo de la derecha, que se realizé mediante la ligadura de la arteria
epigastrica inferior (flecha). Fuente: Dhar et al[31]
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Aydin et al publicaron en 2003[32] los cambios vasculares en colgajos cutaneos objetivados
mediante doppler y el efecto que producia el delay phenomenon. Similar a lo encontrado por otros
autores, en las primeras horas después de la realizacion del colgajo se produce una importante
vasoconstriccion y posteriormente un estado de hiperemia en la parte proximal del colgajo. Los
autores postulan que el delay phenomenon es efectivo no solo promoviendo la dilatacion de los
vasos choke sino también impidiendo que la hiperemia proximal produzca el robo del flujo a la

parte mas distal del colgajo.

II. Concepto de angiosoma e implicacién en el delay phenomenon[33]

Taylor y Palmer[30] tras realizar un extenso estudio en cadaveres, propusieron en 1989 el
concepto de “angiosoma” definido como un territorio anatémico tridimensional compuesto de
piel y tejidos méas profundos vascularizados por una arteria fuente especifica y una 0 més
acompanfiantes. El limite del angiosoma esta establecido por un perimetro de vasos de conexién
que lo conectan con los angiosomas adyacentes para formar una red continua. Estos vasos de
conexion se denominan vasos “choke” y habitualmente mantienen un calibre reducido, estando
practicamente inactivos en situaciones normales. Sin embargo, tienen la capacidad de dilatarse y
activarse durante momentos de mayor demanda para facilitar el aumento del flujo sanguineo[33].
Los vasos choke con frecuencia se confunden con los shunts. La diferencia entre ambos seria que
los shunts normalmente estan abiertos, mientras que los vasos choke solo se abren en las

siguientes situaciones (Figura 15):

e Hipoxiae isquemia: Principal estimulo para la apertura de los vasos choke. La linea que
demarca una zona de necrosis habitualmente corresponde con el limite entre dos
angiosomas

e Alteracion en el flujo sanguineo y fuerzas mecénicas: La remodelacion de los vasos
choke se produce a través del proceso de arteriogénesis (brotacion de microvasos a partir
de una red capilar preexistente). La arteriogénesis en las arterias colaterales es precipitada
por fuerzas mecénicas. Cuando una arteria de conductancia principal est4 bloqueada por
embolia o lesion, el flujo sanguineo a los angiosomas se interrumpe y se crean
diferenciales de presion dentro de los vasos choke. Esto provoca un estrés por roce en la
pared del vaso choke, seguido de la ruptura de la tunica intima, el crecimiento en nimero
y tamafio de las células de los vasos, elongacion de las células del musculo liso,

arteriogénesis y crecimiento de los vasos choke.
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e Inflamacién: Existen mediadores inflamatorios involucrados en la remodelacion de los
vasos choke, como la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), el factor de
necrosis tumoral o (TNF-a), la interleucina 8 e interleucina-6. [21,22] TNF-a, MCP-1,
factor inducible por hipoxia (HIF) -1a y factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), proteinas de choque térmico (HSP), CD1lb, ICAM-1 y la MMP-2

(metaloproteinasa de matriz 2).

Figura 15. Vasos choke y shunts verdaderos que conectan angiosomas adyacentes. (A) Vasos choke
entre arterias adyacentes (tamafio de vaso reducido). (B) Shunt verdadero entre arterias adyacentes
(tamafio de vaso normal). Fuente: Jajoria et al[33]

En el delay phenomenon, tras la obstruccion de los vasos de un angiosoma tanto los vasos choke
como los shunts se dilatan, primero por dilatacion pasiva y posteriormente presentan un
crecimiento activo. Durante la fase de crecimiento activo, las paredes de los vasos choke se
agrandan por hipertrofia e hiperplasia, se dilatan y se vuelven mas tortuosos a partir del 7° dia

posterior al delay (Figura 16).
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Figura 16. Secuencia de eventos con alteracion del flujo sanguineo en un colgajo de territorio vascular
antes y 7 dias después de la elevacion del colgajo. La figura muestra la secuencia de cambios en los
vasos estranguladores antes y después de la elevacion del colgajo en cirugias plasticas y
reconstructivas. (A) Muestra vasos de obstruccién en condiciones fisiolégicas normales donde
encuentran una presion equilibrada de las arterias de origen. (B) Inmediatamente después de la
elevacion del colgajo hay un desequilibrio en la presion en la zona de estrangulamiento y hay un
aumento del flujo sanguineo en los vasos de estrangulamiento. (C) 7 dias después de la elevacion del
colgajo, los vasos de obstruccion se vuelven tortuosos con el aumento del grosor y el diametro de la
pared del vaso, transformandose en arterias funcionales. Fuente: Jajoria et al[33]

Como conclusidn, el mecanismo vascular del delay phenomenon en piel y anexos es la
remodelacion vascular mediante la dilatacion y engrosamiento de las paredes de los vasos choke,
lo que permite un redireccionamiento del flujo sanguineo en sentido axial de manera que la sangre
llegue a la porcion mas distal del colgajo. La seccion nerviosa evita la vasoconstriccion inicial
tras el segundo evento isquémico. El estudio de estas modificaciones en el tubo digestivo es

practicamente inexistente.

. Neovascularizacion en el delay phenomenon

El papel de la neovascularizacion en el acondicionamiento isquémico es controvertido. Algunos
estudios [34] sugieren que es uno de los mecanismos responsables del delay phenomenon mientras

que otros autores, como el grupo de Taylor[31], no lo han evidenciado.

1.2 Acondicionamiento isquémico gastrico

Para el reemplazo esofagico se requiere adaptar un segmento sano del tubo digestivo que pueda
cumplir con las funciones del es6fago, que consiste fundamentalmente en transportar los
alimentos desde la orofaringe al intestino delgado. La confeccion de una gastroplastia comporta
problemas similares a los que se producen en colgajos empleados en cirugia plastica: requieren
una amplia movilizacion de un tejido u 6rgano seccionando parcialmente su vascularizacion, para

darle una forma alargada y de base estrecha.
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El estdbmago esté irrigado por 5 afluentes principales: las arteria géstrica derecha e izquierda, las
arterias gastroepiploicas derecha e izquierda y los vasos cortos (Figura 1). Para la gastroplastia
de reemplazo esoféagico se seccionan 3 de los 4 principales afluentes arteriales, preservando
solamente la vascularizacion a través de la arteria gastroepiploica derecha, rama de la arteria
gastroduodenal; se puede intentar preservar la gastrica derecha aunque para algunos autores su
aporte a la vascularizacién de la gastroplastia es escaso[35]. La arcada gastroepiploica raramente
es completa, pero no se produce la necrosis de la plastia debido a un extenso plexo

submucoso[36].

a. Cambios vasculares en la gastroplastia[35,37]

Liebermann et al[35] analizaron la vascularizacion del estdmago tras realizar la gastroplastia de
curvatura mayor. Para ello, realizaron la extraccion en bloque del estbmago con sus conexiones
vasculares a la aorta y la porta en 30 cadaveres humanos; para el estudio de la vascularizacion,
inyectaron resina y obtuvieron moldes por corrosion. Mediante esta técnica, objetivaron que la
totalidad de la vascularizacion de la gastroplastia proviene directamente de la arteria
gastroepiploica derecha; el 60% de la plastia esta vascularizada por ramas directas de esta arteria,
un 20% mediante ramas de la arteria gastroepiploica izquierda que se repleciona a través de
conexiones arteriales con la arteria gastroepiploica derecha, y el 20% distal (que es la zona peor
vascularizada) depende exclusivamente de los plexos submucosos (Figura 17). Otro hallazgo
significativo es que los cadaveres de personas mayores o con vasculopatia tienen un llenado muy

pobre con la resina, lo que imposibilitaba el estudio de los moldes en estos casos.

100%
100% 80%
60%
80%
0%
.m.

Figura 17. Flujo sanguineo en la gastroplastia. Los vasos gastroepiploicos derechos irrigan el 60% de
la gastroplastia (distancia Py-a). El siguiente 20% se suministra a través del remanente de la arteria
gastroepiploica izquierda (a-c), y el 20% mas craneal (c-b) se suministra sélo a través de la red
microvascular submucosa y mucosa.). Eje celiaco (c.a.); vasos mesentéricos (s.m.). Fuente:
Liebermann et al[35]
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Schroder et al[37] analizaron en fundus gastrico los cambios en la presion de oxigeno y flujo
arterial medido por Doppler tras realizar una gastroplastia en cerdos. Estos parametros
disminuyeron un 49% y 74% respectivamente tras realizar la gastroplastia. Ademas, demostraron
gue estos cambios son reales a nivel de la propia gastroplastia e independientes del cambio

hemodinamico sistémico.

Por dltimo, Sugimachi et al[38] analizaron como afecta el diametro de la gastroplastia en un
modelo canino. Realizaron gastroplastias de diferentes didmetros (6cm, 3cm y 1,5cm) y
encontraron que el flujo fue mayor en las gastroplastias de 3cm debido a que se preservaba el

plexo submucoso.

b. Modelos experimentales de acondicionamiento isquémico

gastrico

Se han descrito varios modelos experimentales animales de acondicionamiento gastrico realizado

mediante ligadura quirdrgica de la arteria gastrica izquierda:
Urschel et al[39] han publicado varios estudios en ratas:

e En 1995[39]: medicién del flujo sanguineo del estbmago por Doppler. Encontré que el
flujo caia 73% tras el delay, y que al dia 14 post delay el flujo aumentd a un 81% del
valor basal.

e En 1997[40]: analizé la frecuencia de dehiscencia de sutura, presion de ruptura de la
sutura y dep6sito de hidroxiprolina. Encontré que un 27% de las ratas a las que se les
realizé gastrotomia sin acondicionamiento tuvieron dehiscencia de sutura, mientras que
a ninguna de las que se les realizé delay; no hubo diferencias en la presién de ruptura.
No hubo diferencia en la concentracion de hidroxiprolina en el grupo delay vs no delay.

e En1997[41]: estudiaron la confeccion de la anastomosis gastroesofagica con el objetivo
de comparar el flujo sanguineo mediante Doppler. Los autores concluyeron que en el
grupo delay, el flujo cay6 aproximadamente en un 75% y volvié a valores practicamente
normales a los 14 dias. Hubo menos dehiscencia en el grupo delay vs control (2/17 vs

6/17 respectivamente).

Otro estudio similar, fue publicado por Alfabet et al[42] en 2003. Se trata de un modelo en ratas
donde se realizaba el acondicionamiento mediante la ligadura quirdrgica de la arteria gastrica
izquierda. Los autores midieron la microcirculacion por laser Doppler. Tras la ligadura de la
arteria gastrica izquierda se produjo una caida del flujo del 74% y al cabo de 14 dias la
restauracion del flujo alcanzo limites practicamente normales.
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Mittermair et al[43] en 2008, publicaron también un modelo en ratas. Tras la ligadura quirdrgica
de la arteria gastrica izquierda se midi6 la densidad de capilares funcionales y su didmetro
mediante inmunofluorescencia intravital microscépica. La ligadura de la arteria gastrica izquierda
produjo una disminucion del flujo de aprox 50%. Al cabo de 4 a 8 semanas, la vascularizacién
volvid a valores préacticamente normales. Se observd ademas una dilatacion compensatoria de los
vasos gastroepiploicos. Los autores concluyeron que este es el “primer estudio que mide in vivo

la vascularizacion”.

Reavis et al[19] en 2005 publicaron un modelo en zarigieya. Tras la ligadura quirurgica de los
vasos gastricos derechos, izquierdos y vasos cortos se midio el flujo mediante Doppler. Se
identificaron los vasos mediante inmunohistoquimica para factor VIII (von Willebrand). El
deposito de colageno se midid con una tincidn especifica y un programa informatico, y se analizé
el subtipo de colageno mediante inmunohistoquimica. La preservacion de las capas musculares
se determiné mediante inmunohistoquimica para actina. Encontraron que la vascularizacion basal
era de 20ml/100g de tejido. La ligadura de los vasos produjo una caida del flujo del 73% y en el
grupo delay. En el grupo delay, al momento de la gastroplastia el flujo fue de 16ml/100g, es decir
el 80% del flujo basal. Y comparativamente con el grupo no delay, el grupo delay tenia el triple
de flujo (16 vs 5ml/100g). Hubo més depdsito de colageno (es decir, mas fibrosis) en el grupo no
delay. La integridad de la muscular propiay el nimero de vasos fue mayor en el grupo delay (56
vs 36% y 27 vs 38 en campos 20X, respectivamente).

Por ltimo, Lamas et al[34] en 2008 utilizaron un modelo en ratas con ligadura de arteria gastrica
izquierda. Los autores determinaron el dafio histologico (escala de Chiu), la actividad de caspasa
3, la fragmentacion de ADN y la proliferacion vascular (Ki67). Concluyeron que el dafio se repara

a las 2 semanas, hay neovascularizacion y la muerte celular se produce por necrosis y apoptosis.

c. Resultados clinicos del acondicionamiento gastrico

La mayoria de estudios clinicos publicados sobre acondicionamiento isquémico gastrico son

series de casos 0 estudios comparativos, y s6lo existe un ensayo clinico aleatorizado[44].

En 2020 se publicaron tres metaandlisis sobre la eficacia del acondicionamiento isquémico
gastrico. Aunque todos los autores concluyen que faltan mas ensayos clinicos aleatorizados,

existen diferencias en cuanto a los resultados en los distintos estudios.
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Zhuo et al[45] analizaron 14 estudios con un total de 1705 pacientes. La dehiscencia anastomética
se observo en el 8,5% vs 14,8%, con y sin acondicionamiento, respectivamente (OR=0,57%
IC95% 0,40-0,82, P=0,002); la estenosis anastomotica se describié en 9 estudios con una
diferencia de 12,1% vs 27,9% con y sin acondicionamiento, respectivamente (OR=0,46% 1C95%
0,29-0,71, P=0,0005). No hubo diferencias significativas en la mortalidad.

Kamarajah et al[46] incluyeron 19 estudios con un total de 1596 pacientes. No observaron
diferencias significativas en dehiscencia anastomética o estenosis, morbilidad ni mortalidad. Sin
embargo, si hubo una diferencia en la frecuencia de necrosis de la plastia a favor del
acondicionamiento isquémico (OR 0,29 1C95% 0,11-0.77 P=0,013).

Michalinos et al[7] incluyeron 15 estudios con un total de 1612 pacientes. Hubo dehiscencia de
anastomosis en 10,2% vs 16,8% en pacientes con y sin acondicionamiento, respectivamente
(OR=0,73 1C95% 0,53-1,00 P=0,05). Analizaron la dehiscencia anastomatica severa, definida
como aquella que requiere cirugia; la frecuencia de dehiscencia severa fue del 1,9% vs 8,7% en
pacientes con y sin acondicionamiento, respectivamente (OR=0,27, 1C95% 0,14-0,50, P<0,0001).
No encontraron diferencias significativas en estenosis anastomatica, morbilidad, mortalidad ni

método de acondicionamiento.

Por ultimo, Veeramootoo et al[47,48] proponen el concepto de “fallo del conducto gastrico”
(Figura 18); el tipo 1 seria ocasionado por un fallo técnico de la anastomosis, el tipo 2 por
alteracion de la microvascularizacion y el tipo 3 por una alteracion macrovascular que condicione
una oclusién de la arteria gastroepiploica derecha. El acondicionamiento isquémico podria

prevenir el fallo tipo 2.
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Figura 18. Clasificacion del fallo del conducto gastrico después de una esofagectomia. La flecha
sefala el sitio de la fuga. Fuente: Veeramootoo et al[47]

1.3 Reconstruccion esofagica mediante coloplastia

a. Anatomia vascular del colon e ileon

El intestino delgado y la mitad derecha del colon estan vascularizados por la arteria mesentérica

superior a través de la arteria ileocdlica, arteria colica derecha y arteria cdlica media (Figura 19).
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Figura 19. Irrigacion arterial de colon en el humano. Fuente: Bates et al[49]

El estudio de la vascularizacion del colon derecho ha tenido un renovado interés en los Gltimos
afios debido a la implementacion de la reseccién total del mesocolon en enfermedades
neoplasicas. Negoi et al[50] realizd un metaanalisis en 6090 pacientes donde analizd las
principales variantes anatdmicas. La arteria ileocélica estaba cominmente presente (99,8%) junto
con la vena ileocdlica (ICV) (99,7%). La arteria colica media también estaba presente con
frecuencia (94,6%), la mayoria como un solo tronco (88,4%), mientras que el resto estaban
ramificadas en dos o tres vasos. La arteria célica media se origind con mas frecuencia de la arteria
mesentérica superior (78,7%) aungue en ocasiones podia originarse en la arteria célica derecha
(17,8%), e incluso de otras arterias, pero todas ellas en menos del 1% de los casos. La arteria
cllica derecha fue la menos constante, encontrandose en 60% de los casos; habitualmente
transcurria anterior a la vena mesentérica superior (89,4%). Cuando estaba presente, se originaba
con mayor frecuencia en la arteria mesentérica superior (70,8%), arteria colica media (15,4%) o

arteria ileocolica (13,8%). Las venas solian seguir el mismo trayecto que las arterias.
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b. Técnica quirargica en la coloplastia

La primera coloplastia fue realizada por Kelling en 1911 y el primer reemplazo esofagico
mediante coloplastia exitoso fue descrito en 1914 por Von Hacker[1]. A diferencia de la
gastroplastia que tiene una sola anastomosis (esofagogastrica), la coloplastia tiene 3 anastomosis

(esofagocolica, coloyeyunal e ileocolica).

La técnica de la reconstruccion esofagica mediante coloplastia se realiza habitualmente mediante
laparotomia [51]. Se procede a la diseccion de la fascia de Toldt, movilizando todo el colon
derecho e intraoperatoriamente se confirma la distribucion vascular. Se procede al pinzamiento
vascular de los vasos ileocolicos y colicos derechos y se valora la vascularizacion del injerto a los
10 minutos. Si no presenta signos de isquemia o estasis vascular, se secciona el ileon terminal con
una grapadora lineal, se ligan los vasos ileocélicos y célicos derechos, se realiza la seccion del
colon transverso y ascenso de la plastia célica via mediastino anterior o subcutanea. En caso de
que la vascularizacién tras el pinzamiento no sea satisfactoria, se moviliza el colon izquierdo y se
disecan los vasos célicos izquierdos repitiendo la maniobra de pinzamiento. Si en este caso la
vascularizacién a través de la arcada es correcta, se utiliza la plastia izquierda. En ambos casos la
anastomosis cervical se realiza esofagocélica o esofagoileal terminolateral manual con puntos
discontinuos. Se realiza anastomosis coloyeyunal en Y de Roux y yeyunoyeyunal. En caso de
coloplastia derecha se completa con anastomosis ileocdlica, y colocélica, cuando se trata de
coloplastia izquierda. La anastomosis coloyeyunal se realiza siempre en Y de Roux, desestimando

la anastomosis cologastrica para evitar el reflujo biliar que puede ser causa de colitis.

Figura 20. Esquema de ileocoloplastia. Fuente: Farran et al[52]
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c. Resultados y complicaciones de la coloplastia

La esofaguectomia y reconstruccion esofagica es una cirugia técnicamente compleja y de las mas
agresivas en el campo de la cirugia digestiva. El registro y publicacion de las complicaciones es
impreciso o sin definiciones bien establecidas en la mayoria de los estudios. Por ello en 2011 se
cred el Esophageal Complications Consensus Group (ECCG), que publico en 2019[53] el
“benchmarking” de las complicaciones de la reseccion esofagica. Realizaron una revision de una
base de datos prospectiva con 2704 pacientes. El 94% de las reconstrucciones fueron mediante
gastroplastia. La frecuencia global de complicaciones fue 59%, siendo graves, que requirieron
reintervencion o exitus (es decir Clavien Dindo > o = Illb) en 17,2%. Se describen las

complicaciones mas relevantes en la Tabla 2.

Tabla 2: complicaciones de la esofaguectomia

Fuga anastomaética 11,4%
Necrosis de la plastia 1,3%
Fistula quilosa 4.7%
Lesion del nervio recurrente 4,2%
Mortalidad (30 dias) 2,4%
Mortalidad (90 dias) 4,5%

Fuente: Low et al[53]

Dentro de las complicaciones especificas de la coloplastia se reporta[1]:

e Dehiscencia de anastomosis: 0 a 15%
e Necrosis de la plastia: 0 a 10%
e Mortalidad: 0 a 16%
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1.4 Experiencia en Acondicionamiento Isquémico Preoperatorio

(AIP) en el Hospital Universitari Bellvitge

En la Unidad de Cirugia Esofagogastrica del Hospital Universitari de Bellvitge se inici6 la
experiencia con el acondicionamiento isquémico gastrico mediante el estudio de un modelo
animal en 2007[34]. En 2011 se publicé la primera serie en humanos[8] siguiendo la técnica de
embolizacion mediante arteriografia descrita por Akiyama et al[5]. En 2018[9] se publicaron los
resultados clinicos del acondicionamiento isquémico gastrico preoperatorio y reconstruccion post
esofaguectomia tras 14 afios de experiencia, en 97 casos. Se trata de la mayor serie sobre
acondicionamiento isquémico mediante embolizacién descrita hasta la fecha. El
acondicionamiento tuvo una mortalidad nula con una morbilidad del 13%. La cirugia de
reconstruccion tuvo una morbilidad global del 45% (siendo superiores o iguales al grado 111B de
la clasificacion de Clavien Dindo[54] en 19%), con 2% de isquemia de la gastroplastia, 7% de
dehiscencia anastomoética y mortalidad del 7%. Comparando estos resultados con los de los
pacientes a los que no se les realizé acondicionamiento, pueden considerarse satisfactorios[53].

1.5 Estudio del dafio histologico y neovascularizacion

a. Dafo histoldgico

Como modelo experimental, el dato mas importante para establecer la viabilidad del
acondicionamiento isquémico es que el animal sobreviva al procedimiento en buenas
condiciones. En decir, que no haya una necrosis del segmento acondicionado y que el
animal no tenga signos de sufrimiento que requieran la eutanasia. Superada la agresion
isquémica inicial, también es importante determinar la secuencia de recuperacion
histolégica para determinar el momento en que seria mas adecuado para realizar la
coloplastia, ya que para que una anastomosis cicatrice adecuadamente es necesario que
el intestino esté recuperado. La puntuacion de Chiu et al. [55] se establece mediante los

siguientes parametros histologicos (Figura 21):

0: Mucosa normal

1: Edema subepitelial en las vellosidades

2: Edema en lamina propia

3: Afinamiento epitelial con denudacidn en las puntas de las vellosidades
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4: Infarto de la mucosa

5: Infarto transmural

Figura 21. Puntuacion de Chiu del 0 al 5 con tincién de HyE (ver explicacién en el texto). La flecha
amarilla indica edema subepitelial y la flecha verde, edema de la lamina propia

En el estudio original, Chiu et al. encontraron una correlacion consistente y reproducible de los
hallazgos de dafio histolégico con la intensidad de la isquemia y pardmetros bioquimicos e
inmunohistoquimicos de dafio isquémico determinado mediante métodos mucho mas complejos.
El principal fendmeno histologico inicial es el despegamiento de la capa epitelial/subepitelial, que
evidencia morfolégicamente una consecuencia fisiologica precoz de la isquemia como es el
aumento de la permeabilidad capilar y el edema. Los eventos posteriores, como la denudacion del

epitelio y la necrosis evidencian un dafio isquémico mas severo.

Esta escala ha sido ampliamente empleada en cirugia experimental, con casi 500 citaciones en
PubMed, y ha sido utilizada como modelo de acondicionamiento gastrico[34] con buenos

resultados.
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b. Deteccidén de neovascularizacion

La deteccion de neovascularizacion es un area compleja con multitud de técnicas disponibles de
diferente dificultad y costo de aplicacién[56]. Actualmente se emplea sobre todo en el estudio de

angiogeénesis tumoral.

Los vasos sanguineos de la submucosa intestinal pueden ser dificiles de identificar mediante
tinciones habituales como la hematoxilina eosina, por lo que se puede emplear técnicas de
inmunohistoquimica dirigidas a antigenos especificos de células endoteliales (Figura 22).

Figura 22. Vasos sanguineos de la submucosa tefiidos mediante inmunohistoquimica para CD31

El antigeno CD31, conocido también como molécula de adhesion de células endoteliales y
plaguetas 1 (PECAM-1), es una glicoproteina transmembrana relacionada con la superfamilia de
las inmunoglobulinas. Se expresa en células madre mieloides, plaquetas y células endoteliales. El
CD 31 participa en la migracion de los leucocitos desde el espacio extravascular. Es empleado en
técnicas de inmunohistoquimica para detectar capilares. La técnica de recuento de vasos en
campos de gran aumento tiene la ventaja de ser facilmente aplicable y no requiere de equipos

especiales, aunque tiene el inconveniente de la imprecision de un contaje manual.
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2. HIPOTESIS

El acondicionamiento isquémico (delay phenomenom) del colon derecho e ileon terminal es
viable en términos de ausencia de necrosis transmural, con un patron de recuperacion predecible

y siendo la neovascularizacion un mecanismo adaptativo.

3. OBJETIVOS

e Primario: valorar la viabilidad (presencia/ausencia de necrosis transmural) del
acondicionamiento isquémico del colon e ileon terminal en un modelo experimental

animal (Rattus norvegicus)

e Secundarios:
o Analizar la secuencia de dafio/recuperacion a nivel histolégico producida por el
acondicionamiento y comparar las diferencias entre colon e ileon distal
o Cuantificar la microvascularizacion para determinar si hay aumento del nimero

de vasos sanguineos como mecanismo del acondicionamiento
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4. MATERIALES Y METODO

4.1. Disefo

Se realiz6 un estudio experimental en ratas.

4.2. Periodo de realizacion

Los animales fueron intervenidos entre febrero y mayo de 2012.

4.3. Poblaciéon (animales)

Se empleo Rattus norvegicus SD raza Sprague-Dawley, hembras exreproductoras con peso entre
200y 3009 y de entre 8 y 12 meses de edad. Los animales fueron adquiridos a Harlan U.K. limited
(Shaw’s Farm, Blackthorn, Bicester, Oxon, OX OTP England).

Todos los animales se manipularon en el estabulario de la Unitat d’Experimentacié Animal del
Campus de Bellvitge, Universitat de Barcelona. Tras recibir los animales del proveedor, fueron
puestos en cuarentena un minimo de 48 horas, con alimento y agua ab libitum. En todo momento
los animales estuvieron en jaulas descontaminadas de patégenos y con limpieza regular. El

seguimiento del bienestar animal estuvo a cargo del investigador y del personal del estabulario.

a. Calculo de tamafo de muestra

Dado que es un estudio experimental sobre una nueva técnica quirtrgica en animales de
laboratorio, cuyo desarrollo, mantenimiento y cuidados se realizan en forma estandarizada, no
hay pardmetros sobre los que argumentar un tamafio de muestra basado en asunciones estadisticas.
Se utiliz6 un tamafio de muestra empirico tal y como se ha llevado a cabo en estudios

similares[34,42]: 6 en el grupo control y 6 en cada grupo experimental (en total 42 animales).

4.4. Intervencion

La intervencion quirdrgica realizada fue el acondicionamiento isquémico del colon derecho e
ileon terminal mediante la ligadura quirargica de los vasos ileocélicos. Para las comparaciones se

emple6 un grupo control al cual no se le realizo el acondicionamiento.
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a. Técnica quirargica del acondicionamiento isquémico

I.  Anestesia general con isofluorano por via inhalatoria, dosis de induccion 5%, dosis
de mantenimiento 1 a 2,5%
Il.  Profilaxis antibidtica con enrofloxacina subcutdnea una dosis previa al inicio de
intervencion, 7,5mg/kg
I1l.  Analgesia previa al inicio del procedimiento con buprenorfina 0,05mg/kg
IV.  Laparotomia media. Identificacion de vasos ileocélicos, ligadura con seda 4-0 y
seccion de estos
V.  Cierre de laparotomia con sutura de seda 3-0. Cierre de piel con grapas metalicas

b. Configuracion de los grupos de estudio

Los animales fueron distribuidos en 7 grupos de la siguiente manera:

e Grupo +1: eutanasia al ler dia post quirdrgico

e Grupo +3: eutanasia al 3er dia post quirdrgico

e Grupo +6: eutanasia al 6to dia post quirdrgico

e Grupo +10: eutanasia al 10mo dia post quirdrgico
e Grupo +15: eutanasia al 15to dia post quirdrgico
e Grupo +21: eutanasia al 21er dia post quirtrgico

e Grupo sham

Se emplearon ademas 8 animales para poner a punto la técnica quirtrgica y la extraccion de

muestras.

Para determinar el sitio adecuado para la ligadura de los vasos ileocélicos (Figura 23), se
selecciond un primer grupo de 4 animales donde se realiz6 una ligadura de los mismos vasos que
se tendrian que ligar en una intervencion quirdrgica estandar, es decir, los vasos ileocdlicos y la
Gltima rama ileal; dos de ellos requirieron eutanasia por mala evolucion (ver criterios de eutanasia
precoz en el apartado “Seguimiento”, Tabla 3) y en los que se comprobd que habia necrosis

isquémica del ciego (Figura 24).
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Figura 23. Anatomia ileocdlica de la rata. La barra amarilla sefiala el sitio de ligadura inicial, empleado
en 4 animales de los cuales 2 presentaron necrosis del ciego. La barra verde sefiala el sitio de ligadura
del resto de los animales, preservando la Ultima rama ileal

Figura 24. Necrosis isquémica del colon

En un segundo grupo de 4 animales se realiz6 la ligadura de vasos ileocélicos preservando la
Gltima rama ideal (Figura 23) estando todos vivos y en buenas condiciones al 3er dia post

operatorio, con lo cual se eligio este sitio para la ligadura vascular en el resto de los animales.
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c. Aleatorizacion

No se emple6 ningln tipo de aleatorizacidn. La distribucion por grupos se realiz6 a conveniencia.
Previo al momento de la intervencion quirdrgica de acondicionamiento, el animal fue asignado a

un grupo con una fecha de eutanasia predeterminada.

4.5. Recogida de datos

La variable desenlace para el objetivo primario (es decir, valorar la viabilidad del
acondicionamiento) fue la frecuencia de necrosis transmural objetivada mediante el analisis

histoldgico de un fragmento de colon e ileon con hematoxilina eosina.

Las variables de los objetivos secundarios se definieron y fueron medidas de la siguiente

manera:

e Dafio histologico: se utilizé la escala descrita por Chiu[55], descrita previamente en la

Introduccién. Se resume aqui las categorias:
0: Mucosa normal
1: Edema subepitelial en las vellosidades
2: Edema en lamina propia
3: Afinamiento epitelial con denudacion en las puntas de las vellosidades
4: Infarto de la mucosa
5: Infarto transmural

e Cuantificacién de la neovascularizacion: se realiz6 mediante fijacion en parafina 'y
deteccion de los vasos sanguineos marcados por inmunohistoquimica para CD31 (Abcam,
ab28364, Reino Unido). En cada lamina se contaron el nimero de vasos en 5 campos de
gran aumento a nivel de la submucosa tanto del colon como del ileon y se comparara con el

grupo de referencia (sham).
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a. Control de la aleatorizacion

Dado que se trat6 de animales de laboratorio criados en situaciones estandarizadas, todas hembras,
con un estrecho rango de edad y peso, ademas de ser una muestra pequefia, se considero que la

probabilidad de sesgo por las diferencias basales de los animales era minima.

b. Enmascaramiento

Se realizé un enmascaramiento del investigador que valord las laminas histoldgicas. Este solo

disponia de un cddigo de identificacion del animal, pero no del grupo al que pertenecia.

La recogida de datos se realiz6 a través del programa Excel.

4.6. Seguimiento: protocolo de monitorizacion de bienestar

animal

La supervision fue en funcion del dia de eutanasia previsto, siendo diaria hasta el 3er dia
postquirargico; cumplido dicho plazo, fue cada 48hs. En cada visita se valoro si habia signos de
sufrimiento que precisaran eutanasia (Tabla 3) y los parametros de supervision del dolor (Tabla
4). Los primeros 3 dias se administr6 analgesia segin pauta y los animales se alimentaron ad

libitum.

a. Pauta analgésica

Se administré meloxicam como analgesia postoperatoria, 1mg/kg subcutaneo cada 24h. La
primera dosis se administré inmediatamente después del procedimiento quirdrgico y se continu6
durante 72h. Si el animal presentaba signos de mal control del dolor, se administr6é una dosis de

rescate de buprenorfina.

b. Método de eutanasia

Asfixia mediante cAmara de CO2

c. Extraccion de muestras

Reseccidén de colon derecho e ileon terminal
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Tabla 3. Criterios para realizar eutanasia

Pérdida de peso >20%
Animal inconsciente /comatoso

Imposibilidad para moverse con normalidad

Tabla 4. Parametros para supervision del dolor

Pérdida de peso
0) Normal
1) Menor 10 %

2) 10-15 %

Aspecto fisico
0) Normal

1) Encorvado

Alteraciones en la conducta
0) ninguna

1) Incapacidad de moverse con normalidad

Valoracion:
0-2: analgesia segun protocolo

3-4: analgesia de rescate con buprenorfina

4.7. Analisis de datos

Para el analisis del objetivo primario, se compard la proporcién de necrosis (variable
dicotémica) con una proporcion esperada maxima del 10%, que es el porcentaje de necrosis de
la coloplastia citado en una revision reciente[1]. Como se compar6 una proporcién esperada con

una tedrica, se emple6 una prueba binomial exacta.
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Para el analisis de los objetivos secundarios:

e Se comparo el grado de dafio histolégico con el grupo sham; dado que el dafio
histol6gico es una variable con 5 categorias y que no todas superaron una frecuencia de
5, se empleo el test exacto de Fisher.

e Se compar6 el nimero de vasos sanguineos con el grupo sham; dado que el nimero de
vasos es una variable cuantitativa y las muestras eran pequefias, en el analisis de
diferencia de medias global se empled la prueba de Kruskal Wallis y para el analisis de
cada grupo vs sham se optd por la aleatorizacion de Fisher Pitman.

Se consider¢ estadisticamente significativas las diferencias con p<0,05 e intervalo de confianza
del 95%.

Los datos fueron analizados con el programa Stata 13 (StataCorp, EEUU)

4.8. Aspectos éticos

El estudio fue presentado y aprobado por el Comité Etico de Experimentacion Animal de la
Universidad de Barcelonay se desarroll6 en el estabulario del Campus de Bellvitge. Quien realizé
las intervenciones quirdrgicas y manejo el cuidado perioperatorio de los animales contaba con la
acreditacion correspondiente del Departament de Medi Ambient de la Generalitat de Catalunya

para personal investigador usuario de animales de experimentacion.

Durante el desarrollo del estudio se cumpli6 la normativa de la Unién Europea (directiva 86/609
CEE), relativa a las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de los animales
utilizados para experimentacion cientifica, asi como la ley 5/1995 de la Generalitat de Catalunya
respecto a la proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otras finalidades

cientificas.

Para la redaccion de este proyecto tuvieron en cuenta las guias ARRIVE para el reporte de
investigacion en animales[57] y las recomendaciones HARRP de la International Council for
Laboratory Animal Science (ICLAS)[58].
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5. RESULTADOS

5.1. Necrosis transmural

Del total de 36 animales, se encontr6 necrosis transmural del colon (puntuacién de Chiu 5) en 1
animal (2,78%, 1C 95% 0 — 8,15%) perteneciente al grupo +6 y necrosis epitelial (Chiu 4) en 1
animal. No se observé necrosis transmural del ileon en ningln animal. No se tuvo que sacrificar

en forma precoz ningun animal.

5.2. Dafo histologico

a. Colon:

Se resume en la Tabla 5. El pico de m&xima puntuacion de dafo histoldgico fue en el grupo 1y
la diferencia fue significativa vs grupo sham. En los grupos sucesivos se observé una mejoria
progresiva del dafio, siendo completa (grado 0) en 4/6 y con dafio leve (grado 1) en 2/6 del grupo
+21. Las diferencias de dafio observadas entre el grupo sham y el resto de grupos no fue

estadisticamente significativas.

Tabla 5. Mediana de puntuacién de Chiu y RIC* en colon y significancia vs grupo

sham

Grupo Mediana de puntuacion (RIC) P valor**
+1 1.50 (1.00) 0.015
+3 1.00 (1.00) 0.061
+6 0.50 (1.00) 0.182
+10 0.50 (1.00) 0.182
+15 0.00 (0.00) 1
+21 0.00 (1.00) 0.455

*Rango intercuartil

**Test exacto de Fisher. En negrita los valores estadisticamente significativos (P<0,05)
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b. ileon:

Se resumen en la Tabla 6. No se observo necrosis transmural en ninguno de los 36 animales
intervenidos. El pico de maximo dafio fue en el grupo 1 presentando una mejoria progresiva. En
el grupo 21, 5 de los 6 animales no tenian dafio (Chiu 0), y el que presentaba dafio era leve (Chiu
1). La diferencia de dafio de cada grupo respecto al grupo sham fue estadisticamente significativa
en los grupos 1, 3y 6.

Tabla 6. Mediana de puntuacion de Chiu y RIC* en ileon y significancia vs grupo

sham

Grupo Mediana de puntuacién (RIC) P valor**
+1 1.50 (1.00) 0.015
+3 1.00 (1.00) 0.002
+6 1.00 (0.00) 0.015
+10 0.50 (1.00) 0.182
+15 0.00 (1.00) 0.455
+21 0.00 (0.00) 1

*Rango intercuartil

**Test exacto de Fisher. En negrita los valores estadisticamente significativos (P<0,05)

c. Contaje de vasos sanguineos

Se ilustra en las Figuras 25y 26 y Tablas 7 y 8. En cada individuo se sumo el total de vasos
detectados por inmunohistoquimica mediante marcaje anti CD31 en 5 campos de gran aumento.

Los animales con necrosis epitelial o transmural fueron excluidos.
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Figura 25. Diagramas de caja que resumen la distribucion de la media del contaje de vasos por 5
campos de gran aumento a nivel de la submucosa del colon.
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Figura 26. Diagramas de caja que resumen la distribucion de la media del contaje de vasos por 5
campos de gran aumento a nivel de la submucosa del ileon.

62



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Acondicionamiento isquémico (delay phenomenon) del colon derecho e fleon terminal en un modelo
experimental en ratas

Gerardo Rodriguez Leon

Tabla 7. Mediana de la suma de nimero de vasos* en colon, percentil 25, percentil
75 y rango intercuartil

Grupo Colon Percentil 25  Percentil 75 RIC**
Sham 17.5 16 19 3.00
Grupo 1 14 13 15 2.00
Grupo 3 21 17 28 11.00
Grupo 6 14 13 19 6.00
Grupo 10 13 12 17 5.00
Grupo 15 15 10 18 8.00
Grupo 21 12.5 12 13 1.00

*En 5 campos de gran aumento

**Rango intercuartil

Tabla 8. Mediana de la suma de numero de vasos* en ileon, percentil 25, percentil
75 y rango intercuartil

Grupo fleon Percentil 25  Percentil 75 RIC**
Sham 13 13 16 3.00
Grupo 1 14.5 12 16 4.00
Grupo 3 15.5 12 20 8.00
Grupo 6 15.5 15 17 2.00
Grupo 10 15 14 16 2.00
Grupo 15 16.5 12 18 6.00
Grupo 21 15.5 13 18 5.00

*En 5 campos de gran aumento

**Rango intercuartil
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Los graficos P-P no mostraron clara vulneracion de la normalidad; sin embargo, la prueba de
Shapiro Wilk para contaje en colon era significativa (p= 0.005) y los diagramas de box plot
sefialaban valores alejados tanto en colon como ileon, por lo que se empled la prueba no

paramétrica de Kruskal Wallis.

En el grupo sham la mediana de vasos de colon e ileon y rango intercuartil fue de 17,5 (14,5-20,5)
y 13 (10-16) respectivamente. No hubo diferencias significativas, tanto en la comparacién con el
grupo sham (test de Fisher Pitman, tabla inferior) como en el analisis entre grupos (test de Kruskal
Walis, p=0,076; Tabla 9).

Tabla 9. Valor P de la media de vasos de colon e ileon vs grupo sham*

Colon ileon
Grupo 1 0,156 0,491
Grupo 3 0,126 0,327
Grupo 6 0,39 0,317
Grupo 10 0,199 0,489
Grupo 15 0,316 0,426
Grupo 21 0,057 0,418

* Prueba de Fisher Pitman

Aunque no era un objetivo del estudio, un hecho llamativo en algunos animales fue el desarrollo

de importantes vasos colaterales en el mesenterio (Figura 27)
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Figura 27. Modificaciones vasculares tras ligadura de vasos ileocélicos

d. Variacién de peso segun el grado de dafio

Para analizar la variacion del peso, se agrup6 el dafio en las siguientes categorias:

e Nodafio: Chiu=0
e Dailo leve/moderado: Chiu 1-3

e Necrosis: Chiu 4-5

El peso medio de todos los animales previo al Al fue de 318.71 gramos (desviacion estandar
37.37). La diferencia de peso entre los animales intervenidos que no presentaron dafio histoldgico
y los que presentaron dafio no fue significativa (prueba t pareada, media 1,44 gramos, p=0,42).
Se expone las distribuciones en la Tabla 10.
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Tabla 10. Diferencia de peso segun el dafio histolégico tras
acondicionamiento

N Media de diferencia peso* DE**
No dafio 12 -7.83 11.04
Dafio
leve/moderado 22 -9.27 22.41
Necrosis 2 7.50 0.71
* En gramos

**DE: desviacién estandar
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6. DISCUSION

El acondicionamiento isquémico del ileon terminal y colon derecho mediante la ligadura de los
vasos ileocdlicos ha sido viable en este modelo experimental en ratas, al observarse necrosis
transmural del colon en 1 de 36 animales (2,78%, IC 95% 0 — 8,15%). No se observé ningun caso
de necrosis transmural del ileon terminal ni se tuvo que realizar ningin sacrificio precoz por
malestar animal. Ademas, si a la ligadura de los vasos ileocélicos se asocia la seccion de la tltima
rama ileal, la necrosis es mas frecuente (2/4 casos). Este estudio es el primer modelo experimental
animal de acondicionamiento isquémico del colon que se ha publicado en la literatura[59,60]
utilizando la técnica quirdrgica habitual para la coloplastia derecha en humanos.

La necrosis de la coloplastia es una complicacion nefasta en un paciente que habitualmente ha
pasado por multiples cirugias previas, con baja reserva funcional y con compromiso del estado
general e incluso psicoldgico. La imposibilidad de la ingesta oral reduce considerablemente la
calidad de vida. Cualquier estrategia que aumente la probabilidad de que la plastia de reemplazo
esofagico funcione correctamente y que reduzca el riesgo de reintervencién por necrosis aguda o
por complicaciones derivadas de la isquemia cronica (y, en consecuencia, suprimir la ingesta

oral), tiene un valor inestimable.

El acondicionamiento isquémico preoperatorio proporciona una mejoria en la perfusién y en la
tolerancia de los tejidos a la isquemia en modelos experimentales en otros 6rganos [36,61]. El
principal 6rgano en el cual se ha estudiado el acondicionamiento isquémico en cirugia digestiva
es el estomago. En relacion a la coloplastia, la mayoria de los estudios que proponen la
optimizacion de la vascularizacion utilizan el método del supercharged vascular que requiere una
anastomosis microvascular para aumentar la perfusion del conducto, pero es un recurso
técnicamente dificil de aplicar, requiere una alta especializacion con experiencia en microcirugia
y a pesar de ello se ha asociado con una fuga anastomatica en el 42% de los pacientes[62]. El
acondicionamiento isquémico es una técnica mas sencilla; en el caso de acondicionamiento
gastrico preoperatorio, hay dos abordajes: el quirdrgico (mediante ligadura quirdrgica de las
arterias) y la via endovascular. En el Hospital Universitari de Bellvitge la via endovascular es la
de eleccion, siendo factible en la mayoria de los casos, con pocas complicaciones, no requiere
anestesia general y tiene una corta estancia posterior al procedimiento [63]. En el futuro habra

gue comprobar si estas ventajas se reproducen en el acondicionamiento del colon.

Si bien el estudio del acondicionamiento del colon hecho por Souther et al[10] tiene similitudes
con este, también hay unas diferencias importantes. Souther et al compararon dos grupos de 10
ratas: en el grupo de acondicionamiento isquémico se realizé la ligadura de los vasos ileocélicos

y dos semanas después se seccion0 el colon e ileon con sus respectivas arcadas; en el grupo control
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se realizaron las tres ligaduras en la misma intervencion (Figura 3). Constataron necrosis del
ciego en 20% en el grupo de acondicionamiento isquémico vs 80% en el grupo no acondicionado
(p<0,01). Si bien la diferencia de porcentaje de necrosis con y sin acondicionamiento es notable,
la técnica que emplearon produce una isquemia muy severa y difiere de la técnica quirdrgica
empleada habitualmente para la coloplastia derecha, ya que en esta se preserva la arcada vascular
del colon derecho y sus afluentes: la arteria colica derecha y la rama derecha de la arteria colica
media, mientras que en el estudio de Souther solo se preservan los pequefios vasos que trascurren
en el mesenterio; ademas, fue disefiado como modelo preliminar del acondicionamiento
isquémico y realizado por cirujanos plasticos hace casi 50 afios, cuando el estado de la cirugia en
general era completamente diferente al actual. La presente Tesis forma parte del desarrollo de una
estrategia mas amplia para la optimizacion de la vascularizaciéon de las diferentes plastias de
reemplazo esoféagico.

Gust et al[1] realizaron una revision extensa de la literatura sobre la coloplastia. En los estudios
incluidos, la necrosis de la coloplastia se observé hasta en el 10% de los casos, mientras que la
dehiscencia anastomotica se report6 entre el 3 'y el 46% de los casos. El principal determinante de
la dehiscencia anastomética fue la isquemia. La isquemia de la plastia en el postoperatorio puede
ocurrir por varios factores: hipotension sistémica, oclusion arterial (trombosis, espasmo,
acodamiento), congestion venosa por compresion y alteraciones en la microvascularizacion; sin
embargo, en el caso de la gastroplastia, la causa mas importante de disminucion del flujo
sanguineo es la propia supresién vascular para la movilizacion del estbmago que produce una
caida del flujo de un 74%[37].

Reavis et al[19] en su modelo de acondicionamiento gastrico en zarigiieya observaron que el flujo
sanguineo de las gastroplastias acondicionadas era el triple que en las no acondicionadas.
Teniendo en cuenta estos datos, ademas de nuestros resultados y los de Souther et al, creemos que
es razonable hipotetizar que el acondicionamiento isquémico del colon podria favorecer el flujo
sanguineo y disminuir la probabilidad de necrosis de la coloplastia, lo que habria que comprobar
con modelos experimentales en el futuro. También es razonable pensar que este beneficio deberia
tener aln mas importancia en pacientes con vasculopatia[6], y como propone Veeramootoo et
al[47], para prevenir ciertos tipos de fallo de la plastia relacionados con la alteraciéon de la

microvascularizacion del extremo del conducto.

El acondicionamiento isquémico preoperatorio del colon plantea otras ventajas. La
vascularizacion del colon derecho es muy variable. El acondicionamiento col6nico preoperatorio
mediante arteriografia permitiria conocer la anatomia vascular de ese paciente, diagnosticar si hay

alguna arteria clave ocluida por enfermedad arterial (lo que contraindicaria realizar una
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coloplastia derecha) e incluso tratarla, ademas de tener de antemano embolizados los vasos que
se seccionaran en la cirugia y permitir la hipertrofia de los vasos remanentes, con la consecuente
remodelacién vascular para optimizar el flujo sanguineo de la plastia. Los pacientes a los que se
les realiza una coloplastia, habitualmente han sido sometidos a intervenciones quirdrgicas
abdominales previas complejas que generan adherencias y que dificultarian un acondicionamiento
realizado mediante seccion quirdrgica, problema que se puede obviar cuando el
acondicionamiento se realiza mediante arteriografia. Por Gltimo, el acondicionamiento isquémico
preoperatorio del colon puede funcionar también como prueba para saber si el colon derecho
puede resistir adecuadamente la isquemia, y en caso de que reaccione favorablemente, permite
fraccionar la agresién quirdrgica en dos etapas, a diferencia de como se hace actualmente en un
solo tiempo. Si con la embolizacion preoperatoria hay necrosis del colon, el manejo seria

potencialmente menos complejo que la desconexién de una coloplastia.

Otro aspecto que analizamos en nuestro estudio fue la secuencia de recuperacion histoldgica, dado
que lo ideal es realizar la coloplastia una vez que haya una recuperacion completa. Similar a lo
que se observa con el modelo de acondicionamiento isquémico gastrico[34], a las 2-3 semanas la
recuperacion es practicamente completa. Sin embargo, hubo diferencias en el pico de dafio
determinado por la puntuacion de Chiu en comparaciéon con el estémago. En el modelo de
acondicionamiento isquémico gastrico el pico de dafio se produjo al 6° dia[34], similar a lo que
observamos en el ileon pero no en el colon, donde el dafio significativo solo ocurri6 en el primer
dia postquirurgico. Este hallazgo quizés se pueda explicar porque la vascularizacion del colon es
menor que la del intestino delgado y del estémago, y algunos estudios sefialan que el colon podria
tolerar incluso mejor la isquemia que el intestino delgado[64]. La fisiologia del estémago,
intestino delgado y colon son diferentes y los resultados del acondicionamiento gastrico no
necesariamente se pueden equiparar con el acondicionamiento coldnico. Por ejemplo, el estdmago
tiene una tasa metabdlica alta al tener que producir el acido clorhidrico necesario para la digestion,
mientras que el intestino delgado y el colon tienen una funcién mas absortiva y una carga
bacteriana mas elevada. Desconocemos como estos factores podrian influir en los resultados del

acondicionamiento isquémico.

En cuanto a la neovascularizacion, no pudimos demostrar que sea un mecanismo adaptativo del
acondicionamiento isquémico, lo que podria tener varias explicaciones. La isquemia desencadena
la liberacion de mediadores inflamatorios que son potentes estimuladores para la
neovascularizacion, con lo cual es muy probable que esta ocurra en alguna medida; sin embargo,
tarda dias en producirse y cuesta creer que pueda prevenir la necrosis que ocurre en las primeras
horas del postoperatorio, aunque quizas si mejore la perfusion de tejidos isquémicos sin necrosis

a mediano o largo plazo. A efectos précticos, estudiar la importancia de la contribucion de la
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neovascularizacion como mecanismo del acondicionamiento podria tener impacto al intentar
reproducirlo mediante la administracion exodgena de determinados factores (como el factor de
crecimiento vascular derivado del endotelio) o de medicamentos que modulen la respuesta
isquémica, lo que en algunos casos se ha denominado acondicionamiento quimico. Sin embargo,
estos factores podrian tener el inconveniente de estimular también el tejido neoplasico de

pacientes intervenidos por cancer.

Maés que la neovascularizacion, quizas el aspecto clave de las modificaciones vasculares en el
acondicionamiento isquémico sea la remodelacion vascular mediante la dilatacion permanente de
los vasos choke como ocurre en otros 6rganos como la piel y el estdmago. De hecho, Akiyama et
al.[5] plantean que el mecanismo de acondicionamiento mediante embolizacion es la dilatacion
de la arteria gastroepiploica derecha. Aungue no fue un objetivo de nuestro estudio, en algunos
casos observamos claramente la dilatacion de las arcadas vasculares cdlicas (Figura 27).

Para Dhar y Taylor[31], la neovascularizacion no tiene un papel primordial en el
acondicionamiento en colgajos cutaneos, pero si las modificaciones de remodelacion vascular de
los vasos existentes. Estos autores proponen un interesante concepto denominado angiosoma[30]
que se refiere a que una arteria nutricia discurre a través del tejido conectivo y se ramifica en una
trama tridimensional como una especie de arbol, vascularizando una parte delimitada de tejido y
conformando asi una unidad funcional contigua a otras unidades similares comunicadas entre si
mediante los vasos choke. Cuando el flujo se detiene en la arteria nutricia de un angiosoma, se
produce una dilatacién de los vasos choke de los territorios adyacentes y producen un
redireccionamiento del flujo sanguineo mediante la remodelacion vascular que explicarian en
gran medida el mecanismo del acondicionamiento isquémico. Estas modificaciones estan
descritas en colgajos miocutaneos, sin embargo, ho hemos encontrado ningun articulo que analice
las caracteristicas de los angiosomas en el tubo digestivo, lo cual podria también ser un tema de

estudio en el futuro.

En cuanto a la nomenclatura, en la literatura se emplea como sinénimos términos que significan
conceptos diferentes y al acondicionamiento isquémico preoperatorio se le menciona de varias
maneras (precondicionamiento isquémico, delay phenomenon, surgical delay, condicionamiento
isquémico). El término delay phenomenon esta arraigado en la literatura, principalmente en el
ambito de la cirugia plastica y pensamos que es poco especifico. Otro concepto relacionado, pero
diferente al acondicionamiento isquémico, es el efecto protector de la exposicién de un tejido a
periodos cortos de isquemia frente a wuna isquemia prolongada (por ejemplo:
precondicionamiento, postcondicionamiento y condicionamiento remoto). Proponemos el empleo

del término acondicionamiento isquémico preoperatorio (en inglés: preoperative ischemic
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conditioning) en este contexto y definirlo como una “estrategia terapéutica que tiene por objetivo
mejorar lairrigacion de un 6rgano mediante la supresion parcial y definitiva de su vascularizacion,

COMO paso previo a una intervencion quirdrgica en la que se le utilizard como colgajo o plastia”.

Nuestro estudio tiene varias limitaciones. Se debe tener cuidado al extrapolar los hallazgos a los
humanos, ya que en la rata el ciego es grande en proporcion al resto del intestino; esto y la carga
bacteriana intestinal del roedor podrian ser factores que afecten negativamente en la tolerancia a
la isquemia en comparacion con los humanos (quienes probablemente la toleren mejor). En
nuestro estudio no se realizd preparacion mecanica del colon (administracion de laxantes y/o
antibidticos orales) para reducir la carga fecal intestinal, que potencialmente podria ser un factor
que influya en los resultados del acondicionamiento. El sexo de la rata también puede ser
importante ya que en algunos modelos las ratas hembras han tolerado mejor la lesioén producida
por isquemia reperfusion en comparacion con los machos[65]. En cuanto a la determinacion de
la neovascularizacion, existen métodos de analisis de imagenes mas sofisticados y objetivos
aungue mas costosos [66], y es posible que tenga mas relevancia hacer un analisis no solo de los
neovasos, sino cémo se comporta en general el proceso de remodelado vascular, la hipertrofia de

las arcadas vasculares y la estructura de los angiosomas en el tubo digestivo.
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Consideraciones y proyectos futuros:

e Para avanzar en el desarrollo del modelo, en estudios posteriores se deberia analizar los
cambios en el flujo sanguineo a nivel del extremo de la coloplastia, las modificaciones en
didmetro y distribucion a nivel de las arcadas vasculares, asi como los efectos del
acondicionamiento en la cicatrizacion de la anastomosis (flujo sanguineo, porcentaje de
dehiscencia, depdsito de colageno y epitelizacidn de la mucosa). Ademas, es importante
la eleccién del modelo animal que sea lo mas parecido al intestino humano, emplear
animales de ambos sexos y evitar el empleo de animales muy jévenes (que tienen una
respuesta mucho mejor que en animales mayores).

o Dado que la lesiébn mucosa podria favorecer la traslocacién bacteriana, se deberia analizar
el papel de la preparacion mecanica del colon, descontaminacion oral y/o
antibioticoterapia sistémica tras el acondicionamiento isquémico ileocolico.

e Analizar las diferencias del efecto del acondicionamiento es distinto en colon derecho vs
colon izquierdo de cara, tanto a la coloplastia de reemplazo esofagico, como a otras
intervenciones quirdrgicas donde hay que ligar grandes vasos del colon (por ejemplo, la
reseccién de recto con anastomosis colorectal, donde habitualmente se liga la arteria
mesentérica inferior y la vascularizacion del colon izquierdo remanente depende
Unicamente de las arcadas vasculares).

e Estudiar los angiosomas en el tubo digestivo y el papel de la dilatacion permanente de los
vasos choke como mecanismo del acondicionamiento isquémico en el colon.

e Por ultimo, pensamos que seria interesante analizar el efecto de determinados factores en
el desarrollo del acondicionamiento isquémico, tales como la edad, el estado nutricional,

la quimioterapia antiangiogénica, la radioterapia, entre otros.
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7. CONCLUSIONES

1. El acondicionamiento isquémico del colon e ileon es biol6gicamente viable segun este
modelo animal; sin embargo, hay que seleccionar adecuadamente el sitio de ligadura
vascular

2. El dafio histoldgico es mayor al ler dia post acondicionamiento en colon y del 1° al 6° dia
en el ileon, remitiendo progresivamente hasta normalizarse en la mayoria de los animales
a los 21 dias

3. En este modelo, el colon fue més susceptible a la necrosis isquémica en comparacién con
el ileon

4. No se pudo demostrar que la neovascularizacién sea un mecanismo de accion del

acondicionamiento isquémico
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Abstract

Introduction: Freoperative gastric ischemic conditioning
[IC) improves the cutcome of esophageal replacement gas-
troplasty and is associated with low morbidity. However,
whien the stomach cannot be used for esophageal replace-
ment, a colonic replacement is required. The study aim was
to assess the viability of right colon and terminal ileum IC in
arat model and the histological damage/recovery sequence
and determine if neovascularization is a potential adaptive
mechanism. Method's: The study was conducted in Rattus
norvegicus with ileccolic vascular ligation. Seven groups of
animals were established (6 rats per group) with groups de-
fined by the date of their post-IC euthanasia (+1,+3, +6, +10,
+15, and +21 days). Comparisons were made with a sham
group. Viability of the model was defined as <10% of trans-
mural necrosis. The evaluation of histological damage used
the Chiu score in hemataxylin and eosin sections of paraffin-
embedded specimens with CD31 immunchistochemical as-
sessment of neovascularization by the median of submuco-

sal wessel counts in 5 high-magnification fields. Results:
Transmiural colon necrosis occurred in 1/36 animals (2.78%)
with no animal demonstrating transmural ileal necrosis. The
maximum damage was observed in the colon on +1 day
post-IC {average Chiu score 1.67, p = 0.015), whereas in the
ileumn, it was on days +1, +3, and +6 (average Chiu score 1.5,
1.3,and 1.17; p=0.015, 0.002, and 0.015, respectively). In the
+21-day group, histological recovery was complete in the
colon in 4 (66.7%) of the 6 animals and in the ileum in 5
[B3.3%) of 6 animals. There wera no significant differences in
quantitative neovascularization in any of the groups when
compared with the sham group or when comparisons wers
made between groups. Condusions: The tested animal
madel for IC of the colon and terminal ileum appeared to be
feasible. Histological damage was maximal between the 15t
and 3rd day following IC, but by day 21, recovery was com-
plete in two-thirds of the rats. There was no evidence inthis
preliminary IC model that would suggest neovascularization
as an adaptive mechanism. © 2021 5. Kargar A, Basal

Meeting prasentation: 25th Condgress of the Spanish Sooety for Sur-
gical Research, Barcelonz, December 2019, Abstract: BIS 2020107
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Introduction

lschemic conditioning (1C) is the tissue adaptation re-
sulting from partial or permanent suppression of vascu-
larzation. Preoperative ischemic conditioning (PIC),
also known as the “delay phenomenon,” was developed
by plastic surgeons to improve flap survival. This PIC
technique mobilizes a flap but delays its transposition
usually for 2-3 weeks, effectively achieving better adapta-
tion to ischemia and diminishing the likelihood of necro-
sis.

In reconstruction after esophagectomy, the same prin-
ciple applies requiring partial mobilization and devascu-
larization of a segment of the digestive tract to construct
a conduit; the stomach is the first option in adults, and
when it is not available, the second option is the colon [1].
Esophagectomy has high morbidity (50%) and mortality
{5-10%) [2], with ischemia of the conduit a principal de-
terminant of significant complications, including anasto-
motic dehiscence, conduit necrosis, or stenosis, Ina com-
parative study of gastric duct versus colonic duct, Briel et
al. [3] reported that the global prevalence of duct ischemia
was 9.2%, with no significant differences between the co-
lonic and gastric ducts, whereas in the review by Gust et
al. [1], the prevalence of ischemia of the colonic duct was
between 0% and 10%. Although conducting a preopera-
tive study of vascularization of the colon is not a system-
atic practice [1], an audit performed in the UK indicated
that almost half of the esophagogastric surgeons surveyed
consider performing preoperative angiography [4].

Different segments of the colon can be used to create
the conduit, and a recent meta-analysis [5] stated that left
coloplasty was the most frequent (70.9%) procedure, with
a small difference in morbidity between left and right
coloplasty (15.7% vs. 18.7%, respectively). In our team,
we have more experience with right coloplasty [6, 7]
which has the following advantages over left coloplasty:
less disparity in the caliber between the leum and esoph-
agus, the possibility that the Bauhin valve acts as an anti-
reflux mechanism, and the least variability in terms of
vascularization. Arterial vascularization of the right colon
is mainly determined by the ileocolic artery and the right
branch of the middle colic artery, both communicated
through the marginal artery {present in 99.8%, 95%, and
100% of cases, respectively), whereas the right colic artery
has a less relevant role, 2 more variable origin, and is pres-
ent as such in two-thirds of the casas [8].

Several techniques can improve conduit vascularity,
such as PIC, supercharged microvascular augmentation,
an omental patch, or exogenous agents (such as vascular

2 Bur Surg Res
DO 10.1 159/000520676

endothelial growth factor) [9]. The use of gastric PIC was
first analyzed in an experimental rat model by Urschel
[10] im 1993, Later experimental models have shown that
gastric PIC decreased the rate of dehiscence, improved
oxygen delivery to the terminal end of the gastroplasty,
and was associated with reduced collagen deposition [11].
Seweral recent dlinical studies and meta-analyses show
that PIC may decrease the rate of anastomotic dehiscence
and the reoperation rate from leaks [2, 12], with low mor-
bidity [2, 13].

The only available experimental animal study on the
delay phenomenon in the colon we know of is by Souther
and Vistnes [14] in which an ileocolic anastomosis was
performed in rats after deliberate ligation of the penulti-
mate and terminal branches of the ileocolic arcade. The
study aim was to determine the viability of right colon
and terminal ileum IC in a rat model, assess the histo-
logical damage/recovery sequence, and determine if neo-
vascularization is a potential adaptive mechanism.

Materials and Mathods

The study protocol was approved by the Ethics Committee for
Animal Experimentation of the University of Barcelona, devel-
oped in the Bellvitge’s Animal Facility, and complies with the reg-
ulations of the European Union {directive 86/609 CEE) and May
1995 of the Generalitat de Catalunya regarding the protection of
animals used for experimentation and other scientific purposes.
The relevant ARRIVE 2.0 [15] and HARRP [18] guidelines were
followed. Female Sprague Dawley rats weighing from 200 to 300
mg and aged from 8 to 12 months (Harlan UK. Ltd., Shaw's Farm,
Blackthorn, Bicester, Oxon, OX OTF England) were used. Healthy
rats were included after a quarantine period. The sample size was
based upon a previous study conducted by our group on gastric
PIC [17]. There were & study groups and a sham group (n = & each,
42 in total) grouped according to the number of days post-IC when
they were euthanized: +1. +3, +6, +10, +15, and +21.

Ischemic Conditioning Protocol
Amtibiotic prophylaxis was a preoperative dose of subcutane-
ous enrofloxacin (7.5 mg/kg) with buprenorphine analgesia (0,05
mg/kg). General anesthesia was isofluorane inhalation by using an
induction dose at 5% and a 1-2.5% maintenance dose. A midline
laparotomy was performed with identification, ligation (4-0 silk),
and transection of the arterial and venous ileocolic vessels. The
laparotomy wound was closed with a 3-0 silk suture, and the skin
was closed with staples. The euthanasia method was by €O, as-
phyxiation. To determine the optimal site for vessel ligation, 2
E_Imupsn:l'é animals each were used: 1 group underwent tying off
¢ main ileocolic vessel alongside the distal ileal branch (Fig. 1.
white arrow), and 1 group underwent ligation of the ileocolic ar-
tery only (Fig. 1, green arrow). Two animals from the former group
were euthanized due to deterioration of their clinical condition,
with postmortem antopsy confirming cecal necrosis. Animals
from the latter group were alive and well without exhibiting any
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Fig. 1. Vascular anatomy of the ileocolic region in the rat. The
white arrow indicates the initial ligation site that included the last
ileal branch (necrosis of the cecum occurred in 2/4 animals). The
green arrow indicates the definitive ligation point in the remaining
animals. SMV, superior mesenteric vessels.

clinical signs or symptoms on postoperative day 3. Therefore, ileo-
colic vessel ligation was chosen for all of the animals included in
this study who were monitored daily until the postoperative day 3
and then every 48 h thereafter. Table 1 shows the pain assessment
parameters. Euthanasia was performed if there was any evidence
of animal distress. The following criteria for euthanasia were used:
a 220% loss of weight, loss of consciousness by the animal, and/or

®
3
3
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&
¥
8

Table 1. Pain assessment parameters

Weight loss, %
0: normal
1: <10
2:10-15
Physical appearance
0: normal
1: bowed
Behavioral disturbances
0: none
1: inability to move normally

Management: 0-2: analgesia according to protocol; 3—4: rescue
analgesia.

the ligation site of the vessels and handling of the samples. For
histological analysis, the coded samples were analyzed by a sur-
geon supervised by a pathologist.

Statistical Analysis

Data were analyzed by using the Stata 13 program (StataCorp,
College Station, TX, USA). The rate of necrosis was compared with
the maximum expected proportion of 10% by using an exact bino-
mial test. Differences in the rates of histological damage and vas-
cular quantification were assessed by performing Fisher's exact test
and the Kruskal-Wallis test combined with a Fisher Pitman ran-
domization, respectively. p values of <0.05 were considered to be
indicative of statistical significance.

an inability of the animal to move normally. During the first 3 days Results

postopcrativelly. subcutaneous meloxicam 1 mg/kg every 24 h was

administered tor analgesia. All animals were fed and watered ad Histological Scoring

libitum. Among all animals (36), colonic transmural necrosis
et o e was evident in 1 (2.78%) of the +6-day group, with epi-

To determine the primary outcome measure (transmural ne-
crosis), we accepted a colonic or ileal necrosis rate of <10% as
our viability standard in accordance with a similar rate reported
by Gust et al. [1] for eso-coloplasty. Secondary outcome mea-
sures included a histological damage score and quantification of
neovascularization. The histological damage score has been de-
scribed by Chiu et al. [18] for paraffin-embedded specimens
stained with hematoxylin and eosin. Slides were categorized as
0: normal mucosa, 1: increase in the subepithelial space, 2: eleva-
tion of the epithelium, 3: moderate/severe intra/subepithelial
edema, 4: transmucosal infarction, and 5: transmural infarction.
Quantification of neovascularization was also performed on
paraffin-embedded material immunohistochemically stained
for the vessels with CD31 (ab28364; Abcam, Cambridge, UK).
In each slide, the number of vessels in 5 high-magnification
fields of both the colon and ileum at the submucosal level was
counted, and the median number of vessels was compared with
the reference (sham) group. Tissue samples were coded prior to
histological analysis so that they were not identifiable by group.
In addition to these groups, 8 more animals were used to define

leocolic Ischemic Conditioning in Rats
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thelial necrosis (Chiu score = 4) in 1 further rat. No ileal
transmural necrosis was observed in any rat, and there
was no need for a pre-emptive sacrifice to be made ahead
of schedule. Figure 2 summarizes the Chiu score (mini-
mum = 0, maximum = 30) in each group of animals. For
the colon, maximal histological damage occurred in
group +1-day with a significant difference when com-
pared with the sham group (p = 0.015). In the successive
groups, there was incrementally less quantitative histo-
logical damage in the other groups. There were 4/6 rats in
the +21-day group that showed no histological damage
(grade 0) and 2/6 animals in this group with only mild
(grade 1) damage. Table 2 shows the differences in dam-
age for both the colon and ileum between the 6 study
groups and sham group. There were no significant differ-
ences in the colonic Chiu score for any other group. For
the ileum, the maximum histological damage was evident

Eur Surg Res
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Fig. 2. Sum of the total Chiu score by group.
Each column corresponds to the sum ofthe
Chiu score of the animals belonging to that

group.

#1 +3 2] +10 +15 21

Post IC euthanasia day

B Colon ®milleum

Table 2. Comparison of Chiu scores between the conditioned
group and the sham group

Table 3. Median number of wessels* (and IQR) in the colon and

ileum in euthanized animals after ischemic conditioning

Group Colon lleumn
Chiu score®  pwalus* Chiu score*  pvalue*

+1 167 0015 15 0.015
+3 0.83 00a1 13 0,002
+6& 1.17 0182 117 0.015
+10 067 0182 05 0.182
+15 01a 1 033 0.455
+21 033 0455 017 1

Significant values (p < 0.05) are indicated in bold. * Average Chiu
scove by group. *Comparison versus sham group, Fisher's exact test.

in the +1-day group, with progressively less damage in the
other groups. In the +21-day group, 5/6 animals had no
histological damage (grade 0), and one showed mild
{grade 1) damage only. There was a significant difference
in histological damage between the +1-, +3-, and +6-day
groups and sham group (Table 2).

Blood Vessel Count

In each animal, the total number of vessels detected
by CD)31 immunohistochemistry in 5 high-magnifica-
tion fields was determined. Animals with epithelial or
transmural necrosis were excluded. The results are
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Group Colon (KIR) lleurm (IQR)
Sham 17.5(3) 133
Group 1 14(2) 145 (4)
Group 3 20 15.5 (8)
Group & 14 (&) 16(3)
Group 10 13(5) 153
Group 15 15 (8) 16.5 (5)
Group 21 125(1) 15.5(5)
Tatal 15 6.5} 15(4)

IQR, interquartile range. * Measuremeant made from & high-
magnification fields.

shown in Table 3 and graphically presented in Figures
3and 4. In the sham group, the median number of ileal
and colonic vessels was 13 (interguartile range [IQR] =
10-16) and 17.5 (IQR = 14.5-20.5), respectively. Over-
all, the median number of ileal and colonic vessels was
15 (8.5-21.5) and 15 (11-19), respectively. No signifi-
cant differences were noted between the groups with IC
and the sham groups or in any of the analyses between
groups (p = 0.076). Overall, there was no difference in
the mean weight between the animals with histological
damage and those without (mean difference = 1.44 g,
p=042).

Rodrigues-Leon et al.
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Fig. 3. Distribution of colon vessel count.
Box plot of vessel count in the colon by Sham +1 +3 +6 +10 + 15 + 2
post-1C euthanasia day.
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Figg. 4. Distribution of ileum vessel count.
Box plot of vessel count in the ileum by Sharn +1 +3 +6 +10 +15 +21
post-1C euthanasia day.

Discussion

This study showed that IC of the colon by ligation of
the ileocolic vessels was feasible in this initial experimen-
tal model, with transmural necrosis of the colon observed
in 1/36 animals (2.78%) and no transmural ileal necrosis.
Importantly, ligation of the last ileal artery led to necrosis
in half of the rats, a finding similar to that reported pre-

Ieocolic Ischemic Conditioning in Rats

viously by Souther and Vistnes [14], so it must be pre-
served.

Owerall, there was about a 10% risk of ischemia of the
conduit (gastric or colonic) without PIC, Ischemic gastric
conditioning provides a technically straightforward alter-
native with minimal morbidity [13], and colonic PIC
could be a relatively simple strategy with similar benefits.
Other more complex techniques can be used to improve

Eur Surg Res
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Fig. 5. Development of collateral circulation. The green arrow in-
dicates the increase in diameter of the vascular arch of the ileum
after ischemic conditioning.

perfusion {such as “supercharge”), but they have a high
anastomotic leakage rate (42%) [19].

When designing an ileocolic conduit, knowing the an-
atomical variants is critical to preserve adequate vascular-
ization. Colonic PIC enables prior direct assessment of
the anatomy of the arterial supply to the colon, redirec-
tion of blood flow to the arteries for preservation, and
prediction of vascular sufficiency before esophageal re-
construction surgery.

There is an ordered process of mucosal recovery fol-
lowing ischemia. Similar to gastric PIC [17], in our mod-
el, histological recovery was complete in two-thirds of the
animals at 21 days. whereas the damage was mild in the
remaining one-third, suggesting that 21 days would be
adequate for performing an esophago-ileal anastomosis.

The mechanisms of IC have been studied mostly in the
skin, whereas those in the digestive tract remain poorly
understood. Furthermore, there is some confusion in the
literature terminology, so we think that the most appro-
priate term to use is “preoperative [C,” and that "precon-
ditioning,” “delay phenomenon,” or others should be
avoided in this context.

Generally, these mechanisms can act on 3 levels: mac-
rovascular, microvascular, and cellular effects. At the cu-
taneous level, an extensive study by Dhar and Taylor [20]
suggested that after IC, there is a vasoconstriction period
followed by permanent and irreversible dilation of the
“choke vessels” that communicate with adjacent vascular
territories (angiosomes), which is probably the most im-
portant mechanism of IC. At the intracellular level, there

& Bur Surg Res
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are modifications in gene expression, inhibition of apo-
ptosis, nitric oxide-mediated vasodilatation. and meta-
bolic reprogramming. At the microvascular level, there is
neovascularization with anastomoses between the capil-
laries of the plasty and its recipient site [21]. Unlike gas-
tric PIC [17], in our model, we were unable to demon-
strate that neovascularization is an IC mechanism, which
is consistent with Dhar and Taylor [20]. Although it was
not a study objective, we did observe a considerable in-
crease in the caliber of marginal vessels in some animals
(Fig. 5), similar to what happens with right gastroepiplo-
ic artery in gastric conditioning [22].

Our study had several limitations. Caution is needed
when extrapolating the findings to humans since the rat has
a relatively larger cecum in proportion to the rest of the in-
testine. The rat’s sex also may be important; Wu et al. [23]
demonstrated that female mice tolerated ischemia-reperfu-
sion-induced injury better than males. In our study, we
used ex-breeding female rats to make better use of the avail-
able experimental animals given that when they would have
finished their function and been enthanized anyway, along
with being older. they would have been more similar to the
adult human population that undergoes this type of proce-
dure. Finally, there are currently more objective methods
for quantifying neovascularization [24], but they are more
expensive and require more resources.

Although this is a very early model of lleocolic PIC, we
think it provides 2 relevant aspects for future studies using
experimental animal models: histological recovery at 3
weeks is acceptable to perform an anastomosis, and preser-
vation of the last ileal branch is key to avoiding necrosis of
the cecum. Aspects to be analyzed in future studies could
include the effect of PIC on blood flow in the colonic duct,
anastomotic leak and conduit necrosis, dilation of the choke
vessels as a mechanism of [T in the digestive tract, anatom-
ical variations in the vascularization of the right colon in
rats, effect of mechanical colonic preparation on PIC, and
the role of experimental animal models in the surgical train-
ing of infrequent and complex procedures, such as this one.

Conclusions

Performing IC of the right colon and terminal fleum
was feasible in this animal model, with almost complete
histological recovery by =3 weeks. Neovascularization
did not appear to act as an adaptive mechanism. More
animal studies are required to assess the effect of ileocolic
preoperative 1C on conduit blood flow and anastomotic
healing before considering its use in humans.

Rodrigues-Leon et al
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