FACULTAD DE MEDICINA
DE LA
UNIVERSIDAD DE GRANADA

"LITOGENES!S EXPERIMENTAL MEDIANTE
DERIVACION URINARIA TRANSIGMOIDEA.
ESTUDIO CON MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
BARRIDO Y MICROANALISIS DE ENERGIA
DISPERSIVA DE RAYOS X."

Tesis que, para optar al grado de Duoctor, presenta

D. Francisco Javier Castejon Casado,
licenciado en Medicina y Cirugia.




UNIVERSIDAD DE GRANADA

ACTA DEL SRADO DE DOCTOR EN _ iviedicua

Curso de 19Q4..a 19.90 Folio..[3( Nomero.. 260

Reunldq en el dia de la fecha el Tribunal nombrado para el Grado de Dootor de D. FMVOCO 3
f,ju G.'J‘_/RL '
tema, que hbrementa hah!a elegido: ...J" A
pausy MM usw,eﬁ, ﬁ\su.{/n} umtcﬂi‘-\
=l iparecs

e d [Oaufod X

h
Yo califice de _Z170. Com LRIDE. 19/ W7 s idadanl

Granada. 1’/7 de A~ar o de 19?2 ’ \

EL PAESIDENTE, El 8 orio de| Tribunsl,

W\

A\;thf’t; ) Gf’h{w}

EL VOCAL, EL VOCAL,

o~

, el asplrante ley6 un discursb sobre el suguientn

Terminada la :Zfs por Iqg Jueces del Tribunal, asl;! ’

BN




Don PASCUAL VICENTE CRESPO FERRER, profesor titular de Biologia

Celular de la Facultad de Medicina de la Universidad de Granada, y Don CARLOS

JAVIER JIMENEZ ALVAREZ, Jefe de Srccion de Cirugia Pedidtrica del Centro

Maternoinfantil del Hospital Generai de Especialidades "Virgen de las Nieves" de

Granada.

CERTIFICAN:

Que Don FRANCISCO JAVIER CASTEJON CASADO, Licenciado en
Medicina y Cirugia, ha realizado bajo nuestra direccion los trabajos de investigacion
correspondientes a su Tesis Doctoral "LITOGENESIS EXPERIMENTAL MEDIANTE
DERIVACION URINARIA TRANSIGMOIDEA. ESTUDIO CON MICROSCOPIA
ELECTRONICA DERARRIDO Y MICROANALISIS DE ENERGIA DISPERSIVA

DE RAYOS X", y que reune las cualidades necesarias para su presentacion y defensa.

(e =

Prof. Dr. P.V.Crespo Ferrer Dr. C.J. Jiménez Alvarez

}




Esta Tesis se ha realizado con la ayuda del Proyecto 89/0042
ocial (FISss).

del Fondo de Investigaciones Sanitarias de la Seguridad S




Este trabajo de investigacién estd dedicado a:

M?* Luisa, David, Alfonso y Laura.




AGRADECIMIENTOS




En el desarrollo de cualquier proyecto de Investigacion, maxime cuando como en

el presente caso, se trata de un estudio multidisciplinario, colabora una gran cantidad de
personzs, sin cuyo concurso, dicho trabajo no habria podido ser llevado a cabo.
Consciente de ello, es por lo que, deseo manifestar mi agradecimiento a todas las
personas que han colaberado de forma directa o indirecta a a elaboracion de esta Tesis

Doctoral. Es asi que manifiesto mi gratitud a:

D. ANTONIO CAMPOS MUNOZ, Catedritico de Biologia Celular de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Granada, quien me abrio las puertas de su
Cétedra, mostrando un gran interés por el desarrollo de este “~abajo. Unido ello a su
orientacion cientifica v a su trato, siempre cordial y humano, han posibilitado la

realizacion del mismo.

D. PASCUAL VICENTE CRESPO FERRER, Profesor Titular de Biologia
Celular en la Facultad de Medicina de la Universidad de Granada, la direccion de este
trabajo, asi como su inspiracion cientifica v dedicacion humana, y sobre todo, su amistad

encontrada en el curso de las innumerables horas de trabajo que hemos compartido.

D. CARLOS JAVIER JIMENEZ ALVAREZ, Jefe de Seccion dei Servicio de
Cirugia Pedidtrica del H.G.E. "Virgen de las Nieves" de Granada, la direccién de la

vertiente juinirgica de la Tesis, asi como el apoyo en la elaboracion estadistica de los

datos y, sobre todo, su compafierismo.




PROFESORES y PERSONAL de! Departamento de Biologia Celular de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Granada. por la comprension mostrada hacia

mi persona, y sobre todo, a la Srta. M® ANGELES VIZCAIN.» ."BLES, su ayuda y

paciencia en el procesainiento de las muestras, y fundamentaimente, “or la simpatia y

amabilidad que siempre mostré hacia mi persona.

Dona REMEDIOS SANZ SANPELAYO, Jefa del Departamento de Fisiologia
Animal de la Estacion Experimental "El Zaidin" del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas de Granada, Don JOSE AGUILERA SANCHEZ y Dona EDUARDA
MOLINA ALCAIDE, doctores investigadores de dicho Departamento, asi como a la
Direccién de la Estacion Experimental, por la colaboracion y facilidades dadas para la
realizacién de este trabajo, posibilitando el desarrolio de su primera fase en sus

instalaciones.

D. ADOLFO MARTINEZ CARO, Jefe de Departamento de Cirugié Pedidtrica
del Hospital Infantil "Virgen del Rocio" de Sevilla y a todus los que fueron mis
compaiieros en ese Departamento durante el desarrollo de mi especialidad, y sobre todo,
a la memoria de ANTONIO CUADRI DUQUE (q.e.p.d.), cuyas ensenanzas médicas y

humanas me acompafardn siempre.

D. EMILIC BLESA SANCHEZ, Jefe del Servicio de Cirugfa Pedidtrica del
Hospital Maternoinfantil de Badajoz y Profesor Titular de la Cdiedra de Pediatria de la

Facultad de Medicina ce la Universidad de Extremadura, por la docencia cientifica y




humana que impartio conmigo durante los anos que trabajamos juntos, asi como a mis

- antiguos companeros del Servicio de Cirugia Pedidtrica de Badzajoz.

D. CARMELO SANCHEZ LOPEZ-TELLO, Jefe de Servicio de Cirugia
Pedidtrica de Granada, por sus ensefianzas y conscios en el desarrollo cotidiano de
nuestro quehacer meédico, asi como a mis compaferos cirujanos y pediatras del Hospital
Maternointantil de Granada. y muy concretamente, al estamento M.L.R.. cuya juventud

y empuje constituyen un estimuio en la rutina de 1a vida hospitalarna.

D. LEOPOLDO MARTINEZ MARTINEZ, estudiante de Medicina y becario de
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, su inolvidable e inestimable ayuda en
las intervenciones quirirgicas practicadas, asi como en el cuidado de los ammales y,

sobre todo, su perseverancia mostrada a lo largo de todo el trabajo.

A mis hermanos y amigos, porque desde siempre Creen en mi.



INTRODUCCION

MATERIAL Y METODOS
* El animal de experimentacion
* Grupo experimental
* Metodologia de la experiencia quirurgica
* Necropsia y obtencion del material de estudio
* Procesamiento para microscopia electronica de barrido
* Procesamiento microanalitico

* Andlisis estadistico-matematico

RESULTADOS
* Introduccién. Datos generales
* Estudio del contenido litidsico
- Incidencia general y distribucion

- Descripcion macroscopica de las piezas

- Estudio del patrén morfologico mediante M.E.B.

- Estudio de la estructura elemental mediante E.D.A.X.
* Andlisis estadistico-matemdtico

- Estudio estadistico del parametro "Peso”




- Estudio del parametro "Mortalidad general y precoz”
- Incidencia del fenémeno litogenético

- Analisis estadistico resuitados microanaliticos

TABLAS

* Tabla I: Listado general de animales de experimentacion

* Tabla II: Grupo "Cero"

* Tabla III: Diseno experimental

* Tabla IV: Incidencia litiasis

* Tabla V: M-1 (Andlisis general)

* Tabla VI: M-2a (Andlisis selecuvo estructura POLIEDRO)
* Tabla VII: M-2b (Andlisis selectivo estructura GRANULO)
* Tabla VIIi: Estudio estadistico del parametro "Peso”

* Tabla [X: Resultados estadisticos CPS Y P/B

* Tabla X: Valores estadisticos CPS/Modalidad

* Tabla XI: Patron microanalitico (Correccién ZAF)

* Tabla XII: Valores estadisticos indice P/B VS G.E.

* Tabla XIII: Hipdtesis de contraste poliedro/granulo

GRAFICOS
DISCUSION
CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA




INTRODUCCION




El término "derivacion urinaria interna” constituye la denominacion de una técnica
quirurgica consistente en una desviacion de la via excretoria de la orina hacia e! tubo

digestivo (Hendren 1976-1).

En general, se establacen dos tipos de derivacion, segun el tramo derivado y
porcidn digestiva receptora: ureterosigmoidostomia, cuando se anastomosan uréteres a
sigma, y trigonosigmoidostomia. si se trata de anastomo.1s entre el trigono vesical y el
colon sigmoides, pudiendo hablarse indistintamente en ambos casos de "derivacion urninana

transigmoidea” (Gosalbez y Garat 1986).
Por otro lado, también existen técnicas de derivacion urinaria externas, cuando el
flujo urinario es desviado hacia el exterior de la pared abdominal, con 0 sin el concurso

de un fragmento del tramo digestivo (Eckstein, Hohenhellner v colbs. 1977).

La primera derivacion urinaria interna que sc llevé a cabo en un ser humano fue

descrita por Simon en 1852, el cual abocé ambos uréteres de un paciente afecto de

extrofia vesical a la porcion final rectosigmoidea del tramo digestivo (Simon 1852).
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Poster ~offe < i w 4
enormente, Coftey intro uce ei uso del tinel submucoso y logra difundir esta técnica

hasta convertirla en el medio de derivacién urinaria mds usado (Coffey 1911). Desde
entonces, otros estudiosos del tema han ido perfilando detalles quirirgicos
perfeccionando €sta y otras técnicas de derivacién urinaria, tanto externas COmo internas
(Cross 1940, Nesbit 1949, Gilchrist, Merricks y colbs. 1950, Harvard y Thomsor 1951,
Bricker 1955, Goodwin, Harris y colbs. 1953, Goodwin y Scardino 1977, Gil-Vernet
1960/1965, Sullivan, Gilchnist y colbs. 1973, Hendren 1973/74/75/76-1/76-2/78/83,
Zinmann y Libertino 1975, Kaswick, Gottesman y colbs. 1976, Itaani y Sonoda 1978,

Lopez Pérez, Martinez y colbs. 1981, Wilhem 1982, Lobe 1986).

Actualmente, la derivacion urinaria transigmoidea viene realizandose en el ser
humano en dos etapas, tal y como preconizan los postulados de Hendren: construccién de
un segmento sigmoideo externo con anastomosis ureterosigmoidea y posterior derivacion

del conducto de colon terminolateral a sigma (Hendren 1976-1).

Por otro lado. las indicaciones de esta técnica quinirgica pucden enumerarse en la

actualidad, segiin los autores mds sobresalientes en el tema, en las siguientes:

* Vejiga neurogena por meningocele, mielomeningocele, disrafia espinal, tumores

intraespinales, osteomielitis de columna vertebral, paraple;ia y agenesia sacra.

* Extrofia vesical.

* Lesiones pélvicas malignas por neoplesia de vejiga, prostata o vagina, que

requieran extirpacion total.
Belly y otras disfunciones

*[ncontinencia urinaria grave en el sindrome de Prune-

-12-
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graves del tracto urinario superior.

Cistitis crénica post-radiacion o post-quimioterapia y traumas pélvicos graves

(Pekarovic 1974, Hendren 1976-2, Eckstein, Hohenheliner y colbe, 1977, Bauer, Colodny

y colbs. 1980, Bauer, Colodny y colbs. 1981, Mitchell 1982, Gosalbez y Garat 1986).

El nacimiento y posterior desarrollo en las décadas recientes de la CIRUGIA
PEDIATRICA, y de la Urologia Infantil como parte de la misma, con personalidad y
contenido doctrinal propios propiciaron iniciaimente el desarrollo de las técnicas descritas
mads arriba, viéndose pues asi aumentado el numero de pacienic:s sometidos a las mismas,
aunque en los ultmos anos nuevas tecnologias encaminadas al tratamiento de la
incontinencia urinaria por un lado (Scott, Light y colbs. 1981, Furlow 1981, Light, Huzst
y colbs. 1981, Gonzalez y Sheldon 1982, Barret .y Furlow 1982/83, Light, Flores y colbs.
1983, Light, Hawila y colbs. 1983, Linder, Kaufmann y colbs. 1983, Light y Scot
1983/84) y al control de las complicaciones derivadas de la existencia de una vejiga
neurdgena por meningocele u otra etiologia por otro lado (Katona y Eckstein 1974,
Perlmutter 1980, Mandell, Bauer y colbs. 1980, Bauer, Colodny y colbs. 1980, Bauer,
Retik y colbs. 1980, Bauer, Colodny y colbs. 1981, Jeffs, Jonas y colbs 1981, Kass, Koff
y colbs. 1981, Aragona, Martinez y colbs. 1982, Guzman, Bauer y colbs. 1983, Garat,
Aragona y colbs. 1985,'Mol}ard 1985), junto al mejor conocimiento de las complicaciones
susceptibles de aparecer en los enfermos derivados a corto, medio y largo plazo, han
propiciado una disminucién progresiva en el uso de estas técnicas quirdrgicas, que han ido
siendo sustituidas progresivameme por procedimientos menos invasivos en el tratamiento

de las afecciones causales (Barret y Furlow 1982/83, Light y Scot 1983/84, Webster y

Sihelnik 19°4).




Como consecuencia del desarrollo inicial de la écnica, comenzaron a detectarse

e : i . e
pues, mediante el andlisis de amplias casuisticas, las complicaciones potenciales

susceptibles de desarrollarse tras la aplicacién de este tipo de cirugia. A este respecto
fueron descritas complicaciones metabélicas, infecciosas y tumorales benignas y malignas

asi como la aparicion de fendmenos litcgenéticos en los pacientes sujetos a técnicas de

derivacion urinaria (Wear y Barquin 1973, Kelalis 1974, Morales y Golimbu 1975,

Corbett y Lloyd-Davies 1976, Gregoir y Schulman 1978, Aaronson y Morgan 1979,

Schulmann 1979, Libertino y Zinman 1982).

Con respecto a las primeras, ya en 1931 Boyd describid los trastornos bioquimicos
de las anastomosis ureterocélica (Boyd 1531), aunque esta complicacién no tue reconocida
formalmente hasta la publicacion de los trabajos de Ferris y Odel (Ferris y Odei 1950).
En este sentido. el patron bioc'iimico-metabdlico de los pacientes portadores de una
derivacion urinaria interna ha sido descrito por estos autores con las siguientes
caracteristicas: acidosis hiperclorémica, hipopotasemia, uremia e hiperamoniemia (Fernis
y Odel 1950, Parson, Powel y colbs. 1952, Heidler, Marberger y colbs. 1979). McConell
y colbs. atribuyen estas alteraciones a la insuficiencia renal y, sobre todo, a la reabsorcion
de metabolitos urinarios por la mucosa del colon (McConell, Murison y colbs. 1979).
Recientemente, Nifiez y colbs. han estudiado este fenomeno a nivel experimental,
reproduciendo en ratas de |aboratorio este mismo patrén bioquimico, encontrando cdemas

hipoalbuminemia (Nufiez, Blesa y colbs. 1987), comprobando de forma simultdnea la

reversibilidad de estas alteraciones al someter a los animales a una desderivacion

quinirgica (Ramos, Nifiez y colbs. 1989).

-14-




Con respecto a las complicaciones infecciosas detectadas tras la prdctica de este

upo de técaica quinirgica, la pielonefritis aguda y/o crénica ha sido objetivada en este tipo

de pacientes (Bakker, Van Damme y colbs. 1976, Corbett y Lloyd-Davies 1976,
Silverman, Woodhouse y colbs. 1986), habiéndose atribuido a un fallo del sistema
antirreflujo ureterocélico, que induciria contaminaciones ascendentes de las vias urinarias
superiores por contenido fecal, extremo evidenciado tanto a nivel clinico (Spence, Ireland
y colbs. 1971, Spence, Stewart y colbs. 1972, Shapiro, Lebowitz y colbs. 1975, Zincke
y Segura 1975), como experiniental (Braude y Siemenski 1960, Kass 1963, Richie,

Skinner y colbs. 1974, Nifez, Sanjudn y colbs. 1987, Koch, McDougal y colbs. 1991).

Referente al fenomeno tumorogénico observado en estos pacientes, la aparicion y
ulterior evolucion de tumores benignos o malignos, ubicados en las anastomosis
'ipestivourinarias, éste constituye la complicacion potencial mds grave subsecuente a la
practica de la derivacion urinaria transigmoidea (Riches y Page 1956, Markowitz y Koontz
1966, Lein 1972. ‘Thank, Karsch y cblbs. 1973, Dube, Perreault y colbs. 1973, Eraklis
y Folkman 1978, lcahdetier, Zickermann y colbs. 1979, Zander y Segura 1983,
Castifieiras, Lopez y culbs. 1988, Nurse y Mundy 1989). A este respecto, el primer caso
descrito en la literatura médica de neoplasia secundaria a derivacion ureterocolica se debe
a la aportacion de Hammer, quien en 1929 apunté dicho diagndstico en un paciente 10
afios después de practicarle una derivacién por extrofia vesical (Hammer 1929).Desde
entonces v hasia la actualidad se ha descrito un niimero progresivamente creciente de casos
de tumores benignos (Dunn, Roberts y colbs.1979, Ansell y Vellacot 1980, Cipolla y

Garcia 1984, Muffed, Mohammed y colbs. 1984, Qvist, Kronborg y colbs. 1986,
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Ferguson, Baliour y colbs. 1988, Stillwell y Myers 1988) y malignos (Urdaﬁeta. Diffeil

y colbs. 1966, Dube, Perreault y colbs. 1973, Mogg 1977, Harford, Fazio y colbs. 1984

Stewart 1986, Meretyk, Landau y colbs. 1987, Rosvanis y Rohner 1989, Daher

Abourachid y colbs. 1989, Filmer y Spencer 1990), desarrollados en las confluencias

mucosas digestivo-urinarias de forma paralela a la realizacion cada vez mds numerosa de

este tipo de técnicas quinirgicas.

La otra complicacion potencial descrita mds arriba, referida a los enfermos
sometidos a técnicas de derivacion ur.naria transigmoidea, la constituye la aparicién de
litiasis urinarias (Williams, Burholder y colbs. 1969, Kelalis 1974, Dunn, Roberts y colbs.
1979), la cual, segin refieren diversos investigadores, llega a objetivarse en el 10% de
los pacientes intervenidos (Jacobs y Stirling 1952, Zincke y Segura 1975), habiéndose

atribuido al estasis urinano y la pielonefritis recurrente (Dretler 1973).

La observacion clinica del fenomeno litidsico detectado en este tipo de pacientes
ha dado lugar en los afios recientes al establecimiento de modelos de experimentacion
animal con la finalidad de estudiar aspectos concretos de la litogénesis (Nifiez, Sanjudn
y colbs. 1987). No obstante, el estudio de este fenémeno ha sido igualmente desanollédo
mediante otras técnicas asimismo vilidas en cuanto inductoras de la formacién de

estructuras litidsicas (Shimamura 1987-1/87-2, Takashasi, Okada v colbs. 1988).

La utilizacién de animales mamiferos para el desarrollo de modelos extrapolables
al ser humano se considera actualmente idéneo, ya que las caracterfsticas descritas para

los mismos, desde el punto de vista fisicl6g.co (Castejon. Fraile'y colbs. 1979, Hill 1980),
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anatémico (Hebel y Stromberg 1976, Devillers y Clarimbault 1977, Romer y Parsons

1981) y ultraestructural (Hodgson 1968, Swift y Marsh 1968, B:Icerzak, Lane y colbs.
1970, Clark y O’Connell 1973, Hodges, Muir y colbs. 1973, Noack, Jacobson y colbs.
1975, Hicks 1975, Hicks y Wakefield 1976, Wong y Martin 1977, Tannenbaum,

Tannenbaum y colbs. 1978), segiin han descrito los estudiosos del tema, son superponibles

a las caracteristicas del ser humano.

Asi pues, en virtud del desarrollo de tales modelos, el fenémeno litidsico es
susceptible de reproduccion experimental en animales de laboratorio (Vermeulen, Lyon
y colbs. 1964, Vermeulen, Ellis y colbs. 1966). En este sentido, la induccién experimental
de fendmenos litogenéticos se ha desarrollado sobre diversas técnicas, no exclusivamente
de indole quinirgica, como las aportadas por Niifiez y colbs., descrita mds arriba (Mufiez,
Sanjudn y colbs. 1987), o por Shimamura y colbs, los cuales, ubicando cuerpos extrafos
en vias urinarias, a nivel vesical, determinaban la aposicién de sustancias sobre dichos
cuerpos extraiios con el consiguiente fenomenc litogenético (Shimamura 1987-1/87-2). Asi
pues, Khan y colbs. han desarrollado técnicas de induccién litogenética sobre modelos
basados en una alteracién de la concentracién urinaria (Khan, Finlayson y colbs. 1983),
rhiem.ras que Takashasi y colbs. har afiadidc a la manipulacién quinirgica, la
administracion intravesical de microorganismos en vejiga (Takashasi, Okada y colbs.
1988), destacando en este sentido la induccién experimental de litiasis infecciosas
generadas tras la administracién intravesical de proteus mirabilis llevada a cabo por
Rottschaefer y coibs. (Rotschaeffer, Sax y colbs. 1970) o las litiasis oxamidicas estudiadas

por microscopia electrénica e inducidas quimicamente por Terhorst y colbs (Terhorst y

Buss 1974).




Las observaciones clinicas sobre el fenémeno litogenético, junto a los modelos

recientemente desarrollados en el campo de la induccién experimental de estructuras

litidsicas, han constituido conjuntamente el punto de partida de diversas lineas de
investigacion encaminadas a dilucidar los mecanismos intimos que influyen o determinan
la aparicion del fenémeno litogenético (Chute y Suby 1943, Prien y Frondel 1947, Carr
1956, Eliiot, Sharp y colbs. 1959, Pitts 1964, Sutor 1968, Guillen Cavero 1970-1/70-2,
Aboulker, Bernard y colbs. 1971, Stamey 1972, Guillen Cavero 1972/73, Thomson y
Syamey 1973, Griffith, Musher y colbs. 1973, Prawerman 1974, Fleisch 1974, Sutor
1975, Berg, Hesse y colbs. 1976, Griffith, Musher y colbs. 1976, Griffith .978, Fleisch
1978, Thomas, Rodriguez y colbs. 1978, Asper y Schmuki 1979, Hallson y Rose 1979,
Gaussin, Olivieux y colbs. 1979/80, Konjiki, 5udo y colbs. 1980, Werness, Bergert y
colbs. 1981. Garcia de la Peiia v Cifuentes 1981, Barrat 1982, Aguilar, Rodriguez y
colbs. 1984, Rodriguez Rebollo, Torres y colbs. 1984, Osborne, Polzin y colbs. 1985,

Zuluaga, Torres y colbs. 1986, Robertson 1986).

En esta misma linea de investigacién del fendmeno litogenético, actualmente se
vienen desarrollando nuevas técnicas de identificacién y estudio de las estructuras
litidsicas, destacando a este respecto la reciente incorporacion de la microscopia
electrénica de barrido orientada al estudio y determinacion del patrén morfoldgico de la
estructura considerada. Asf pues, la primera microfctografia de una concrecion renal
obtenida con el microscopio electrénico de barrido es de Carr, presentada en el
e Leesis en 1968, y publicada en 1969 (Carr 1968). No obstante, después de

Symposium d

Carr, respecto a la microscopia electronica de barrido, el desarrollo de la técnica aplicada
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al estudi itiasi ) ] i ' '
0 de las urolitiasis curresponde casi por 1zual a investigadores espaiioles

(Somacarrera y Alonso 1972, Alonso y Somacarrera 1972/73/76, Cifuentes, Carmona y

colbs. 1977, Cifuentes y Santos 1977, Cifuentes, Bellanato y colbs. 1978, Cifuentes 1984)
y norteamericanos (Boyce 1972-1/72-2, Bailey 1972, Rodger 1981, Otnes 1983, Rodger
1985).Dosch y Koestel publicaron la primera revisién amplia del aspecto de cdlculos de
diversos tipos observados con el microscopio electrénico de barrido (Dosch v Koestel
1975-1/75-2, Dosch 1980, Dosch y Eisen 1980). Desde 1974, este método de observacion
ultraestructural es adoptado por mds investigadores. Asi, en Alemania, Bastian y Gebhardt
lo aplican al estudio del fenomeno litogenético (Bastian y Gebhardt 1975/79), Spector y
colbs revisan la morfologia de los fostatos amorfos y cristalinos (Spector y Jameson 1976,
Spector, Garden y colbs. 1978), destacando asimismo los trabajos aportados por Hesse y
colbs (Hesse. Schneider y colbs. 1973, Hesse, Lange y colbs. 1977, Hesse, Lange y
* colbs. 1979, Hesse, Berg y colbs 1979, Hesse, Hocking y colbs. 1980/81, Hesse y Bach
1982), Blomen (Blomen 1981), Kennoki (Kennoki, Mizuhira y colbs. 1978), Leusmann
(Leusmann 1983, Leusmann, Meyer-Jurgens y colbs. 1984), Phaneuf-Mimeault (Phaneuf-
Mimeault y Tawashi 1977), Meyer (Meyer, Finlayson y colbs. 1971) y Faure (Faure,
Netter y colbs, 1980), Meyer (Meyer 1971), Kim (Kim 1982, Kim, Resau y colbs 1982)

y Khan (Khan y Hackett 1986/87).

De forma paralela y mediante el uso de un sistema de energia dispersiva de rayos

X, vienen desarrolldndose técnicas encaminadas al estudio microanalitico de la estructura
“*<ica con la finalidad de determinar su composicién quimica elemental. El primer
andlisis espectrométrico de cdiculos urinarios mediante el uso de rayos X fue aportado por

Mathies en 1967 (Mathies ¥ Lund 1967), a pesar de lo cual, su uso en este sentido ha sido
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muy esporadico hasta hace pocos afios tanto en el campo ciinico como experimental

(Chambers, Hodgkinson y colbs. 1972, Panessa 1974, Kim 1979, Rodger 1981, Kim

1982, Panessa 1983, Kim, Resau y colbs. 1984, Fukuda, Tanaka y colbs. 1984, Rodger

1985, Baker, Kupke vy colbs. 1985).

De una u otra manera, como afirma Terzakis, la identificacién de todo material
extrano procedente de la patologia quinirgica mediante el uso del microscopio electrénico
de barndo esta ganandv popularidad dia a dia (Terzakis 1985), onientdndose las actuales
lineas de investigacion en este campo al uso combinado de ambas técnicas: la
identificacion del patron morfoestructural considerado por microscopia electromca de
barrido y la determinacion de su estructura quimica elemental por el sistema de energia
dispersiva de rayos X (Kennoki, Mizuhira y colbs. 1978, Boeckestein, Stols y colbs.
1980. Boekesiein, Stadhoulder y colbs. 1983, Crawford 1984, Khan y Hackett 1986/87,
Navarro, Campos v colbs. 1990, Griffin y Nockolds 1991, Gupta 1991, Ostrowski y

Sklodowska 1991)

En este sentido, como afirma Kim la aplicacion de la microscopia electronica de
barrido siempre se halla sujeta a la experiencia visual subjetiva del observador, obvidndose
esta clara limitacion al efectuar el andlisis estructural de la sustancia en estudio con el

sistema de energia dispersiva de rayos X (Kim, Resau y colbs. 1984)

No obstante, en el andlisis cuantitativo de los componentes constitutivos de una
estructura mineral o cristalina, segiin se infiere del estudio combinado por microscopia

electronica de barrido y microandlisis por energia dispersiva de rayos X, aun cuando se
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reconoce una amplia fiabilidad, se han detectado factores fisico-matematicos capaces

de distorsionar el resultado final (Reed 1971, Love, Cox y colbs. 1975/76/78, Fuchs
Brombach y colbs. 1978, Hess 1980). lo que ha motivado la introduccién de constantes
correctoras en el mismo, en orden a asegurar una mayor exactitud de los resultados

obtenidos con su aplicacion (Staham 1978/79, Boekestein, Stols y colbs. 1980, Boekestein

Stadhouders y colbs. 1983).

Asi pues, de todo lo anteriormente resefiado en esta "Introduccién" se deduce que
la investigacion del fendmeno litogenético hoy dia no se concibe sino mediante un enfoque
multidisciplinario que abarque aspectos muy diversos, dado que, como ya se ha referido,
mientras que la aplicacion de ciertas técnicas quinirgicas u otro tipo de manipulaciones
farmacoldgicas, son capaces de inducir la litogénesis, no es menos cierto que el uso de
tecnologias de reciente desarrollo como la microscopia electrénica de barrido y el
microandlisis mediante energia dispersiva son potencialmente capaces de aportar datos

~ valiosos para enriquecer el conccimiento de dicho fendmeno.

La presente TESIS DOCTORAL, tras las consideraciones anteriormente efectuadas,
tiene por objeto fundamental establecer los patrones morfoestructurales y microanaliticos
detectables en un modelo quirirgico de litogénesis experimen:al basado en la realizacién
de una vesicosigmoidostomia terminolateral con ligadura de uretra, el cual constituye la
réplica experimental de la derivacién urinaria interna mds frecuentemente usada en Cirugia
Pedistrica. Tales patrones inorfoestructurales y microanaliticos serdn estudiados en los

primeros 6 meses de latencia postquinirgica. Los primeros serdn determinados mediante

microscopia electrénica de barrido, mientras que el estudio microanalitico de los elementos
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constituyentes de las estructuras litidsicas se efectuard mediante un sistema de energifa

dispersiva de rayos X.

La etapa evolutiva considerada en esta Tesis -los 6 primeros meses de latencia

postquinirgica- constituye, como se deriva de los antecedentes descritos, una fase en la
que confluyen claiamente los factores esenciales que van a determinar las complicaciones

litidsicas susceptibles de presentarse en la union vesicocdlica establecida artificialmente

mediante el modelo quinirgico expiicitado.

Para el desarrollo de la presente Tesis describiremos en un primer capitulo el
"Material y Métodos" empleados, haciendo hincapié en la metodologia quinirgica, asi
como en la referida a la microscopia electronica de barrido y la determinacion

microanalitica mediante rayos X.

En un segundo capitulo expondremos los "Resultados" obtenidos en el desarrollo
de nuestro modelo experimental, y posteriormente desarrollaremos una "Discusion” de los
mismos en relacién con los datos existentes en la bibliografia, para finalmente emitir las

"Conclusiones”.




MATERIAL
Y METODOS




EL ANIMAL DE EXPERIMENTACION

El animal de experimentacion sobre el que se han realizado las experiencias ha sido
la rata hembra de raza Wistar, que era introducida a los 20-25 dias de su nacimiento,
inmediatamente tras el destete, en jaulas individuales, construidas al efecto con metacrilato
y acero inoxidable, provistas de un mecanismo de pipeta, para beber agua "ad libitum”,
asi como de un reservorio de pienso especifico y un recepticulo inferior para la recogida

de matenal excretado.

La experiencia ha tenido en cuenta durante su desarrollo las normas contenidas en
el "Diario Oficial de las Comunidades Europeas” de fecha 20 de febrero de 1990, que
regulan el uso de modelos animales en experimentacion bioldgica, a efectos de evitar

crueldades indtiles y objetivos no biomédicos de la investigacion.

GRUPO EXPERIMENTAL

Han sido intervenidos un total de 62 animales hasta completar €l disefio

experimental especificado ms abajo, habiéndose desechado para su procesamiento ulterior
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32 de los mismos, por razones de mortalidad precoz. Los animales procesados incluidos

en el grupo experimental final (n=30) han sido clasificados en orden a su ulterior estudio
en funcién de su supervivencia postoperatoria o latencia postquinirgica de desarrollo

lesional, habiéndose considerado a este respecto los grupos experimentales especificados

en la tabla siguiente:
G.E. INTERVALOI/E n(30)

G.E. = Grupo experimental
I/E = Intervencién/Exitus

n = n° de elementos

MET LOGIA DE LA EXP CIA QUIR ICA

Cuando el animal alcanzaba un peso entre 100 y 250 gramos aproximadamente, s
consideraba apto para la experiencia, procediéndose desde 24 horas antes de la
intervencién a privarle de pienso alimenticio, atdn cuando se le permitia seguir bebiendo

agua "ad libitum", con la doble finalidad de mantener el estado de hidratacién y disminuir

en lo posible el contenido sélido intestinal.




La técnica anestésica ha comprendido una primera fase de induccion por el método

de la campana con éter al 10%, y una segunda fase de mantenimiento de los niveles de

profundidad anestésica con mascarilla impregnada en éter. De forma previa al inicio de

la intervencion, se procedia a pesar al animal en una béscula de precision.

Desde un punto de vista técnico-quinirgico. se ha practicade a todos y cada uno

de los animales una derivacion urinaria transigmoidea, consistente en una
vesicosigmoidostomia ierminolateral seguida de ligadura de uretra, habiéndose precisado

para ello instrumental de microcirugia y gafas binoculares de aumento marca Shin-Nippon,

comprendiendo la intervencion las siguientes fases (Figura la y 1b):

* laparotomia media, previa aplicacién de solucién antiséptica (Betadine), con
apertura progresiva de tegumentos y planos musculares, hasta cavidad peritoneal.
* Exteriorizecion de asas intestinales y moviiizacion de vejiga.
* Identificacion de cipula vesical y borde antimesentérico de colon sigmoides, a
efectos de anastomosis pOSterior.
= Apertura de un ojal en cupula vesical y otro en la region referida de colon
sigmoides.
L : . e -
* Anastomosis vesicosigmoidea con sutura de poliglactin (Vicryl) de 6/0, po
~ delante de trompas uterinas.
ici iglicoli Dexon).
* Ligadura de uretra con un cabo de 4cido poliglicélico 4/0 ( )

* Cierre de laparotomia en dos planos con cido poliglicdlico (Dexon) 4/0.




Figura 1a;TECNICA URGICA
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1b,.- Identificacion de cupula vesical y borde antimesentérico de colon sigmoides.

1b,.- Apertura de colon sigmoides.
1b,.- Apertura de cipula vesical.

1b,.- Anastomosis vesicocolica y ligadura de uretra.







La recuperac.ion postoperatoria tiene lugar segundos o minutos después de finalizar

la intervenci6n, con aparicién pricticamente inmediata de las funciones motoras propias

del animal, persistiendo habitualmente un discreto sopor y marcha atdxica durante 1-2
horas. La oferta de agua se produce inmediatamente tras la intervencién, mientras que el
pienso alimenticio se ofrece a las 24 hr.ras de la misma, con la finalidad de prevenir las

complicaciones inherentes al fleo postoperatorio y preservar la anastomosis de. paso

inmediato de heces en lo posible.

Durante este periodo postoperatorio se procede a observar la evolucion del animal
en las condiciones de habitat y alimentacidn ya descritas. Tras el éxitus espontdneo del
mismo, siempre que éste hubiere transcurrido al menos 15 dias tras la intervencién, se

procede a su congelacion a -40°C, hasta el momento de su procesamiento.

NECROPSIA Y OBTENCION DZL MATERIAL DE ESTUDIO

Si el exitus tiene lugar, bien durante la aplicacion del método quinirgico, bien
transcurridos menos de 15 dias tras el mismo, entonces se procede a efectuar un estudio

necrépsico del animal, en orden a establecer la causa de su muerte.

Por el contrario,si el sujeto de experimertacion sobrevive un minime de 15 dias,
entonces ha sido congelado para ulterior procesamiento y en el momento de éste se
procede a su descongelacién a temperatura ambiente, tras la cual se efectua laparotormia

media y extraccion del bloque a estudiar, que comprende colon terminal, a nivel de
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2a.- Vejiga abierta que aparece repleta de formaciones litidsicas.

2b.- Aspecto macroscopico de formaciones litidsicas, aprecidndose
consistencia rugosa y tamafio variable, desde microlitiasis
de 1 mm. de didmetro a fragmentos superiores a 0.5 cms. de diametro.

2¢.- Formaciones litidsicas en las que se aprecia la tendencia esferoidea
coraliforme de la configuracion final.







anastomosis vesicosigmoidea, vejiga y porcién distal de uréteres.

Una vez lavada minuciosamente la pieza en solucién salina fisiolégica, se canaliza

cuidadosamente colon con una pipeta, a efectos de una manipulacion mds cuidadosa de la
pieza y se abre vejiga y uréteres transversalmente, procediéndose a la buisqueda minuciosa

de litiasis y microlitiasis en su interior, extrayendo éstas para su posterior estudio

Tras la extraccion y clasificacién de las estructuras litidsicas obtenidas, se espera
su desecacion ambiental para proceder a estudio de las caracteristicas macroscopicas y

cuantificacion de su nimero y dimensiones (Figura 2).

PR AMIENTO PARA MICROSCOPIA ELECTR

Posteriormente se procede a escoger varias muestras liticas de cada uno de los
animales con litiasis presente para su procesamiento por microscopia electrénica de
barrido. Estos fragmentos liticos se someten 2 cortes transversales para obtener muestras
no superiores a los 5 mm. de didmetro, las cuales se montan en portamuestras de alumninio

de 1/8 de pulgada de eje y 1/2 pulgada de didmetro, utilizando como adherente plata

coloidal.

Seguidamente, se realiza el recubrimiento simple con oro de las muestras ya

montadas, maniobra cuyo objeto no es otro que asegurar la conductividad eléctrica desde
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ia superficie ¢
perficie e la muestra al soporte y obtener un drea que pueda emitir un gran nimero

de ) '
electrones secundarios, mediante el bombardeo electrénico. Este proceso de
: i ; ,
ecubrimiento de las muestras se realiza en un Sputtering-Polaron E-5000, con un vacio
)
de 0.27 mb: 1suali
mbarr. tras lo cual se procede a visualizar la estructura litidsica en un microscopio

electronico de barrido marca Philips SEM 505, con un espectro de 20 a 100.000

aumentos.

E! estudio de las piezas litidsicas asi efectuado en orden a describir su patrén
morfologico es realizado de forma minuciosa, objetivando los hallazgos y observaciones

efectuadas con una camara fotogrifica POLAROID, incorporada al microscopio

electronico de barndo.

PROCESAMIENTO MICROANALITICO

Para el estudio microanalitico del material litidsico obtenido en nuestro diseno
experimental, las muestras fueron fragmentadas mediante cortes transversales, hasta
obtener dimensiones inferiores a los 5 mm. de didmetro, como hemos descrito
anteriormente refiriéndonos al procesamiento para microscopia eiectrénica de barrido. Tras
dicha fragmentacion, las muestras fueron depositadas en portamuestras de grafito de 1/8

de pulgada de eje y 1/2 pulgada de didmetro, utilizando como adherente en este caso

grafito coloidal.

La metalizacion, en est€ estudio, se llevo a cabo mediante un recubriruento con
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carbon en un Sputtering-POLARON E-5300, Yy con un vacio de 0,1 mbarr. Concluido este

proceso, las piezas litidsicas fueron observadas en el microscopio electrénico Philips 505

y microanalizadas en un detector de sistema de energia dispersiva de rayos X EDAX PV-

9900.

Para el desarrolio d= este estudio microanalitico, se han considerado dos
modalidades metodoldgicas, seglin que la aplicacion del sistema de energia dispersiva de
rayos X se hubiere efectuado sobre la muestra a 300 aumentos (Modalidad metodolégica
I = M-1) 6 a 10000 aumentos (Modalidad metodoldgica II = M-2), comprendiendo esta
segunda modalidad dos aspectos, segtn el sistema se hubiere aplicado sobre estructuras

poliédricas (M-2a) o granulares (M-2b).

Las constantes mantenidas para desarrollar el procedimiento microanalitico fueron

las siguientes:

* MODALIDAD METODOLOGICA 1 (M—i).:
- Constantes del microscopio:

Voltaje

Spot size (tamafio del haz)
Aumentos

Angulo de superficie
Superficie de andlisis
Angulo de percepcion

- Constantes del detector:

Tiempo acumulacion cuentas 50 segundos




* MODALIDAD METODOLOGICA II (M-2):
- Constantes del microscopio:

Voltaje

Spot size (tamaiio del haz)
Aumentos

Angulo de superficie
Superficie de andlisis
Angulo de percepcién

- Constantes del detector:

Tiempo acumulacion cuentas 50 segundos

Con las constantes indicadas para ambas modalidades se obtuvieron una serie de

gréficas de caracter cualitativ~ para cada una de las muestras analizadas. En el andlisis de
los picos espectrales de los elementos se contabilizaron las cuentas por segundo (CPS) de
cada superficie microanalizada. Fueron microanalizados asimismo el "background”
(BKGD), fondo o radiaciones no caracteristicas del elemento determinado y, finalmente,

el indice "pico/fondo" (P/B).

En todas y cada una de las modalidades metodoldgicas consideradas se realizd un
muestreo a base de 5 determinaciones microanaliticas, en orden a asegurar la fiabilidad
estadistica de los resultados obtenidos, efectudndose un total de 165 ceterminaciones. Los
impulsos espectrales obtenidos en funcion del muestreo explicitado, previamente
amplificados, pasaban por una unidad constituida por un analizador multicanal y un
ordenador digital, donde eran clasificados y memorizados, siendo transferidos los datos

asi obtenidos a una unidad impresora para su ulterior andlisis estadistico-matematico.

Con los datos asi obtenidos en cada andlisis realizamos las tablas que
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posteriormente expondremos en nuestros "Resultados”, Y que espresaran el estﬁdio

microanalitico de cada modzlidad metodoidgica.

ANALISIS ESTADISTICO-MATEMATICO

La metodologia estadistico-matemadtica aplicada a los resultados del estudio

comprende tres vertientes:

1) Andlisis estadistico estableciendo hipdtesis de contraste entre los grupos

considerados, aplicando tests de homogeneidad con dos muestras (test de Student para la

comparaci6n de dos medias de variables normales), mediante el cdlculo del estadistico "t",

cuyo valor se refiere en funcién de la igusldad o diferencia de varianzas:

* Para varianzas iguales, se aplica "t de student”:

t={x,-x,Vsy[1/n, +1/n)]

* Para varianzas distintas, se aplica el "test de Welch":

t=[x, -xzw'{sfln, +s§ln3]

donde,"x," y "X;)" = medias aritméticas
"S“,"SI“ y r152|| = Varianms

"n," y "n," = nimero de elementos

“" = estadistico del que se difiere el valor de la probabilidad ).
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habiéndose aplicado los tests referidos para desarrollar los siguientes estudios:

- Estudio del pardmetro "Peso", estableciendo hipétesis de contraste entre los

diversos grupos experimentales.
- Estudio del indice P/B para estudiar ia evclucién secuencial de la composicién
de los elementos quimicos que integran las litiasis detectadas, en orden a establecer

hipotesis de contraste entre los diversos grupos experimentales y entre los patrones

morfoldgicos detectados.

2) Andlisis porcentual de los siguientes pardmetros:

* Estudio del pardametro "Mortalidad precoz", segiin datos de necropsias realizadas

a los sujetos grupo "cero”.

* Estudio de la incidencia del fendmeno litogenetico detectado segun el grupo de

pertenencia y el nimero de elementos del mismo.

3) Estudio del patrén microanalitico, en orden a establecer la relacion porcentual
de los elementos existentes en las litiasis, hallindose éstos referidos a las modalidades

metodolégicas indicadas con anterioridad.

Para ello, se ha aplicado sobre el cdlculo previo de los valores estadisticos (media

y desviacién standard) la correccion del ZAF de Boekestein (Boekestein 1983), segtin la

férmula siguiente:

C(corr.)=F ‘wa,(est.inic;'al)




donde, C; (corregido) = fraccion de masa corregida,

Fizan = Factor de correccién ZAF, y
C,(estimacion inicial) = valor inicial de la masa,
teniendo en cuenta que el valor de Fiaar, depende a su vez de la correccién de:
Z = n° aidmico del elemento considerado
A = absorcion dc radiacion de fondo

F = fluorescencia indirecta.

Para el desarrollo del andlisis estadistico matemadtico se ha utilizado un ordenador

IMC-386-SX, aplicando programas diversos para su consecucicn:

* Sigma Horus Procesamiento estadistico
* Word Perfect Procesamiento de textos
* Harvard Graphics...Diseno gréfico

* Deluxe Paint Disefo grifico

Correccion ZAF.




RESULTADOS




1.- INTRODUCCION. DATOS GENERALES.

Para poder utilizar y procesar en este trabajo los 30 animales incluidos en el disefio
experimental, han sido intervenidas 62 raias Wistar, dada la alta morbimortalidad
inherente a la metodologia quinirgica.

El listado general correspondiente a los 62 sujetos de experimentacion se expresa
en la tabla correspondiente (tabia I: LISTADO GENERAL DE ANIMALES DE
EXPERIMENTACION), que incluye los parametros:
* W = n° de orden animal de experimemacid.n
* P = peso en el momento de la intervencion
* I/E = intervalo Intervencion/Exitus

* G.E.= grupo experimental

* L = existencia (+) o ausercia (-) de litiasis

(+) o no(-).

* P = Procesamiento para microscopia electronica de barrido realizado

En la tabla I incluye el listado de los 32 animales del denominado GRUPO CERO

e animales no incluidos en el diseno experimental final. Este comprende a su VeZ

o grupo d



un subgrupo de 5 animales (grupo 0/1) que fueron exitus en el momento de Ja

induccion anestésica, y otro de 27 animales (grupo 0/2) excluidos de la experiencia por

su mortalidad muy precoz, en un periodo inferior a los 15 dias de evolucion postoperato-

ra. Esta misma tabla II incluye el dato "W" o nimero de orden del anima! que

corresponde en el li..ado generai. el dato "P* (peso en el momento de la intervencion) y

los "DATOS DE NECROPSIA" de los animales del subgrupo 0/2.

Cinco animales testigo no intervenidos, pero si procesados configuran el grupo C
control, que junto con los demds grupos, de 5 animales asimismo, estructurados en grupos

segun el Intervalo I/E (Intervencion/Exitus) configuran el GRUPO EXPERIMENTAL

(tabla IID).

La morbilidad postoperatoria fue observada de manera uniforme en todos y cada
uno de los animales que sobrevivieron un minimo de 7-10 dfas a la intervencion, y los

hallazgos detectados al respecto se resumen en dos aspectos:

« ALTERACION DEL ESTADO GENERAL con aparicién de un cuadro de
apatia, anorexia y discreta pérdida de pelo, asf como disminucién visible de la masa
corporal total, de 5-15 dias de duracién aproximada, al cabo de los cuales, el animal
volvia a recuperar su vitalidad y bulimia habituales, asi como a positivizar su curva

ponderal. Todos y cada uno de los animales incluidos en el grupo "cero” fueron exitus

durante este periodo.

» APARICION DE DEPCSICIONES LIQUIDAS Y ULCERAS PERIANALES,

detectadas éstas ultimas a los 15-20 dias de la intervencion, no volviendo las heces &
o
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recuperar jama ‘ ' {
p jamas su consistencia habitual de bolo fecal tipico, y siendo persistente la

resenci i
p cia de las ilceras, que en algunos casos llegaban a provocar cuadros de necrosis

€n region perianal e inicio del rabo.

2.-ESTUDIO DEL CONTENIDO LITIASICO

2. 1) INCIDENCIA GENERAL Y DISTRIBUCION

En 11 de los 30 animales procesados (36,66%) se han detectado estructuras
litidgsicas, porcentaje Gue se eleva al 44% si se estima esta cifra sobre los 25 animales
sometidos al modelo quirurgico experimental, tal y como expresa la tabla IV (tabla IV:
INCIDENCIA LITIASIS), la cual refleja asimismo la incidencia de litiasis detectadas en
valores absolutos y porcentuales en funcion del grupo experimental (G.E.), exponiendo
asimic .o c. 0 A en del animal de experimentacion en que se ha deteciado litiasis (W)

y sL . :porvivencia postoperatoria en dias (I/E).

2.2. DESCRIPCION MACROSCOPICA DE LAS PIEZAS

La descripcién macroscopica de piezas litidsicas detectadas al abrir la vejiga de 10s

animales del GRUPO EXPERIMENTAL se especifica a continuacién para cada una de
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las estructuras obtenidas (n=11), habiéndose centrado este estudio iiacroscépico en la

cuantificacion de los fragmentos, su medicién tridimensional y la descripcién de su

mortologia. consistencia y sensacion de superficie (Figura 2).

* LITIASIS 1 (W-10).

Se detectan al abrir vejiga 2 fragmentos litidsicos de aspecto coraliforme esferoide
irregular, cuyas dimenciones fueron respectivamente 5 x 2 x 2,5 mm. y 5x 2 x 2 mm.,
junto a 8 microlitiasis granulares de didmetro inferior a | mm. La superficie de los
fragmentos mayores es de aspecto rugoso y color amarillo claro.

Didmetro niedio = 3,1667 + 1,4376 mm.

* LITIASIS 2 (W-33).

Su vejiga contiene 10 microlitiasis de didmetro aproximado de 1 mm., junto a 4

fragmentos mayorcs de aspecto o-oide, cuyas dimensiones respectivas fueron 10 x 6 x

35/10 x 6x 3.5/4 x 2 x 2 y 4 x 2 x | mm. La superficie de las piezas muestra color

amarillo claro y su tacto es rugoso irregular.

Diimetro medio = 3,83 + 2,7613 mm.

* LITIASIS 3 (W-41)

gmentos, de aspecto claramente coraliforme, er mayor de ellos

Se encuentran 6 fra

de forma irregularmente trapezoidal y dimensiones 14 x 10 x 6 mm., junto a una esfera

de 8 x 8 x 8 y otros 4, de forma alargada corniforme, de 5 x 2 x 2 mm. El color de todos
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ellos es amarillo claro y la superficie rugosa.

Didmetro medio = 5 + 3.48 mm.

* LITIASIS 4 (W-42)

Corresponde macroscopicamente con 2 estructuras coraliformes ovoideas de color
amarillo clare, y superficie rugosa, de dimensiones 9 x 5 x 5y 6 x 2,5 x 2,5 mm de
didmetros, respectivamente.

Diametro medio = 5 + 2,43 mm.

* LITIASIS 5 (W- 45)

Se detectan 2 formaciones. la mayor de ellas de forma esférica, con una
prolongacion corniforme, de didmetros 17 x 13 x 10 mm. y la otra de forma ovoidea
alargada y dimensiones de 10 x 5 x 4 mm. El color de su superficie rugosa-porosa es

amarillo claro.

Didmetro medio = 9,83 + 4,88 mm.

* LITIASIS 6 (W-46)

Cor-zsponde a 5 microlitiasis de didmetro inferior 2 1 mm. y 2 fragmentos, el

mayor de ellos en forma de pere, de 13 x 11 x 8 mm., y el otrc con aspecto de ovoide

id v 5. olor es amarillo claro y su
de 6 x 3 x 2 mm. de didmetros, respectivamentc Su ¢

re

supcrficie rugosa.

Didmetro medio = 7,167 + 4,356 mm.

* LITIASIS 7 (W-47)




Y 9 q i
Se detectan 2 fragmentos, el mayor de los mismos de aspecto coraliforme ovoideo

muy 1rregular, y dimensiones 8 x 5 x 2 mm., junto a otro, también ovoideo, de 5 x 2 x

" ; :
< mm. Su superficie es muy irregular, rugosa al tacto, Yy su color amarillo claro.

Didmetro medio = 4 + 2.49 mmn.

* LITIASIS 8 (W-48)

Presenta un fragmento esferoidal de 3 x 3 x 3 mm., junto a 7 m4s pequciios, muy
irregulares en su aspecto, de un didmetro aproximado medio de 2 mm. ki color de todos
ellos es amanllo claro con tonos mas oscuros y junto al aspecto mds liso del mayor,
destacan el aspecto mas rugoso del resto de las litiasis.

Didmetro medio = 2,125 + 0.34 mm.

* LITIASIS 9 (W-49)

Corresponde a 3 fragmentos coraliformes de dimensiones respectivais 16 x 7 x 5/13
x6x5y5x3x 1 mmjunto a5 microlitos de didmetro medio aproximado entre 1 y 2
mm. La forma de las dos piezas mayores es francamente irregular alargada, mientras que
la tercera es ovoidal. La superficie de todas ellas es amarilla clara, alternando el tacto
suave y rugoso en la misma.

Diimetro medio = 3,989 + 4,35 mm.

* ITIASIS 10 (W-50)

Contiene 3 fragmentos ovoideos, de color amarillo en tonos variados, Y
. : ; i =8
blanquecino al corte, siendo su superficie rugosa irregular. Sus didmetros mdéximos S0

respectivamente 12 x 7 X 5/4x3x2y4x3x2mm.
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Didametro medio = 4,67 + 318277 mm

* LITIASIS 11 (W-55)

N 1a o s
€ uitectan £ fragmentos, uno de ellos amarillo oscuro con manchas negruzcas

muy 1
y wrregular, de unos 3 mm. dc  ametro, y el otro, corniforme, amarillo claro. de

" . ot
2x1x1 mm., junto a 6 microlito Je | mm de didmetro aproximado

Diametro medio = 2,083 + 1.1143 mm.

2. 3. ESTUDIO DEL PATRON MORFOLOGICO MEDIANTE MICROSCQPIA

ELECTRONICA DE BARRIDO.

El estudio por microscopia electronica de barrido de la morfologia de las
estructuras litiasicas obtenidas a través d¢ miodelo quinirgico utilizado pone de relieve en
primer lugar una uniformidad morfoldgico-microscopica de todas las piezas litiasicas

obtenidas.

Asi pues, en primer lugar, en lo que se refiere a la configuracion general de las
estructuras liticas, se observa en las imdgenes al corte que se hallan compuestas por un
niicleo irregular sobre el cual asientan sucesivas capas de sustancias cristalinas (Figuras
3D. 5A. 6A, 6B), de forma que el patron morfoldgico final, observado tanto en ios

fragmentos de mayor tamano como €n las microlitiasis, presenta una tendencia esferolitica

u ovoidea (Figura 3C).




En las im3 ' jetd
agenes obtenidas al corte, se objetiva asimismo un patrén relativamente

compacto de dreas intermedias '
» con frecuente aspecto de 1magen en "mosaico” (Figuras

3D, 5B, 5D), que a mayor aumento se configura como placas poligonales de lados

imperfectos, pero de clara tendencia geométrica pentagonal, hexagonal o trapezoidal

cpyas ifneas de fractura frecuente le prestan un aspecto de "cemento agrietado" (Figuras
5B, 5C, 5D). Tales placas presentan escaso grosor y la estratificacién de unas sobre otras

contribuye a la configuracion concéntrica descrita mds arriba y a la cohesion final de la

mase litica (Figuras SA. 6B).

Este patron compacto y concéntrico no se observa en la superficie de la masa litica.
A dicho nivel. el estudio microscopico revela en todas y cada una de las estrtucturas

litidsicas dos patrones morfoldgicos basicos: el patron poliédrico y el patrén granular.

El patrén poliédrico, que predomina cuantitativamente sobre la topografia de la
superficie litica, se caracteriza por la presencia de estructuras trapezoidales y piramidales
de perfeccion cristalogrifica mas ortotipica, delimitada por dngulos diedros que.en
general, ofrecen cardcter romo. Dichas estructuras ofrecen con frecuencia imagen en
"ataid" y, en su conjunto, una disposicién radial emergiendo de la masa irregular amorfa

ubicada en ei centro de la estructura litidsica (Figuras 3A, 3B, 4A, 4B, 4C, 4D).

La descripcion topografica de estas estructuras poliédricas observadas en la
superficie de los cdlculos, se pone mds claramente de manifiesto a mayor aumentc,
objetivindose con mayor nitidez el patrén irregular de bordes romos y perfeccin

geométrica variable, con agrietamientos frecuentes en su superficie (Figuras 4A, 4C, 4D,
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Por otra parte, hemos de resaltar que en nuestra observacion microscopica, esta
disposicion geométrica a veces pierde su forma tipica poliédrica y presenta caracteristicas
cubicas muy regulares, objetivandose igualmente en estas formaciones ciibicas una mayor
perfeccion de los dneulos diedros y persistiendo el aspecto agrietado de la topografia

superficial (Figura 6D), que hemos descrito previamente.

El segundo patrén objetivado en nuestra observacién microscopica de la topografia
superficial de las litiasis, citado mds arriba. es de tipo microesferolitico o granuiar, el cual
se presenta desde un punto de vista morfoldgico con aspecto de granulomas vegetantes
de forma redondeada y superficie verrugosa (figuras 7A, 7B, 7C, 7D). La uniformidad
morfolégica de tales formaciones es muy irregular, habiéndose observado desde
configuraciones regularmenis redondeadas con numerosas espiculas radiando hacia el

exterior (Figura 8B, 8D), hasta otras en las que casi se pierde el cardcter esferolitico

microgranular que se alarga o deforma, torndndose al mismo tiempo su superficie menos
regularmente dispuesta (Figuras 7A, 7B), siendo este fendmeno de pérdida de regularidad
proporcional a la cercania de cristales poliédricos descritos mds arribas, que en el conjunto

de 1a masa litica se mezclan con este segundo patron morfolégico (Figura 7A).

Este segundo patron de tipo granular se detecta con frecuencia en las oquedades

v lineas de fractura y unién de los cristales poliédricos (Figura 8C). Asimismo, hemos de

indicar que estas formaciones se presentan con una distribucion muy irregular en el

contexto de la topografia litica.



En la superticie de la masa litica se ha detectado ocasionalmente la presencia de

Imagenes alargadas, de aspecto filiforme, arracimado y “vermiforme", o bien

completamente redondeadas, como microgrinulos, que protruyen sobre la misma.

lgualmente han sido observadas a veces entre dreas litidsicas diversas, bandas de

uromucoides (Figuras 4C, 6C).

Asi pues, en resumen, puede afirmarse que se han detectado dos patrones
morfologicos basicos, perteneciente el primero a una linea de mayor ortotipicidad
cristalogrdfica que presenta configuracion poliédrica, y el segundo a la linea microgranular
que cristaliza como esferolito. Ambos patrones morfolégicos se hallan irregularmente
raezclados en la rrasa litidsica, predominando cuantitativamente el patrén poliédrico

(Figura 8A).

Igualmente, hemos de resaltar que ocasionalmente se ha detectado la presencia de

material sobreanadido (Figuras 4C. 6C).




FIGURA 3

3A. Disposicion radial de elementos prismdiicos emergiendo de masa
irregular amorfa (49x).

3B. Superficie litidsica en la que se observan abundartes estructuras
de configuracion geométrica diversa (68x).

3C. Microlitiasis en la que se aprecia la configuracién final esferoidea (89x).

3D. Detalle de disposicion conzéntrica de una seccidn litidsica (37x).






F1 Ad

4A. Formaciones poliédricas delimitadas por dngulos romos diedros,
ubicadas en la superficie de la litiasis (325x)

4B. Patron irregular poliédrico de bordes romos y perfeccién geométrica
variable (380x).

4C. Agrietamientos de las formaciones poliédricas y bandas uromucoides
(440x).

4D. Formaciones poliédricas de tipica disposicion en “ataid" (388x).







S5A. Configuracion en estratos o placas de la formacion litidsica (300x)
5B8. Tendencia poligonal con aspecto de "cemento agrietado” (180ux).
5C. Aposicion sucesiva de placas de tendencia poligonal (1800x).

SD. Disposicion en "mosaico” de una seccion litidsica (700x).






6A. Fenomeno de estratificacion (2500x).

6B. Detalle del fenomeno de estratificacion (5950x).

6C. Imdgenes microgranulares y baciliformes sobreanadidas
a la superficie litidsica (16800x).

6D. Formacion cudbica con mayor perfeccion de dngulos diedros
(1200x).







7A. Patron granular esferolitico irregularmente distribuido entre las
formaciones geométricas (5000x).

7B. Acuimulos microgranulares (6200x):

7C. Aspecto de granuloma vegetante del patron microgranular (9600x).

7D. Acumuios microgre ‘lares que adoptan formas muy diversas (10000x).







8A. Patron poliédrico y granular alternando en la superficie litidsica (1000x).
8B. Microgranulo con espiculas que irradian hacia el exierior (5200x).

8C. Formaciones granulares ubicaaas en las grietas y oquedades de la litiasis
(6000x).

8D. Estructura granular con espiculas radiantes junto a formaciones poliédricas
con bandas uromucoides (1600x).
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~'or otra parte, los resultados obtenidos tras el estudio microanalitico, en base a las

dos modalidades metodoldgicas descritas en ¢l capitulo "Matcrial y Métodos", quedan

referidos en las tablas V., VI y VII. Cada una de dichas tabias referidas (V,VI,VII)

constan de 11 subtablas (denominadas con los subindices 1 a 11), correspondientes a su

vez a cada una de las estructuras litidsicas detectadas.

La tabla V refleja los resultados detectados para la Modalidad Metodoldgica 1 (M-
1), mientras que las tablas VI y VII expresan los resultados referidos a la Modalidad
metodoldgica II. En este sentido, la tabla VI contiene los datos inferidos el microandlisis
de las estructuras poliédricas (Modalidad Metodolégica M-2a: Andlisis selectivo
POLIEDRO) vy ia tabla VII los de las estructuras granulares (Modalidad Metodologica M-
2b: Andlisis selectivo GRANULO).

Estas tablas contienen los pardmetros siguientes:

= ELEMENTO (segtin el orbital k-alfa), habiendose detectado los siguientes:
- Sodio (Na)
- Magunesio {(Mg)
- Féstoro (P)
- Azufre (5)
- Cloro (Cl;
- Potasio (K)
- Calcio (Ca)
* CPS (cuentas por segundo)
* BKGD (background o radiacion de fondo)

* P/B (cociente CPS/BKGD) o ‘
* A-1 a A-5. Resultados de los 5 Andlisis efectuados sobre cada area.




3. ANALISIS ESTADISTICO MATEMATICO

J.1. ESTUDIO ESTADISTICO DEL PARAMETRO "PESO"

La tabla V a los valores medios (%
a tabla VIII, expresa los valores medios (X} y desviacion standards (DS), asi como

los resultados del tratamiento estadistico (valor de probabilidad "p") , en orden a

establecer hipotesis de contraste entre el grupo "Experimental"(G.E.) vy lo§ grupos

siguientes:
*G.T. = Grupo total
*0/1 = Grupo exitus en anestesia

* /2 Grupo "mortalidad precoz”

La tabla VIII, contiene los valores medios (X) y desviaciones standards (DS) de
todos los grupos experimentales v el valor de la probabilidad ("p") al contrastar entre si

todos y cada uno de los grupos.

3.2 . ESTUDIO DEL PARAMETRO "MORTALIDAD GENERAL Y PRECOZ"

Los resultados referentes al estudio del parametro "Mortali#1d general” se exponen
en la grifica I, que muestra los porcentajes de mortalidad global (52%), al contrastar los
grupos “EXPERIMENTAL" (n=30) y "CERO" (n=32) de animales no incluidos en el

primero. En este mismo sentido, la Grafica II muestra la distribucién en valores absolutos




y cs d ‘ '
Y porcentuales de las causas de muerte de los animales del grupo "Cero" segun ésta

hubiere tenido lugar en el momento de Ja induccidn anestésica (grupo 0/1) lo cual tuvo

lugar en 5 casos (16%), o bien por otras causas, a su vez analizadas segiin los datos

hallados en las necropsias de dichos animaies,

3.3.INCIDENCIA DEL. FENOMENO LITOGENETICO

El analisis estadistico de la incidencia del fenomeno litogenético, objeto de nuestra
Tesis Doctoral, queda retlejado en la Gréfica III muestra la incidencia en valores absclutos
vy porcentuales de la incidencia del fenomeno litogenético referida a los grupos resefiados,
habiéndose pues detectado litiasis en el 17,74% (11 casos) del total de los 62 animales
intervenidos. Esta cifra. tal y como refleja la misma gréfica, se eleva al 36,66% si se
contrasta la incidencia litidsica con los 30 animales del GRUPO EXPERIMENTAL. En
este mismo sentido, la grifica IV se expresa la distnbucion de la incidencia litidsica,
contrastada con el intervalo I/E, o lo que es io mismo.‘ en funcion del grupo experimental

(G.E.) de pertenencia del animal.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO RESULTADOS MICROANALITICOS.

La tabla IX, a IX,, expresa los valores estadisticos (media aritmética -X- Yy
desviacién standards -DS-) de cada una de las modalidades metodolégicas incluidas en el

estudio (M-1, M-2a, M-2b) para los parametros CPS (cuentas por segundo) y P/B (indice

53-




o :
CPS/BKGD) obtenidos para cada elemento quimico simple detectado en el orbital "k-

alfa"

de todas y cada una de las estructuras litidsicas. El cdlculo de estos pardmetros es
preceptivo al estudio a realizar ulteriormente para la determinacion del patrén
microanalitico, que se efectia en funcion de los valores CPS, asi como para el

cstablecimiento de hipdtesis de contraste grupales, que se lleva a cabo en funcién del

indice P/B.

Para la obtencion del patron microanalitico se ha partido de los datos est i ticos
(media y desviacion standard) de CPS obtenidos para cada elemento y modalida”,

consideradas conjuntamente todas y cada una de las 11 estructuras litidsicas, tal y como

se expresa en la tabla X.

La correcion del ZAF aplicada a los valores asi obtenidos se expresa en la tabla
XI, a XI,, la cual se efectda, como se desprende de la observacidn de la tabla (para cada
Modalicad Metodoldgica considerada), en funcion de una constante para cada elemento
(K), el valor de su ndamero atomico (Z), el factor "absorcion" {A) y el factor
“fluorescencia” (F). contenidos todos ellos en el programa informatico BIOFLEX,
normalizado para la correccion del ZAF (Bokestein 1983). En funcién pues, de estos
valores correctores sobre el valor inicial CPS transferido desde la tabla X, se obtiene ei
porcenta’e de peso de elemento determinado y la composicion porcentual final de la

estructura considerada, o lo que es lo mismo, el patrén microanalitico.

Con otra finalidad han sido usados los valores del indice P/B, en orden a establecer

la correspondiente hipdtesis de contrasie para el estudio de la evolucion secuencial de la




composicion estructural de las litiasis en funcién del intervalo I/E o latencia posiquinirgica

de desarrollo lcsional, o lo que es lo mismo, en funcién del grupo e. perimental de
pertenencia. Para ello, se ha partido de los valores estadisticos (media aritmética -X- y
desviacion standard -DS- ) dc¢ dicho indice P/B. En este sentido, la tabla XII, refleja

dichos valores para cada elemento y grupo experimentai, de los que se infieren los

resultados estadisticos de la tabla Al11,.

Por ultimo en lo g~ se refiere al andlisis estadistico efectuado,también se han
utihizadc ivs valores del indice P/B para el contraste estadistico ue las dos estructuras
basicas morr’olﬁgxcas detecradas (poliedro y granulo). Asi. la tabla XIII expresa ios valores
estadisticos (X+/-DS) de la composicion elemental litidsica segun las Mod. 'ades
Metodologicas M-2a y M-2b, asi como é] tratamiento estadistico (valor "p") de dichos

valores.




TABLAS




TABLA 1
LISTADO GENERAL DE ANTMALES
DE EXPERIMENTACION WISTAR










W = N° de orden del animal de experimentacion.
P = Peso en el momento de la intervencion.

I/E = Intervalo Intervencidn/Exitus.

G.E. = Grupo expenimental.

L = Litiasis presente (+) o ausente (-).

P = Procesamiento realizado (+) o no (-).




TABLA I1.- GR "CERO"

Grupo "0" | P NECROPSIA

Grupo 0/2

Exitus en anestesia

Exitus en anestesiz

Exitus en anestesia

Exitus en anestesia

Exitus en anestesia

lieo mecdnico

" L}

Laparotomia blanca

Abceso vesicocolico

Ileo mecdnico

Piohidronefrosis

Iieo mecdnico

Peritonitis

Ileo mecdnico

Laparotomia blanca

Peritonitis

Ileo mecdnico

Abceso vesicocolico

Piohidronefrosis




L "

Ileo mecnico

Laparotomia blanca

Piohidronefrosis

" L1}

Grupo "0" = Grupo no incluido en el disefo.
Grupo 0/1 = Animales exitus en anestesia.

Grupo 0/2 = Animales fallecidos antes de 15 dias.
n = n° de elementos de cada grupo.

W = n° del animal de experimentacion.

P = Peso en el momento de la intervencion.
Necropsia = Datos de necropsia.




TABLA III
DISENO EXPERIMENTAL




G.E. = Grupo Experimental.

W = N° de orden animal de experimentacion.
I/E = Intervalo [ntervencién/Exitus




INCIDENCIA
05 (0%)
(0%)
(40%)

(40%)

G.E. = Grupo Experimental
W = N° de orden animal experimentacion
I/E = Intervalo Intervencién/Exitus
Incidencia (valor absoluto y porcentual)




TABLA V,: M-1 (Andlisis general): LITIASIS 1 (W-10)

ELEMENTO
*grbital A-1 A-2 A-3 A4 A-S
N:l CPS 1.640 . 3.660 2.160 2.360
*k-alfa
BKGD 14.040 ; 17220 | 14.660 | 124.420
P/B ittt - 0.213 0.147 0.1€.
Mg CPS 173.020 | 200.280 | 257.620 | 214.660 | 216.300
*l
k-alfa | prGp 21660 | 25.620 | 26.580 | 22.120 | 21.520
P/B 7088 | 7.817 9.692 9.704 | 10.051
P CFS 407.440 | 440.140 | 521.740 | 466.840 | 444.680
*alfa | gkGp 33.520| 30.160 | 30.020 | 26.180 | 27.040
P/B 12155 | 14504 | 17.380 | 17.832 | 16.445
S CPS - 140 - : 2.140
*kalfa | prGp : 17.860 ; : 25.800
P/B - 0.041 - - 0.083
Cl CPS - ; e - -
*k-alfa BKGD ” - - *
P/B - . - £ :
K CPS 51800 | 25320 | 18.840 | 22.800 | 23.840
*kalfa | agGp 23960 | 22.980 | 26820 | 21.360 | 19.860
P/B 0910 1.102 0.702 1.067 1.200
Ca CPS 13.280 | 12.820 4920 | 12.180 | 14.100
R 20600 | 20720 | 24300 | 19.020 17.260
P/B 0.645 | 0.619 0.202 0.640 0.817
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TABLA V.: M-1 (Andlisis general):LITTASIS 2 (W-33).

ELEMENTO
sorbital A-1 A2 A-3 A-4 A-S
ﬁ Na | CPS . 1.140| 1.020| 1260|  1.080
*k-alfa 080 |
BKGD . 1270 10380| 13260 12.120
P/B : 009 | 0098| 0095 0.089
Mg | CPS 150.800 | 195340 | 140.080 | 221.320| 222.980
wei laan 25700 | 20800 | 16960 | 20.100| 19.340
P/R s868| 9.632| 0.008| 110111 1159
p CPS 419.540 | 526.680 | 419.960 | 559.020 | 576.940
sl | mGD 28,040 | 22940| 25.500| 22.280| 25.020
P/B 14497 22059 | i6.469| 25.091| 23.059
S CPS 5980 0920 - . :
plia | exap 25600 20920 - - .
P/B 023| 0044| - -
cl CPS . - - - -
*k-alfa BKGD - e 4 = =
P/B # . * = .
K CPS 13580 | 47.040| 41260| 45.180| 43.100
*k-alfa BKGD 29.400 20.840 25.080 20.280 19.960
P/B 1.142 2.257 1.645 2.228 2.159
£ CPS S080| 46.040| 41.440| 22.620| 33.340
ket lemop 780| 19800| 23.080| 18.780| 18100
PIB aacf 299  1ms| LML B




TABLA V.. M-1 (Andlisis general): LITIASIS 3 (W-41)

ELEMENTO

A-1l

A-5S

CPS

0.760

0.840

BKGD

12.840

11.160

P/B

0.059

0.075

CPS

250.920

287.520

205.900

BKGD

20.160

23.680

18.600

P/B

12.440

12.142

0.075

CPS

5§72.200

626.780

505.080

BKGD

19.340

26.900

18.880

P/B

29.586

23.300

26.752

CPS

BKGD

P/B

CPS

BKGD

P/B

CPS

BKGD

P/B

CPS

BKGD




T

LA V,.: M-1 (Andlisi

neral): IS4 (W4
ELEMENTO
*orbitai A-1 A2 A-3 A4 A5
: 1?:”3 CPS 2.800 |  10.680 8.5(0| 12.360|  6.100
BKGD 8780 | 17.740| 21.440| 12900 | 14.900
P/B 0.319 0.602| 0396| 098] 0.409
; gag”a CPS 36.100| 11.680| 91.300| 13.340| 64.060
BKGD 11380 | 22.020] 27.060| 17.500| 18.420
P/B 3172 05%| 3374| 0762| 3478
P CPS 131740 | 92.340| 254.040| 83.760 | 175.440
e i 1 13.680 | 23.440| 27.320| 19.660| 27220
P/B 9.630 3939 | 9.29| 4.260| 6.445
S CPS 171380 | 43960 | 35.080| 36.160| 19.460
edfa {axop 11440 | 22380| 25.220| 18.720| 26.400
P/B 1.665 1.964 1.391 1932 0737
Cl CPS 137001 27.080| 23200 23.420| 10.700
eI | woD 13200 21.380| 23.360| 17.860 | 21.860
P/B 1.038 1267 0993 1289 |  0.489
K CPS 28580 |  42.980| 42.800| 36.040| 25.500
PR Imeob 3800| 18520 2060| 15980| 17.600
P/B 2.07 2.321 2.113 2255 |  1.449
Ca CPS 7.540 16.740 11.840 10.480 7.740
-  imep 2840| 15200| 16840| 13.480| 14400
P/B 0.587
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TABLA V,: M-1 (Anlisis general): LITIASIS 5 (W-45)
ELEMENTO
*orbital A-1 A2 A3 a4 A-S
T 2920 5560| 16040 4300| 2.100
BKGD 18.100 | 15780 | 24.440| 26240 | 21.740
P/B 0.061| 0352| 0.656|  0.164] 0.097
Mg | CPS 158.120 | 121.380 | 55.600 |  42.600 | 151.440
wila  {pkop 22500 | 20.080 | 30500 | 29.980 | 25.940
P/B 7028| 6045 1.827| 1470| 5.838
P CPS 395.900 | 539.520 | 188.620 | 202740 | 390.440
R M 28.320| 26.840| 30.860| 27.600 | 26.240
P/B 13.080| 12650 6.112]  7.346| 14.880
S CPS s940| 9.120| 77.920| 50.080 | 24.500
ek 27500 | 26.440| 28.640 | 24.480 | 23.640
P/B 0216| 034s| 2721|2046 | 1.036
Cl CPS = - 3.340 1.480 1.140
(el Sgop - - 26.440 |  21.540 | 21.560
PIB : : 0.126| 0.069 | 0.053
K |ces 17480 | 21460 21.360| 25.840| 23.40C
e 21420| 21920| 26.180| 18.440| 21.500
P/B 0.816 C.979 0.816 1.401 | 1.088
Ca CPS 29260 103.280| 77900} 125.360 | 21.600
fedl | mop sg0| 19.700| 24240| 15.800| 19.960
P/B ﬂxj o 5.243 3.214 7.934 1.0525_____
| PB__ L R




TABLA V.. M-1 (Andlisis gen .

ELEMENTO

*orbital

A-1

A-3

Na
*k-alfa

CPS

BKGD

P/B

i

140.860

170.060

187.020

BKGD

19.280

23.500

22.740

P/B

73,

1.237

8.224

CPS

360.760

435.120

443,960

BKGD

26.080

36.430 |

26.660

P/B

13.833

11.298

16.653

CPS

5.160

7.760

5.620

BKGD

24.880

35.720

23.040

P/B

0.207

0.217

0.090

0.244

CPS

0.700

0.880

BKGD

21.980

21.080

P/B

0.032

0.042

CPS

21.700

34.140

28.320

27.020

BKGD

20.440

22.400

21.720

P/B

1.062

22620

1.264

1.244

CPS

4.560

1.509
5.900

5.880

KGD

18.320

18.900

18.620

=

B ‘
P/B 0.249 ¥ 0.312 0.316 i ﬂ




198.680

15.900

12.496

532.780

19.440

27.406

-




A-2 A-3
1.500| -
9.080| -
e -

63.220| 64.500 | 169.540
10460 | 14920  24.600
6.044| 4323 689
172520 | 181.420| 371.160
16980 | 23.940|  26.880
10160  7.578| 13.808
s240|  8.240| 12700
17.840| 24380 22.800
0294| 0338| 0557




TABLA Vg M-1 (Andlisis general) : LITIASIS 9 (W-49)

ELEMENTO
*orbital

A-1

A-2

A-3

A-4 A-5

Na
*k-alfa

CPS

4.280

0.800

6.920 | 1.440

BKGD

14.660

18.560

12.980 | 12.780

P/B

0.292

0.043

0.533 | 0.113

Mg
*k-alfa

CPS

126.840

111.600

134.720

97.940 | 152.900

BKGD

23.080

23.080

19.100

21.120 | 20.600

P/B

5.496

4.835

7.053

4.637| 7.422

CPS

345.04C

337.480

393.640

292.940 | 417.340

BKGD

36.040

36.420

25.060

36.640 | 24.960

P/B

9.574

9.266

15.708

7.995 | 16.720

CPS

8.480

24.680

11.540

22.500 | 16.220

BKGD

35.880

36.160

22.640

35.960 | 22.120

P/B

0.236-

0.683

0.510

0.626 | 0.723

CPS

6.860

20.900

10.440

20.140 | 13.720

| BKGD

30.500

31.520

20.640

30.280 | 21.940

P/B

0.225

0.663

0.506

0.665 | 0.625

CPS

30.860

52.880

29.360

53.140 | 26.820

BKGD

25.880

28.420

20.500

25.260 | 26.820

P/B

1%

1.861

1.432

2.104

42.400

16.760

13.240

7.680

22.080

25.040

19.000

21.580

1.920

0.669 |

pe

0.356 .




TABLA V,: M-1 (Andlisis general);LITIASIS 10 (W-50)

ELEMENTO ,
A2

CPS : ;
BKGD - -
P/B - 4
| CPS 224.540
BKGD 19.080
P/B 11.768
CPS 497.680
BKGD 21.700
P/B 22.935
CPS .

BKGD -

P/B -

CPS -

BKGD : !

P/B - -

CPS 18.260 |  28.700
BKGD 28.220|  16.140
P/B 0.647 1.778
CPS 154.340 |  123.980
BKGD 24260 |  15.060
P/B 6.362




T

AV": M"l An'li i e . 1 :

ELEMENTO

*orbital

A-1

A-3

A-4

A-5

Na

CPS

2.960

BKG

17.720

1

P/B

0.167

CPS

54.240

100.660

100.500 | 120.000

BKG

26.560

28.380

27.940 | 28.600

P/B

2.042

3.547

3.597 | 4.196

CPS

223.080

284.620

261.980 | 301.760

BKG

29.940

33.840

32.280 | 32.760

P/B

7.451

8.411

8.116 | 9.211

crs

46.540

40.660

26.880 | 39.580

BKG

29.160

33.560

29.940 | 29.780

P/B

1.586

1.212

0.898 | 1.329

CPS

17.920

11.200

9.720 | 10.960

" BKG

28.340

31.900

26.900 | 27.160

P/B

AN

CPS

0.351

0.361 | 0.404

51.100

46.140

38.260 | 36.660

BKG

28.500

28.360

24.880 | 26.340

P/B

1.793

1.627

1.538 | 1.392

CPS

173.380

87.380

88.160 | 108.600

BKG

25.980

24.840

22.260 | 24.060

P/B

6.674

3.518 3.960| 4514
o —




ELEMENTO

*orbital

Na
*k-alfa

| CPS

0.940

4,660

BKGD

10.660

20.400

P/B

0.088

0.228

CPS

152.940

321.880

340.140

BKGD

17.800

22.060

29.320

P/B

8.592

14.591

11.601

CPS

565.480

675.280

631.780

BXGD

25.440

33.120

31.240

P/B

22.228

20.389

20.223

CPS

4.060

3.320

BKGD

25.120

28.020

P/B

0.162

0.118

CPS

2.720

BKGD

23.720

P/B

0.115

CPS

60.480

17.500

13.040

14.400

BKGD

25.000

22.100

17.700

14.860

P/B

2.419

0.758

0.737

0.969

Ca
*k-alfa

CPS

11.280

6.040

7.480

6.820

BKGD

22.840

20.680

14.540

12.600

P/B 0.494 0.292 0.514 0.541 0.733




269.740

1 236.320

207.580

21.580

17.380

15.960

12.500

13.597

13.006

682.400

929.360

610.620

20.800

19.460

13.980

32.808

32.372

43.678




TABLA VI,
LITIASIS 3 (W-41)

ELEMENTO
+ orbital A-1 A-2
m

Na '

i *k-alfa




CPS

A-1
3.140

A-2
2.320

A-3
4.080

A4
1.960

BKGD

25.700

16.260

17.560

12.760

P/B

0.122

0.143

0.232

0.154

CPS

476.460

165.820

313.340

100.820

BKGD

38.680

20.280

26.780

16.560

P/B

12.318

8.177

11.701

6.088

CPS

979.840

331.220

684.560

324.680

BKGD

25.500

24.000

31.260

27.720

P/B

1.547

13.801

22.219

11715

CPS

5.040

1.500

15.980

BKGD

22.420

28.640

27.160

P/B

0.225

0.052

0.588

CPS

1.480

2.360

11.000

BKGD

18.000

24.740

22.260

P/B

0.082

0.095

0.494

CPS

20.320

35.780

42.180

BKGD

13.240

21.820

17.320

P/B

1.535

1.640

2.435

Ca
*k-alfa

CPS

0.580

6.300

| BKGD

10.680

18.900

P/B - 0.054 0.333 I - 0.223




62.680

A-3
61.020

23.280

25.040

2.692

2.437

258.400

207.920

29.780

30.980

8.677

6.711

513.240

551.180

478.920

40.160

31.820

29.880

12.780

13322

16.028

4.820

92.400

38.040

30.000

0.127

3.080

3.520

27.440

0.128

-

35.420

22.960

36.220

19.280

24.360

20.520

22.740

16.160

1.454

1.119

1.593

1.193

11.020

4.720

3.300

6.820

20.160

17.580

19.080

14.360

0.547 0.268 0.173 0.475 0.119




A-3

A4

A-§

. 2.420 : I

'14.700

0.165

291.320

307.980

256.100

27.700

24.760

22.200

10.517

12.439

11.536

634.500

662.500

598.880

31.520

24.220

'+ 25.820

20.130

27.353

23.194

9.600

27.400

0.350




178.280

317.160

329.680

226.540

13.480

27.340

24.680

18.120

13.226

11.601

13.358

12.502

468.720

621.300

729.600

579.140

21.300

24.760

22.640

25.560

22.006

25.093

32.350

22.658

1.420

17.060

0.083

2.100

14.300

0.147

117.680

15.380

7.651

6.440

14.740

0.437




TABLA VI,

M-2a: Anadlisis selectivo estructura P

LITIASIS 8 (W-48)

A-2 A-3

2.620 T= -

13.620

0.192

202.100

233.740

174.660

283.960

24.700

21.100

19.720

25.780

8.182

11.078

8.857

11.015

467.780

514.200

550.780

620.720

21.920

28.080

26.040

33.360

21.340

18.312

21.151

18.607

1.040

26.840

0.039




T
M-2a: Andlisis selectiv
LITIASIS 9 (W-43; SDRO

A-1

! 0.560 -

A-2

A-3

A4
0.940

11.880

15.120

0.047

0.v62

204.480

219.840

255.120

20.720

19.680

22.720

9.869

11.171

11.229

583.640

542.080

559.080

25.380

23.880

24.300

22.996

22.700

23.007

2.820

2.240

23.000

22.460

0.123

0.100

2.180

6.120

20.340

19.160

0.107

0.319

28.580

16.220

18.380

18.960

16.380

19.820

1.507

0.990

0.927

1.040

4.440

2.520

16.700

14.020

17.520

0.062 0.317 0.144 0.171 I




231.320

311.180

211.680

17.120

24.880

18.880

13.512

12.507

11.212

563.080

658.520

623.720

16.640

21.240

28.860

33.839

31.004

21.612




2.600

19.420

0.134

422.320

324.720

27.860

22.420

15.159

14.483

724.660

689.800

206.360

24.260

27.491

28.434




TABLA VII,
M:2b: Anilisis selectivo estructura GRANULO
LITIASIS | (W-10)

ELEMENTO

36.520

19.340

1.888

125.020

26.320

4.750

8.520

24.920

0.342

2.760

21.780

0.127

14.949

18.200

0.62!

652.020

' 15.360

42.449




70.320

- 15.120

4.851

205.720

19.460

10.571

591.580

13.740

43.055




ELEMENTO
*orbital







A-1

A-2 A4

18.800

0.310

100.400

23.960

4.190

414.260

35.880

11.546

21.920

34.560

0.634

27.020

28.120

21.700

27.400

1.245

1.616

302.920

422.120

17.340

14.220

29.685 |




ELEMENTO
*orbital

Na

*k-alfa

89.640

18.860

5.283

308.380

381.180

19.920

17.260

15.481

22.085

2.580

13.40

0.192

34.300

11.920

2.878

272.740

10.440

26.125




TABLA VII,
lectiv

LITIASIS 7 (W-47)

ELEMENTO

9.440 21.220 12.520 35.040
19.780 24.720 16.020 18.400
0.477 0.858 0.782 1.904
313.780 367.440 | 302.820 | 355.080
22.280 25.360 22.400 25.080
14.083 14.489 13.519 14.158
2.080 1 A .

20.760

0.100

1.440
17.420
C.083
52.540
14.300
3.674
487.820
11.960
40.788 |




ELEMENTO
*orbital

12.780
23.020
0.555
347.320
32.500
10.687
9.860

31.520

0.313




TABLA VII,
-2b: isi iv ruct

LITIASIS 9 (W-49)

ELEMENTO
*orbital A-1 A-2




TABLA VII,,
M-2b: Analisis selectiv r
LITIASIS 10 (W-50)

ELEMENTO
*orbital

27.500 30.060
11.840 11.360
2.323 2.646
240.240 258.580
22.160 23.480
10.841 11.013
3.060 2.640

22.460 23.660

0.136 0.112

12.260 10.840
19.560 19.980
0.627 0.543
64.940 58.700
17.560 16.740
3.698 3.507
544.580 442.220
15.440 14.160
35.271 31.230




TABLA VI,

M-2b: Analisis selectivo estructura GRANULO
LITIASIS 11 (W-55)

ELEMENTO :
*orbital A-1 A-2 A-3 A-4 A-5

Na 9.100 - - 4.430 6.700

*k-alfa

23.020

28.900

18.860

0.395

0.155

0.355

7.120

46.460

16.220

101.520

28.800

18.700

36.780

28.560

0.247

2.484

0.468

3.555

287.100

77.400

339.630

351.560

28.240

29.880

46.140

44.500

10.166

2.592

7.361

7.900

37.540

8.160

19.920

" 17.520

e

25.820

29.340

43.520

42.600

1.454

0.278

0.458

0.411

27.620

8.120

10.400

11.500

7.240

23.700

27.44C

24.620

35.600

34.440

0.743

0.296

0.422

0.323

0.210

53.340

49.780

29.420

47.980

40.920

21.180

23.320

20.300

27.560

25.760

2.518

2135

1.449

1.741

1.589

370.120

332.740

512.920

482.180

260.260

13.140

19.880

16.960

22.120

20.160

20.404 |

16.737

30.243 21.844 14.398




TABLA VIIL
ESTUDIO ESTADISTICO DEL PARAMETRO "PESO"
TABLA VIII,

Hipotesis de contraste entre grupo "disefio” y otros.

G.T. 0/1 0/2

154.806 162.000 127.704

[ 2.397 30.240 29.813

6T |
1 <0.05 | NS.

TABLA VIII,

Hipotesis de contraste enire los grupos experimentales

PESO |

% = media aritmética
DS = desviacion standard
p= probabilidad estadiatica




TABLA IX,:RESULTADOS ESTADISTICOS L-1 (W-
ELEMENTO IND. EST g

Na 1.520
1.773
0.107
0.085
212.376 278.320
30.671 69.255
9.030 10.486
1.085 2.224
456.168 624.432
42.358 55.112
15.681 18.823
2.320 4.244
0.656 1.476
0.965 1.822
0.024 0.041
0.037 0.060
: 0.544
1.088
0,011
0,036
26.016
17.816
1.108
0.497
8.924
2.672
0.549
0.188




TABLA IX,: RESULTADOS ESTADISTICOS L-2 (W-33)

r_ _ _. . : -G. M—ZLIEDRO M-2b/GRANULO

1.248

1,931

0.180

0.195

242.500

21.324

22.348

24.920

10.858

2.055

2.370

1.407

657.936

137.328

118.170

79.827

26.103

10.2016

8.654

2.353

0.031

0.276

0.062

0.552

6.033

0.014

0.073

0.028

0.392

0.768

0.784

0.996

0.014

0.066

0.044

0.096

36.060

15.352

11.515

12.585

1.907

1.U57

0.543

0.874

3.956

2,952

599.720 4!

75.078

0.856

39.305

0.857

7.514




TABLA IX,: RESULTADOS ESTADISTICOS L-3 (W-4
X . 1)
ELEMENTC  IND. EST. M-1/Gral. M-2a/POLIEDRO M-2b/GRANULO

CPS

Na X 1.036 0.608 1.327

*k-alfa

DS

1.331

0.775

0.749

P/B

X

0.086

0.083

0.175

DS

0.109

0.111

0.166

X

243.332

287.024

32.863

DS

31.2945

33.613

7.280

X

9.460

12.879

1.606

DS

4.741

1.500

0.561

X

550.324

629.064

138.480

DS

60.795

15.197

125.932

X

23.891

27.2912

8.C18

DS

4.255

6.768

5.123

X

0.280

0.1832

DS

0.560

1.750

X

0.099

0.113

DS

0.031

0.085

X

0.224

4.712

DS

0.448

5.771

X

0.008

0.335

DS

0.028

0.282

X

19.852

21.128

DS

10.222

25.323

X

1.317

2.148

DS

0.534

1.655

5.044

583.111

3.936

168.206

0.732

32.300

0.653 |

2.487




TABLA IX,: RESULTADOS ESTADISTICOS L-4(W-4
2
ELEMENTO IND. EST. M-1/GRAL. : )

M-2a/POLIEDRO M-2b/GRANULO

*k-alfa

3PS

Na X 8.088

3.012 1.224

DS

3.377

0.780

2.151

P/B

X

0.428

0.368

0.105

DS

0.293

0.254

0.175

CPS

X

43.296

243.362

22.340

DS

34.220

133.860

10.463

P/B

-

X

2.263

6.036

1.688

DS

1.482

4.453

0.816

CPS

X

147.464

556.980

41.024

DS

69.794

248.415

19.598

P/B

X

11.852

12.663

1.934

DS

4.041

7.459

0.612

CPS

X

31.408

4916

2.520

DS

9.105

5.769

2.422

P/B

X

1.537

0.865

(.110

DS

0.450

0.799

¢.103

CPS

X

19.540

3.168

3.948

DS

6.238

3.989

3.701

" P/B

X

1.015

0.580

0.184

DS

0.2538

0.523

0.168

CPS

g

35.180

32.784

10.172

DS

7.168

8.249

8.453

P/B

X

2.051

1.9il

0.551

DS

0.291

0.363

0.455

Ca
*k-alfa

CPS

X

10.868

1.97¢

515.580

DS

3.756

2.42¢

83.714

P/B

X

0.725

0.421

29.682




TABLA IX.: RESULTADOS ESTADISTICOS L-5 (W-45)
ELEMENTO IND. EST. M-1/GRAL. M-2a/POLIEDRO M-2b/GRANULO

Na X

*k-alfa

CPS

X 6.184

28.004

4.276

DS

5.067

27.894

1.078

P/B

X

0.286

0.756

0.322

DS

0.203

0.975

0.080

CPS

X

105.828

209.376

65.116

DS

53.799

56.090

24.028

P/B

-

X

4.440

6.695

3.457

DS

2.593

3.184

1.145

CPS

X

303.444

536.644

269.892

DS

100.925

43.. 89

10.988

P/B

X

10.993

14.865

9.943

DS

3.996

6.002

2.313

CPS

X

33512

20.592

5.184

DS

27.140

35.892

8.385

P/B

X

1.092

1.169

0.141

DS

1.077

1.297

0.221

CPS

X

1.192

0.704

DS

1.228

1.408

P/B

X

0.049

0.037

DS

0.047

0.053

CPS

X

21.908

31.084

12.712

DS

2.749

8.510

12513

P/B

1.020

1.234

0.666

0.216

0.345

0.598

CPS

71.480

5.632

443.624

45.343

3.092

108.532

3.805

2.061

26.923

285 1

R N

6.943




TABLA TX:: RESULTADOS ESTADISTICOS 1-6 (W-46)
ELEMENTO IND. EST. M-1/GRAL.

M-2a/POLIEDRO M-2b/GRANULO
" 0.752 1.188

DS - 1.009 0.784

P/B | & - 0.027 0.094

DS - 0.059 0.059

CPS | % 297.688 272.884 34.916

DS 140.522 22.852 28.065

X 7.163 9.254 2.049
DS 1.323 2.425 1.645
3 426.640 607.704 307.956
DS 45.415 45.535 40.452
X 16.525 17.557 15.769
DS 4.283 5.235 3.376
8 12.168 2.952
DS 13.575 3.878
X 0.420 0.264
DS 0.464 0.397
X 2.636 -
DS 4.496 5
X 0.09 >
DS 0.161 -
X 28.644
DS 4.305
X 1.204
DS 0.193
% 3.268
DS 3.032
% 0.175

DS 0.162

Na X
*k-alfa CPS




TABLA IX,: RESULTADOS ESTADISTICOS L-7 (W-4
ELEMENTO INL. EST. M-1/GRAL. M-2a/POLIEDR/Y MZ.QIGRANULO

r—nNa X

*k-alfa CPS

DS »

% .
DS - -
% 158.756 22.536
DS 67.805 10.696
X 8.823 1.199
DS s 0.618
X 447.600 3133.292
DS 116.939 24.435
X 19.554 14.317
DS 6.017 0.598
X : 0.416
DS 2 0.832
s ] 0.020
5 0.040
2 ' 0.288
DS 0.576
: 0.016
s 0.033
: 47.340
s : 3,859
: 3,157
= 0.324

. 469.332
= 45.851
37.311

3734

P/B

CPS

X




TABLA IX,: RESULTADOS ESTADISTICOS L-8 (W-48)
M-2a/POLIEDRO M-2b/GRANULO

o IND.T. M-1/GRAL.

0.524 2.056 -
1.048 1.901
0.063 0.109
0.090 0.108
220.584 6.678
36.843 4.550
6.082 0.272
3.090 0.209
S0.212 303.640
59.538 25.007
13.058 8.641
5.501 1.286
1.748 19.188
3.003 7.802
0.346 0.643
0.424 0.364
: 1.324
1.666
0.060
0.075
23.716
3.695
1.136
0.284
353.656
42.596
19.997
3.929




TABLA IX,: RESULTADOS ESTADISTICOS L-9 (W-49)

_M-22/POLIEDRO M-2b/GRANULO

m
0.300 3.736

0.386 6.029

0.109 0.225
0.173 0.345
241.256 26.672
25.795 - 2367
8.104 1.397
2.563 1,365
357.288 570.848 127.204
49.017 22.805 78.734
11.852 16.711 4.878
4.041 6.020 2.599
16.684 3.696 14.664
6.192 4.995 13.018
0.557 0.347 0.588
0.177 0.287 0.489
14412 2.840 9.144
5.444 2.136 9.140
0.536 0.335 0.406
0.166 0.258 0.364
38.612 27.796 31.304
11.826 9.273 23.302
1.517 1.483 1.696
0.410 0.457 1.102
16.272 2.292 348.352
15.737 1.603 164.431
0.738 0.438 24.207
0.711 D35 . 4 -




TABLA IX,,: RESULTADOS ESTADISTICOS L-10 (W-50)

230.148

242.880

39.016

32.839

41.845

8.751

11.828

12.280

2.411

0.785

0.807

0.163

559.500

621.036

241.524

86.504

33.514

28.891

28.308

30.228

9.531

5.544

8.178

1.896

0.156

5.512

0.312

2.461

0.013

0.213

0.026

0.091

12.696

2.529

0.585

0.116

60.248

6.904

3.309

0.471

507.044

444.616

27.104

12073




TABLA 1X,,;: RESULTADOS ESTADISTICOS L-11 (W-55)
M-2a/POLIEDRO M-2b/GRANULO

2.160 1.664 4.056

3.062

1.124

3.619

0.119

0.106

0.251

0.168

0.133

0.220

85.404

348.528

39.276

30.700

39.636

33.698

3.024

8.382

1.331

1.070

5.790

1.278

254.688

668.664

241.608

41.653

41.077

108.346

7.193

16.1939

6.149

1.370

9.753

2.616

41.740

0.692

23.620

9.236

0.875

11.065

1.326

0.679

1.038

0.261

0.712

0.755

13.596

0.220

10.976

3.672

0.440

3.656

0.4618

0.238

0.541

0.113

0.251

0.360

43.888

5992

44.252

10.267

5.928

8.526

1.661

0.992

2.059

n.197

0.763

0.525

115.5.9

16.016

397.844

,ﬁ

42.296

15.482

86.146

4.875

2.693

18.102

ek R e

7.684




3.331

7.853

151.515

257.408

79.410

36.395

387.450

601.791

135.806

51.549

13.611

3.347

14.743

5.666

4.723

0.774

6.990

1.076

33.429

37.678

13.794

19.393

39.554

6.548




TABLA XI,
PATRON MICROANALITICO GENERAL

CORRFCCION ZAF:M-1

L™ EMENTO
Na
Mg
P

S
Cl
K
Ca

397

151.515

387.4 0

13.611




ELEMENTO

TABLA X1,
PATRON MICROANALITICO POLIEDRO
COF 'ECCION ZAF-M-2a

K

A e

Na

)

0.603 1.006

Mg

0.748

P

0.894

S

C.793

LA

0.859

K

0.936

Ca

0.952

ELEMENTO

%WT

Na

0.37

Mg

16.23

30.33

0.17




ELEMENTO

ELEMENTO

Na

Mg

P

S

Cl




ELEM P/B

X

DS

X

DS

X

DS

X

DS

X

DS




N.S.

III

<0.001

babilidad estadistica

p = pro

N.S.

ropabilidad est

adistica |




p = probabilidad estadistica

N.S.

111 N.S.

p = probabilidad estadistica IV N.S

11

, = probebilidad estadist o




< 0.0001

< 0.001
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DISCUSION




La "Discusién" de los contenidos de la presente Tesis Doctoral la estableceremos,

contrastando la experiencia aportada y los resultados obtenidos con los antecedentes

bibliograficos previamente considerados.

Asi pues, desarrollaremos ésta en base a los siguientes puntos:

1°) Consideraciones sobre la metodologia quinirgica seguida y los resultados
obtenidos con la misma.

2°) Consideraciones acerca del método de observacién microscopica seguido en
en el desarrollo de nuestro modelo experimental, asi como de los resultados obtenidos
con su uso.

39) Consideraciones sobre la técnica microanalitica y sus resultados.

Con respecto al primer punto, hemos de resaltar que el establecimiento mediante

microcirugia de una derivacion urinaria interna en ratas Wistar o en otras especies, como
replica experimental de la técnica que se aplica a seres humanos, ya ha sido llevada 2
cabo por diferentes autores (Richie, Skinner Yy colbs. 1974, Niifiez, Sanjuédn y colbs.
1987, Daher, Abourachid y colbs. 1989, Koch, McDouga! y colbs. 1991). La idea de

s modelos ce laboratorio para la investigacién biomédica surge

itativa y cualitativa de las complicaciones




observadas en los pacientes sometidos, por una u otra indicacion, a este tipo de técnica

quinirgica (Kelalis 1974, Zincke y Segura 1975, Corbett y Lloyd-Davies 1976, Heidler

Marberger y colbs. 1979, McConnell, Murisor. y colbs. 1979, Silverman, Woodhouse

y colbs. 1986, Nurse y Mundy 1989, Filmer y Spencer 1990,).

No obstante, la utilizacién de un modelo de derivacion urinaria transigmoidea con
la finalidad de establecer un modelo de litogénesis experimental, susceptible de ser

estudiado complementariamente por técnicas de observacion ultraestructural y

microandlisis elemental, es la primera vez que se lleva a cabo.

Asi pues, Ninez y Ramos estudian a nivel experimental el patrén metabélico
inducido por la prictica en animales de experimentacion de esta técnica quinirgica, asi
come de la subsecuente desderivacion, comprobando la reversibilidad del mismo (Nufiez,

Blesa y colbs. 1987, Ramos, Nifiez y colbs. 1989).

En esta misma linea, las observaciones de Kock, se orientan al esclarecimiento
etiopatogénico de la acidosis metabdlica de los pacientes derivados, desarrollando un
modelo experimental propio en orden a dilucidar si ésta €s consecuencia de la actividad
de gérmenes productores de ureasa o a la reabsorcion en tubo digestivo de derivados
amoniacales propios de la orina (Koch, McDougal y colbs. 1991). Anteriormente, ¥
también en el sentido de aumentar la comprensién de los fenémenos patolégicos
infecciosos observados en los pacientes derivados, Richie habia efectuado un estudio

experimental, evidenciando que las pielonefritis observadas eran secundarias al reflujo

y paso de contenido bacteriano intestinal a tramo urinario a través de la anastomosis
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vesicocdlica (Richie, Skinner y colbs. 1974).

En lo que se refiere al potencial tumorogénico de este tipo de cirugia, el

fenomeno, ademds de haberse constatado en la literatura médica por innumerabies
aportaciones (Hammer 1929, Eraklis y Folkman 1978, Zander y Segura 1983,
Castifieiras, Lopez y colbs. 1988, Nurse y Mundy 1989, Filmer y Spencer 1990), ha

sido igualmente evidenciado en modelos animales (Daher, Abourachid y colbs. 1989).

En otro sentido, la potencialidad litogenética de la intervencion, constatada a nivel
de experiencia clinica en humanos en un 10% de los pacientes derivados (Dretler 1973,
Zincke y Segura 1975, Hendren 1983), apenas ha sido desarrollada a nivel experimental,
si se exceptia la aportacion de Nufiez quien obtiene en sus animales de laboratorio
sometidos a vesicosigmoidostomia términolateral con ligadura de uretra gran cantidad de
microcdlculos renales y sélo un 10% de litiasis vesicales a los 5 meses de la intervencion

(Nifiez, Sanjudn y colbs. 1987).

Establecidos estos antecedentes, resulta obligado efectuar a continuacién un

andlisis de los resultac os obtenidos en el desarrollo de nuestra experiencia.

En primer lugar, en lo que se refiere al pardmetro "Mortalidad", como se refleja
en la Gréfica I, ésta alcanza al 52% de los animales intervenidos (n = 32/62),
entendiendo como tal la mortalidad observada en la induccion anestésica sumada 1 la
obtenida en los primefos quince dias postoperatorios, ya que de hecho, a los 6 meses G2

Ja intervencién, 1a mortalidad en nuestra experiencia alcanzé a la totalidad del grupo
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experim indi '
perimental. Este alto indice pone de manifiesto a nuestro juicio la importante

patogenicidad de este tipo de técnica quinirgica, ya observada tras su aplicacion en seres
humanos, y causa de su progresivo abandono en las décadas recicntes a favor de otras
alternativas terapeuticas frente a las indicaciones resefiadas para la misma (Barret y

Furlow 1983, Webster y Sihelnik 1984, Garat, Aragona y colbs. 1985).

Si ei parimetro "Mortalidad" se parcela por causas de muerte, como se refleja
en la Gréfica 11, encontramos un bajo indice de exitus secunda. s ala administracién
de unestésico (grupo 0/1: n=5), lo que viene en parte a ratificar la utilidad de la técnica
anestésica utilizada en cirugia abdominal sobre ratas Wistar (inducci6n por el método de
la campana y mantenimiento por mascarilla con éter al 10%). Por el contrario, la
"Mortalidad precoz" secundaria a otras causas (grupo 0/2), analizada segtin los datos
hallados en las necropsias, alcanzé a 27 animales. En este grupo, llama la atencién la
existencia de obstruccion intestinal o fleo mecénico como ‘dato necrépsico mds
frecuentemente hallado (n=13), fenomeno que podn’é explicarse por la especial
configuracion en bolos de la materia fecal de las ratas, i.echo constatado en la literatura
al respecto (Castejon, Fraile y colbs. 1979, Hebel y Stromberg 1976), que encontraria
dificultad a su paso por 1a anastomosis vesicocdlica creada artificialmente. Otros datos
necrépsicos MeNOs frecuentes de "Mortalidad precoz” fueron fenémenos de
piohidronefrosis, peritonitis y abcesos vesicocélicos. A este respecto, tambien llama la
atencién la presencia de 5 casos de "laparotomias blancas” en las que la necropsia no
aport6 dato alguno esclarecedor de la muerte del animal, pudiendo postularse que €stos

exitus tal vez fueran debidos a causas sépticas 0 metabélicas de dificil objetivacion.




En orden a establecer la relacién de los pardimetros "Peso" y "Mortalidad", se ha

efectuado el andlisis estadistico reflejado en la tabla VIII,, en la que destacan la

diferencia significativa anotada entre el peso medio del grupo experimental (179.933 +/-
47 387) y dei grupo 0/2 de animales que sufrieron "Mortalidad precoz" (127.704 +/-
29.813), frente a la escasa a nula diferencia estadistica de las otras hipétesis de contraste

En virtud de este resultado, pudiera inferirse una relacién directa entre "Mortalidad

precoz” y menor pe;o del animal de experimentacion.

En relacion con la morbilidad postoperatoria, descrita en el apartado

correspondiente del capitulo "Resultados” de nuestra Tesis Doctoral, hemos de resaltar

dos fenémenos:

1. Aparicién de un cuadro caracterizado por disminucion de masa corporal,
astenia, anorexia, caida parcial de pelo, apatia y pérdida de la bulimia habitual. Este
cuadro presentd una duracion media de 1-2 semanas y es atribuible, a nuestro juicio, a
los fenémenos infecuvos y metabdlicos secundarios al establecimiento del modelo
quinirgico. En este sentdo, la aparicién de infecciones urinarias y de complicaciones
metabélicas han sido puestas de manifiesto en numerosas ocasiones, tanto a nivel clinico
( Shapiro, Lebowitz y colbs. 1975, Baker, Kupke y colbs. 1976, Heidler, Marberger Y
colbs. 1979) como experimental (Kass 1963, Ramos, Nufiez y colbs. 1989). De hecho,
en el 26% de los animales del grupo 0/2, segiin refleja la Gréfica 11, pudieron
objetivarse, al realizar las correspondientes necropsias, fendmenos infectivos en forma

de abcesos vesicoc6licos (7%) o piohidroncfrosis (19%).




-

e

Aparicion de deposici [qui e ' i
i posiciones liquidas y ulceras perianales, explicindose las

primeras por la emision conjunta de heces y orina por ano, como consecuencia de la

ligadura de uretra y paso de orina a colon a traves de la anastomosis. De forma
secundaria a ello, la aparicion de tlceras perianales se explicarian por el efecto irritante

de los derivados ureicos y los componentes infecciosos de la orina sobre la regién

perianal e inicio del rabo.

A pesar de la morbi-mortalidad referida anteriormente, la utilidad del mocelo
quinirgico como técnica inductora del modelo litogenético ha de valorarse en funcion de
la incidencia de dicho fenémeno en la experiencia realizada. En este sentido, la Gréfica
111 pone de manifiesto la deteccién de estructuras litidsicas en el 17.74% de todos los
animales operados (n=11/62), porcentaje que se eleva al 36.66% si se contrasta ¢l dato
frente al grupo experimental exclusivamente (n= 11/30). Este porcentaje revela una alta
incidencia del fenémeno litogenético, méxime si se compara con Otros modelos
quirirgicos inductores de litiasis. En este sentido, la experiencia de Shimamura que
estudia el papel de los "cuerpos extrafios” introduciendo un punto de sutura de seda en
la vejiga de ratas de laboratorio apenas consigue desarrollar litiasis en un 10% de las
mismas (Shimamura 1987-1/87-2). Desarrollando un modelo similar al nuestro de
vesicosigmoidostomia terminolateral con ligadura de uretra, Niifiez apenas obtiene un
10% de litiasis vesicales a los 5 meses de la intervencion, aungue este mismo autor llega
a desarrollar estructuras litidsicas en el 40% de ratas sometidas a técnicas de
enterocistoplastia, porcentaje mas similar al obtenido por nosotros (Nufiez, Sanjuan y
colbs. 1987). De obligada cita es la experiencia de Takashasi, quien desarrolla un

modelo de urolitiasis experimental en ratas "Brattleboro”, estudiando por separado Y

-133-




simultdneamente ia capacidad litogenética de cuerpos extrafios, osmolaridad urinaria e

infeccién vesical, induciendo en sus animales una diabetes insipida por administracion
de pitresina, ubicando un punto de seda en vejiga e inyectando proteus mirabilis en
vejiga. Este auto. solo obtiene un porcentaje significativo de urolitiasis (75%) con la
presencia de los tres factores promotores mencionados, concluyendo en la necesidad de
la triple concurrencia de los mismos para la induccién del fenémeno y la escasa
incidencia de litiasis en los animales sometidos a sélo uno o dos de estos factores
(Takashasi, Okada v colbs. 1988). De hecho, éste es el unico autor encontrado en la
bibliografiz consultada con una incidencia litidsica superior en su experimento a la
aportada por nosotros. ademas del ya mencionado referido a las técnicas de
enterocistoplastia desarrolladas en el modelo experimental de Nifiez (Nudez, Sanjudn y

colbs. 1987).

También se han desarrollado a este respecto modelos exentos de manipulacion
quinirgica, como los aportados por Khan (Khan, Finlayson y colbs. 1983), Vermeulen
(Vermeulen, Lyon Yy colbs. 1964, Vermeulen, Ellis y colbs. 1966) y Rottschaeffer
(Rottschaeffer, Sax y colbs. 1970), mediante manipulacion farmacoldgica (administracion
de hormona antidiurética) © microbioldgica (administracion intravesical de

microorganismos), con resultados de incidencia inferiores siempre al 15%.

Otro dato a mencionar en el desarrolio de nuestra experiencia, en lo que se
refiere a la incidencia de (itiasis, lo constituye lo expresado en la Gréfica IV, en la que

se observa una mayor aparicién de senémenos litogenéticos de forma paralela a una
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mayor latencia postquinirgica. Como se refleja en dicha gréfica, los grupos C y I no
presentan la aparicion del fenémeno litogenético, mientras que en los grupos I y III éste

se presentd cor: una incidencia del 40% (n=2/5), y en los grupos IV y V con un 60%

(n=3/5) y 80% (n=4/5), respectivaments.

En este mismo sentido, se aprecia una influencia del pardmetro "Peso” en la
capacidad de supervivencia postoperatoria de los animales, y en consecuencia, en la
probabilidad de presentar litogenicidad. Esto queda reflejado en la tabla VIII,, en la que
destaca la diferencia significativa del peso de los grupos IV y V, con medias superiores
a los 200 gramos con respecto al resto de los grupos experimentales, observindose al
mismo tiempo ur cierto valor en ascenso de todos los pesos medios desde el grupo C
(158.00 +/- 17.621) al grupo V (200.40 +/- 26.021), pudiendo postularse por tanto,
que el mayor peso en el momento quinirgico se sigue de mayor supervivencia

postoperatoria y mayor indice de litogenicidad.

Una vez analizada la metodologia quirdirgica y los resultados obtenidos con 1a
misma, pasamos a desarrollar el segundo apartado de nuestra »Discusién", orientado a
establecer las consideraciones derivadas de la metodologia y resultados de los estudios

morfolégicos llevados a cabo mediante microscopfa electrénica de barrido.

A este respecto, 1a identificacién y descripci6n de patrones morfolégicos mediante

el uso del microscopio electrénico de barrido, aplicado al fen6meno concreto de las

litiasis, data de pocos afios esta parte (Carr 1968, Somacarrera y Alonso 1972, Boyce




" .
1972), encontrdndose en la literatura al respecto descripciones frecuentes de estructuras

liticas obtenidas de cirugia apiicada a seres humanos (Baker, Kupke y colbs. 1985, Khan

y Hackett 1987, Navarro, Campos y colbs. 1990), o bien procedentes de animales de
experimentacién no quirirgica (Fukuda, Tanaka y colbs. 1984), o bien de cristales
estequiométricamente puros obtenidos por sintesis quimica en laboratorios (Cifuentes
1984). En este sentido, podemos afirmar que el uso de esta técnica, aplicada a un
modelo quinirgico de litogénesis experimental, tal y como desarrollamos en la presente

Tesis Doctoral, no consta hasta la fecha en la literatura cientifica.

La eleccion del microscopio electronico de barrido para el estudio de las litiasis
detectadas en nuestro modelo experimental se ha hecho precisamente, en base a la
consideracion de que éste constituye ura tecnologia actualmente en desarrollo en lo
referente al estudio de las litiasis (Dosch y Koestel 1975, Berg, Hesse y colbs. 1982,
Crawford 1984), siendo pues importantc. a nuestro juicio, determinar su capacidad y

utilidad a este respecio.

De hecho, el microscopio electrénico de barrido se ha convertido en los ultimos
afios en una valiosa herramienta de trabajo para una amplia variedad de aplicaciones
cientificas. La razon bisica de ello reside en su caracteristica de poder visualizar la

superficie de las muestras a gran aumento (T erzakis 1985, Rodger 1985).

En lo que se refiere 2 la preparacién de Jos especimenes a observar, en este caso
las 11 estructuras litidsicas obtenidas a partir del modelo quinirgico utilizado, dicha

preparacion se realizé en base a lo manifestado por diversos autores que sugieren 1a
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16gica necesidad de efectuar un estudio, no sélo de la superficie litidsica, sino también
de la topografia que ésta muestra al corte, ya que las superficies de fractura constituyen
un criterio adicional fundamental en orden a reconocer el niicleo y las areas intermedias
de la estructura en estudio. As{ pues, siguiendo las pautas recomendadas por diversos
autores (Kim 1982, Leusmann 1983, Leusmann, Meyer-Jurgens y colbs. 1984, Rodger
1985), las litiasis objeto de nuestro estudio eran observad;ls con lupa y cuidadosamente
fracturadas en orden a obtener una seccién limpia, montadas en portas de aluminio y
recubiertas con 0ro, cbrno ya hemos expuesto en el capitulo correspondiente de "Material
y Métodos". El montaje de las piezas en portas se realizé bien con la superficie de
fractura orientada hacia arriba para efectuar la observacion morfolégica de la seccién,
bien con la estructura de superficie propia de la pieza hacia arriba, en orden a efectuar

el andlisis morfolégico de la misma.

El recubrimiento de nuestras muestras s¢ efectué con oro, en orden a evitar
efecios de carga y distorsiones fotograficas, como afirma Leusmann que sucede con Otros

materiales de recubrimiento (Leusmann, Meyer-Jurgens y colbs. 1984).

Por otra parte, en los resultados obtenidos a este respecto en nuestra linea de
estudio, la descripcion morfoldgica revela un patron general de tendencia al crecimiento
centrifugo a partir de un niicleo central, y por ende, de configuracién final esférica u
ovoidea estructurada en un centro amorfo sobre el que asientan sucesivas capas de
sustancias cristalinas, determinando la aposicion concéntrica de las mismas el grosor final
de la pieza (Figuras 6A, 6B). Esta configuracién en un patrén compacto que s pierde

en la superficie de 1a masa litica creceria moldeando la cavidad de residencia (en este
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caso,

la vejiga, y eventualmente, uréteres) con tendencia a rellenar la misma

presentando pues, en algunas ocasiones, ramificaciones, dando lugar a la variedad
denominada "cdlculo coraliforme” (Figura 2) (Prawermann 1974, Thomas, Rodriguez

y colbs. 1978, Gaussin, Olivieux y colbs. 1979/80, Zuluaga, Torres y colbs. 1986).

Como hemos indicado anteriormente, en los resultados morfol6gicos, nuestro
estudio con MEB ha revelado la existencia de dos patrones basicos: el patrén poliédrico
y el patrén granular. Con respecto al primero, segun refiere la literatura al respecto, se
veria bsicamente formado por un material denominado ESTRUVITA o GUANITA, o lo
que es lo mismo, FOSFATO AMONICO-MAGNESICO HEXAHIDRATADO

[MgNH,PO,-6H.0].

Esta sustancia quimica se encuentra como componente bésico de los ¢ Iculos de
origen infeccioso cominmente descritos entre 10s investigadores del tema (Elliot, Sharp
y colbs. 1959, Guillen Cavero 1970-1/70-2, Meyer, Finlayson y colbs. 1971, Aboulker,
Bernard v colbs. 1971, Alonso y Somacarrera 1972, Stamey 1972, Alonso y
Somacarrera 1973, Sutor 1975, Dosch 1975, Griffith, Musher y colbs. 1976, Alonso y
Somacarrera 1976, Griffith 1978, Blomen 1981, Kim 1982, Leussmann 1983,
Leusmann, Meyer-Jurgens Yy coibs. 1984, Rodriguez Rebollo, Torres y colbs. 1987,
Navarro, Campos Y colbs. 1990). En este mismo sentddo, también viene a ratificarse la
naturaleza postinfecciosa de los célculos derivados de nuestro modelo quinirgico, con
fosfato amonico-magnésico como componente basico de los mismos, en base 2 aspecto
gris—blanquecino tipico observado al corte macroscépicamente, descrito por diversos

autores (Bastian y Gebhardt 1975, Asper ¥ Schmuki 1979, Cifuentes 1984).
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Por otro lado, el patrén relativamente compacto de dreas intermedias con
disposicion frecuente en mosaico detectado en nuestro estudio, seria compatible con lo
que algunos investigadores del tema identifican con el nombre mineralégico de
NEWBERYTA, sustancia que aparece por descomposicién de la estruvita y que se va
formando de manera espontdnea en el inerior del cdlculo. De hecho, la newberyta
aparece sO'o en cdlculos extraidos y conservados en contacto con el aire (Sutor 1968,
Rodriguez-Miinién y Santos 1981, Rodriguez-Mifdén "antos y colbs. 1981), como ocurrié
con los descritos en esta Tesis. Este componer..e detectado en las litiasis fue descrito por
primera vez en un cdlculo del aparato urinario en 1964 por Parsons (Parsons 1964),
tratdndose desde un punto de vista quimico de un fosfato aménico-magnésico distinto del
habitual (estruvita). Su formacidn parece deberse al lento desprendimiento de amoniaco,

mediante el proceso quimico siguiente:

MgNH‘PO‘—GH:O(estruvita)....MgHPO‘ -3H,0(newberyta)

Este componente se detecta asimismo en los depdsitos de guann ccmo

consecuencia de la descomposicion de la estruvita (Guillén Cavero 1972/73).

La hipdtesis de la litogenicidad postinfecciosa a partir de la aposicién de
sustancias que se hallan en suspension en la crina, sobre una matriz orgdnica
(bacterioldgica o celular), se halla hoy fuera de toda duda, destacando de entre todas las

hip6tesis descritas en la literatura por su frecuencia y aceptacion entre los diversos

investigadores, ¢l papel relevante de los gérmenes del género proteus, que actuarian
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fracturando la molécuia de urea mediante el uso de la ureasa contenida en su estructura
bacteriana, alterando asi el pH urinario y la solubilidad del fosfato y del magnesio,
promoviendo su precipitacion en capas sucesivas (Chute y Suby 1943, Braude y
Siemenski 1960, Kass 1963, Griffith, Musher y colbs. 1973, Griffith, Musher y colbs.
1976. Griffith 1978, Robertson 1986). Algunos autores afirman a este respecio Jue ios
célculos vesicales inducidos en ratas tras infeccion ureolitica por Proreus se originaria
inicialmente en depdsitos de fosfato aménico magnésico amorfo sobre el que

posteriormente se depositarian otras sustancias (Rotschacffer, Sax y colbs. 1970).

El fenomeno infectivo inducido por la prictica de la derivacion urinaria

transigmoidea, evidenciado tanto a nivel clinico como experimental, se explicaria por el

doble mecanismo de paso de contenido bacteriano fecal al tramo urinario a través de la

anastomosis vesicocolica (Koch, McDougal y colbs. 1991, Silverman, Woodhouse Y

colbs. 1986) y por la alteracion del flujo urinario normal secundario a la creacién de

4reas anomaias de drenaje y residuo urinarios que actuarian como promotores infecciosos

(Fleisch 1974/78).

un nucleo irregular con

Asi pues, el patron morfolégico general estructurado en

la sucesiva aposicion de capas concéntricas y tendencia esferoidea coraliforme en la

asa litica, tal y como s observa en las litiasis obtenidas en

configuracion final de la m
patron general de "célculo

corresponde;ia bésicamente con el

nuestro  estudio,
en contraposicién con el célculo de

feccioso” descrito en la literatura cientifica,

postin
origen metabélico, estequiom

y Somacarrera 1972, Boyce 1

étricarhente puro y morfolégicamente uniforme en toda su

estructura (Alonso 972-1/72-2, Alonso y Somacarrera
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1973, Dosch y Koestel 1975-1/75-2, Alonso * Somacarrera 1976, Cifuentes, Bellanato
y colbs. 1978, Kennoki, Mizuhira y colbs. 1978, Bastian y Gebhardt 1979, Hesse, Lange
y colbs. 1979, Dosch 1980, Hesse, Hicking y colbs. 1980, Dosch y Eisen 1980, Faure

Netter y colbs. 1980, Hesse, Hicking y colbs. 1981, Garcia de la Pefia y Cifuentes 1981,

Kim 1982, Leusmann 1983, Cuiuentes 1984, Crawford 1984, Kim, Resau y colbs. 1984,

Leusmann, Meyer-Jurgens y cclbs. 1984).

Siguiendo en la linea descriptiva del patrén morfolégico detectado en las litiasis
obtenidas segin nuestro modelo quinirgico, afirmabamos anteriormente que en la
superficie de las mismas se perdia la compacticidad del célculo, aprecidndose en su
topografia estructuras poliédricas numerosisimas irradiando hacia el exterior, con
frecuentes imagenes en "ataid", 4ngulos diedros habitualmente romos y ocasionalmente
formas cubicas. Este patrén poliédrico detectado en la sui;erﬁcie viene a complementar
lo ya descrito para las imagenes correspondientes al niicleo y corte de las litiasts, en el
sentido de que, siguiendo a los investigadores del tema, tal patrén se corresponderia con
fosfato aménico magnésico hexahidratado (estruvita) en una forma cristalogrdficamente
mds perfecta que ]a hallada en el nicleo (fosfato amonico-magnésico amorfo) o en el
corte (newberyta). En este sentido, la forma en "ataid" ha sido descrita frecuentemente
en los sedimentos de orina con fermentacién amoniacal secundaria a infeccion ureolitica
(Wemess, Bergert y colbs. 1981), asi como en ios cdlculos postinfecciosos, siendo
habitual que no conserven regular su superficie y que Sus 4ngulos diedros se vuelvan
romos, tal y como se observa en nUEstras litiasis (Somacarrera y Alonso 1972, Spector

y Jameson 1976, Spector, Garden Y colbs. 1978, Hesse, Berg ¥ colbs. 1979, Hesse,

Hicking y colbs. 1980, Khan Yy Hackett 1986).
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Siguiendo a los autores mds sobresalientes en el tema, puede afirmarse que un

célculo de infeccién ureolitica es un laboratorio quimico ex plena labor, habiéndose
descrito un nimero considerable de sustancias quimicas proximas a la estructura de
estruvita, tales como hannayita, fosfato magnésico cdicico, bioberrita y newberyta
(Cifuentes 1984). Algunos cdlculos vesicales producidos experimentalmente en ratas tras
infeccion ureolitica por Proteus Mirabilis se originan, como hemos referido con
anterioridad, en depdsitos amorfos de fosfato ~ménico magnésico, debiendo pasar, segun
refieren los autores de dicho modelo experimental, al menos 6 semanas para que a partir
de su fase amor™, éste fosfato aménico magnésico cristalice adoptando la tipica
morfologia estruvitica (Rotschaeffer, Sax y colbs. 1970). Estos datos ratifican la
hipdtesis de una conformacion bdsica de nuestras litiasis en fosfato aménico magnésico,
en varias de sus presentaciones quimicas cuantitativas, con formes cristalinas mas puras

conforme se progresa en el analisis morfolégico desde el nicleo 2 la periferia.

Pero, como describiamos en el andlisis morfolégico de nuestras litiasis en el
apartado "Resuitados”, no solamente se han detectado estructuras poliédricas en su
topografia superficial, pues paralelamente, aunque con menor importancia cuantitativa,
hemos detectado un segundo patron microscépico de tipo microesferolitico 0 granular,
con aspecto variable desde granuloma vegetante a configuraciones redondeadas con
numerosas espiculas irradiando al exterior, frecuentemente ubicadas en las grietas Y

oquedades detectadas entre las estructuras poliédricas.

i con
Segun describen numerosos autores, las formas esferoliticas detectadas

i s
frecuencias en los c4lculos postinfecciosos, s corresponden con fosfato célcico y, meno
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veces, con urato amonico (Garcia de la Pefia y Cifuentes 1931). Tales formaciones se
detectan en gran nimero de cédlcuios del aparato urinario y pertenecen a la llamada serie
apatitica. Esta serie estd constituida por diversos compuestos, de los que el mds
caracteristico y mds bdsico es la HIDROXIAPATITA, de férmula quimica
Ca (PO, ¢(OH),, que cuando es perfectamente estequiométrica, fenémeno no encontrado

en los cdlculos humanos o experimentales descritos hasta la fecha, presenta un cociente

Ca/P =

1.666. El otro extremo de la serie apatitica es el fosfato octacdlcico:

Ca,(PO,),(HPO)),-2H,0.

Entre ambos extremos, la hidroxiapatita y el fosfato octacdlcico, existe toda una
serie gradual de componentes intermedios que han venido siendo aenominados "apatitas
fosfocalcicas deficientes 0 no astequiométricas”, ya que no pueden ser definidas por una
formula quimica fija. Estas apatitas deficientes son las habitualmente detectadas
formando parte ' los cdlculos infecciosos.de tipo estruvitico, habiéndose pues incluso
aportado una. formula general para estas apatitas deficientes configuradoras de las
estructuras litidsicas, que seria Ca,o,,(PO,,)‘_,(HPO‘),(OH),_,-xH,O.donde "
podria tener valores entre 0 y 2. En la afirmacién de la generalidad de los autores, l0s
fosfatos cdlcicos biolégicos, entre ellos los de los cdiculos, son apatitas deficientes sin
férmula fija, y su aspecto morfolégico microscopico, aunque algo variado, estd casi
siempre incluido en la linea microgranular o esferolitica, halldndose descritas 2n la
literatura formaciones cristalograficamc..  nerfectas en forma de granulos erizados con
espiculas radiantes que sobresalen de sus bordes externos e irradian en todas direcciones,

idénticas a las aportadas en este estudio. De hecho, el patrén morfoldgico descrito en 12

literatura referida a los esferolitos fosfocdlcicos observados a través del microscopio
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electronico de barrido, aparece bien definido, a veces con superficie lisa, otras con

espiculas radiantes o apenas esbozadas, como agrupaciones de superficie ondulante, con
direcciones caprichosas y formando estructuras que recuerdan los tejidos orgdnicos,
coincidentes con lo que anteriormente hemos descrito como "granulomas vegetantes” al
observar algunas de las estructuras liticas objeto de esta Tesis (Sears 1961, Winand
1963, Cifuentes 1965, Berry 1967, Hesse, Schneider y colbs. 1973, Gonzalez Diaz, e
Hidalgo 1975, Dosch y Koestel 1975-1/75-2, Gonzalez Diaz, Santos y colbs. 1976,
Alonso y Somacarrera 1976, Berg, Hesse y colbs. 1976, Hesse, Lange y colbs 1977,
Cifuentes, Carmona y cobs. 1977, Blaschke y Schmandt 1978, Gonzalez Dfaz y Santos
1978, Gonzalez Dfaz, Garcia Ramos y colbs. 1979, Hesse, Lange y colbs. 1979,
Carmona, Bellahato y colbs. 1980, Dosch 1980, Dosch y Eisen 1980, Konjiki, Sudo y
colbs. 1980, Hesse, Hicking y colbs. 1980, Garcia Ruiz, Acevedo y colbs. 1981, Hesse,

Hicking y colbs. 1981, Meyer-Jurgens 1981, Hesse y Bach 1982).

La descripcion morfolégica de las litiasis detectadas en nuestro modelo
experimental se halla en consonancia con lo previamente aportado por algunos
investigadores que afirman que no existen los cdlculos de estruvita pura, Y que éstos
siempre se hallan mezclados, en mayor o menor proporcion, con cantidades signiﬁcaﬁvas
de fosfato célcico apatitico en su forma esferolitica (Spector y Jameson 1976, Spector,

Garden y colbs. 1978, Cifuentes 1984, Khan y Hackett 1986/87).

En el examen morfolégico de nuestras litiasis, a nivel de su topografia superficial,

tal y como hemos descrito con anterioridad, se han deiectado "huellas” de material

sobreafiadido de aspecto vermiforme arracimado en ocasiones, o bien, redondeadas Y
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protruyendo en la masa litica otras veces (Figura 6C). La morfologia de este material

sugiere la apariencia de contaminacion bacteriana "impresa" sobre la masa pétrea de la
litiasis, pudiendo tratarse de estructuras baciliformes las formas arracimadas y
cocciformes las formas redondeadas. Este dato contradice lo aportado por algunos
autores que afirman que los gérmenes incorporados a la masa del cdlculo no pueden
detectarse, porque la fermentacién amoniacal los destruye una vez que su ciclo vital ha
terminado (Crawford 1984). Aun cuando esta afirmacién goza de aceptacion casi general
entre los investigadores del tema, ya Cifuentes en 1977 expuso Ia posibi’'dad de que
ciertas imagenes detectadas con el microscopio electrénico pudieran tratarse de material
hacteriano calcificado (Cifuentes y Santos 1977). A nuestro juicio, creemos podemos
afirmar que las imdgenes detectadas por nosotros al respecto como material sobreafiadido
a la masa litica, pudieran ser compatibles con formas bacterianas "fosilizadas",
constituyendo una prueba visual de la contaminacién bacteriologica del cdlculo
infeccioso, extren,u ya preconizado por Thomson en 1973 (Thomson y Stamey 1973).
Igualmente, se han detectado actiuuios de bandas uromucoides en nuestras muestras
(Figura. 4C), de muy frecuente asociacion a procesos infecciosos, como ya indicara
Hallson en 1979, aunque tales sustancias, aun cuando se hallan aumentadas en todo

proceso infectivo, no s le ha reconocido atin un papel etiopatogénico relevante en este

fenémeno (Hallson y Rose 1979).

Tras las consideraciones vertidas en tomo a la metodologfa del estudio
microscépico seguido en el desarrollo de nuestra Tesis y de los patrones morfolégicos
obtenidos con ¢l mismo, €S obligado concluir este capitulo con la *Discusién” de 1a

netodologia de la técnica microanalitica utilizada 'y los resultados obtenidos con la
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En este sentido, hemos de comenzar diciendo que el estudio microanalitico de los
elementos constituyentes de una estructura determinada, en combinacién con la
observacién de dichas estructuras en estudio por microscopia electrénica de barrido,
constituye una técnica de reciente incorporacién al estudio e identificacién de litiasis
urinarias u otro tipo de formaciones. La complementariedad de ambos métodos de
estudios queda fuera de toda duda en la sfirmacién de Khan y colbs., cuando dicen que
“mientras el hdbito morfolégico cristalino puede ser reconocido por el microscopio
electrénico de barrido, la naturaleza quimica puede ser determinada por el andlisis

elemental o microandlisis” (Khan y Hackett 1986).

Sin embargo. el método microanalitico, como afirman diversos autores sufre de
ciertas limitaciones, que en algunos casos, incluso les convierte en una técnica inferior
en capacidad discriminativa a la observacion visual del objeto de estudio. A este
respecto, las observaciones de Otnes y Rodger afirman que la identificacion cualitativa
de los componentes de las litiasis son ocasionalmente mds susceptibles de obtenerse por
observacion microscdpica que por microandlisis, afiadiendo en este sentido .que los
estudios microscopicos ayudan a determinar la secuencia de estratificacién o deposicién
de minerales desde el nicleo litidsico hacia su periferia, lo cual no es posible con la
difraccion de rayos X (Rodger 1981, Otnes 1983, Rodger 1985). Esta limitacion se veria
parcialmente compensada por el hecho, afirmado por Kim, de que las estructuras

litidsicas susceptibles de originarse en un organismo, se disponen siempre en placas 0

l4minas, por lo que la simple identifica i6n de las mismas a través de su topografia
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superficial serfa suficiente como medio diagnéstico, aiin cuando no desde un punto de

vista del esclarecimiento etiopatogénico (Kim, Resau y colbs. 1984). De una v otra
forma, en la linea de estos mismos autores, puede afirmarse que, mientras la observacién
por microscopfa se halla sujeta a la experiencia visual subjetiva del observador, no
ocurre asf con el andlisis elemental por energfa dispersiva de rayos X, el cual, con
mayor o menor exactitud, porporciona el espectro cuantitativo de la sustancia en estudio

(Kim 1982, Kim, Resau y colbs >34, Baker, Kupke y colbs. 1985, Khan y Hackett
1986/87).

El fundamento fisico de esta técnica reside en el andlisis espectral de las
intensidades generadas en el punto de impacto por los rayos X que incideﬁ sobre la
muestra. [l uso paralelo del microscopio electronico de barrido permite escoger y
dimensionar una superficie preseleccionada de la muestra, haciendo que el haz de rayos
X generador del espectro incida sobre un drea determinada de la pieza en estudio
(Chambers, Hodgkinson y colbs. 1972, Panessa 1973, Kennoki, Mizuhira y colbs. 1978,
Kim 1979, Kim 1982, Kim, Resau y colbs. 1984, Panessa 1984, Baker, Kupke y colbs.

1985, Khan y Hackett 1987, Ostrowki y Sklodowska 1991).

Debido a ello, en nuestra metodologia microanaﬁtica nos ha sido posible optar
por dos modalidades. La primera de ellas (Modalidad Metodoldgica I: Andlisis general)
se llevé a cabo preseleccionando 4reas de 7 micras cuadradas, en orden a efectuar un
rastreo representativo de ja estructura general de 1a litiasis y posterior muestreo
estadistico de su composicion elemental. En este mismo sentido, la segunda2 Modalidad

(Modalidad Metodolégica II: Andlisis selectivo estructuras poliédricas -M2a-  ©
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granulares -M2b- ) por la que optamos, orientadas al estudio microanalftico concreto

de los dos patrones morfolégicos detectados, se realizé sobre dreas de 0,006 micras

cuadradas. La preseleccién de estos pardrieiros se efectué en orden a una mayor

discriminacién que permitiera la objetivacién previa por pantalla del patrén morfolégico
a microanalizar.

Por otro lado, en el andlisis critico de la técnica microanaltica, son de obligada
referencia las limitaciones e inconvenientes que la misma ha presentado desde su reciente
incorporacién a este tipo de estudios. En este sentido,desde la primera aportacién de un
andlisis espectrométrico de una sustancia cristalina por rayos X (Mathies y Lund 1967),
puede afirmarse que esta tecnologfa ha ido perfeccionandose en orden a obviar las

inexactitudes inherentes a la misma.

Asi, una de las dificultades con las que tropieza el investigador a la hora de
desarrollar un anlisis espectral por técnica microanalitica, esté en la deteccién de los
eiementos ligeros de bajo nimero at smico. Ello es debido en primer lugar a su €scaso
rendimiento de fluorescencia, en segundo lugar a su baja energia siendo féicilmente
absorvidos por la propia muesira, y en tercer lugar a la absorcién producida por la
ventzna de berilio que aisla el detector de la cdmara de alto vacio donde se ubica la
muestra. Por tanto, €s necesario resaltar que los elementos de némero atémico 1 2 8 no
son detectados por este método (Kennoki, Mizuhira y colbs. 1978, Rodger 1981). Un
dato de importancia bsica en este estudio lo constituye €l material de recubrimiento de
la muestra, ya que el oro, escogido en nuestra metodologia microscopica para la

observacion del patron morfolégico, oculta 1a deteccion de elementos constituyentes de
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diversos tipos de litiasis, como el fésforo (Leusmann 1983). En funcién de ello, es por

lo que el recubrimiento de nuestras muestras destinadas a microandlisis se realizé con

carbén, como se ha descrito en capitulo correspondiente de "Material y Métodos”.

En el terreno concreto del estudio de estructuras litidsicas, el mayor inconveniente
a obviar por los investigadores del tema fue precisamente el cardcter de "masa
tridimensional" o pieza de grosor variable "no plana” de tales estructuras. El carécter
"no plano” de estas cstructuras, en la afirmacién de Bokestein, se define como el "grosor
suficiente para disminuir la energia cinética del bombardeo electrénico a un nivel critico
de energia de ionizacién de una drbita determinada (K, L 6 M) para el elemento en
consideracién” ( Boekestein, Stols y colbs. 1980). Este caricter cunferia a la técnica
microanalitica, en comparacién con el an4lisis elemental de estructuras planas, un2 clara
limitacién, dada la pobre resolucién espacial de la difraccién por rayos X . /88 1980,
Terzakis 1985). Con respecto 2 la cuantificacién de los elementos surgieron a este
respecto numerosos problemas, tales como el insuficiente conocimiento de la matriz del
cdlculo, las diferencias de densidad local, el efecto carga, la pérdida de masa,

etc...(Love, Cox y colbs. 1975/76, Fucks, Brombach y colbs. 1978, love Cox ¥y colbs.

1978).

Debido a ello, se han desarroliado en los afios recientes NUMErosos estudios

fisico-matematicos orientados a paliar 1as limitaciones descritas. Asi pues, €n orden 2

obtener por energia dispersiva un resultado microanalitico de alta iiabilidad han sido

desarrollados modelos diversos orientados a la obtencién final de un andlisis elemental
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acorde con la naturaleza cualitativa y cuantitativa exacta de la sustancia e.. estudio,

habiéndose desarrollado 2l conocimiento de constantes correctoras del nimero atémico
(Z), la absorcién de radiacion (A) y la fluorescencia indirecta (F) derivada del dngulo
de incidencia de rayos sobre la masa (Reed 1971, Staham 1978/79, Boekestzin, Stols y

colbs. 1980, Boekestein, Stadhouders y colbs. 1983, Griffin y Nockolds 1991, Gupta
1991).

El resumen de estos estudios ha dado lugar a lo que se conoce con el nombre de
correccién-ZAF o programa corrector de las const2ates capaces de distorsionar el estudio
microanalitico. En este sentido, el prografna BIOFLEX, preconizado por Boekestein y
aplicado en nuestro estudio, recoge todas las consideraciones anteriormente vertidas en

este sentido (Boekestein, Stadhouders y colbs. 1983).

Es asi pues, que las litiasis objeto de nuestro estudio han sido microanalizadas
teniendo Ien cuenta su carcter de "pieza tridimensional”. Al mismo tiempo, 'cada
determinacién microanalitica ha sido realizada sobre 5 dreas distintas de la piezz, en
ordcn a obtener un Muestreo significativo de la misma, qué posteriormente se sometio

a andlisis estadistico.

En este sentido, en lo que s€ refiere a los resultados obtenidos tras el estudio
referido, es de destacar en las wblas V, V1 y VII, referidas respectivamente 2 1as
modalidades metodoldgicas ya consignadas como M-1 (Andlisis general), M-2a (Andlisis

selectivo estructura Poliedro) y M-2b (Andlisis selectivo estructura Grénulo), la presencia

L} H io
casi uniforme de los mismos componentes elementales, cuales son sodio, magnesio,
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fésforo, azufre, cloro, potasio y calcio”. Ocasional y esporddicamente se detecta en todas
ellas la ausencia de algunos elementos, no detectados en una u otra determinacién
microanalitica, por otro lado elementos pobremente detectados desde un punto de vista
cuantitativo a lo largo de toda la distribucién estructural, cuales son sodio, azufre,
potasio y cloro. Estos elementos, como hemos dicho, se reparten casi uniformemente,

pero en pequefias car.idades, por la topografia litidsica.

Por el contrario, los otros tres elementos detectados (calcio, fésforo y magnesio)

se presentan en forma constante y cuantitativamente importante en todas las

determinaciones microanaliticas realizadas.

De estos tres elementos que conforman con mayor importancia cuantitativa la
estructura de la litiasis, destaca en la tabla V, referida a la Modalidad 1, la mayor
cantidad que se detecta uniformemente del componente “Fésforo”, seguido de

"Magnesio" y "Calcio”, éste \ltimo en menor cantidad.

La tabla VI, que refleja la Modalidad Metodoldgica M-2a, referida al andlisis de
estructuras poliédricas, refieja asimismo cifras cuantitativamente muy importantes de los

compornentes wFésforo” y "Magnesio”, junto a cantidades minimas de "Calcio" y otros

elementos.

Por el contrario, 1a tabla V11, referida a 1a Modalidad Metodolégica M-2b que
estudia el patron estructural de las formas granulares, detecta cantidades muy importantes

de "Calcio", frente 2 menores cuantificaciones del elemento "Fgsforo”, y aun menores
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de "Magnesio".

En este mismo sentido, la tabla IX, que refleja los resultados estadisticos del

microandliss realizado, referido a los valores CPS (cuentas por segundo) y P/B (fndice

CPS/BKGD), refleja observaciones similares a las referidas anteriormente, en el sentido
de ausencia esporddica junto a pequefias cuantificaciones de los elementos "Sodio",
*Azufre", "Cloro" y "Potasio”, frente a cantidades mds importantes y corstantes de
"Eésforo”, "Magnesio" y "Calcio”, en los valores correspondientes al andlisis estadistico
de 12 Modalidad Metodolgica M-1, mientras que en los resultados de las modalidades
M-2a y M-2b, destacan respectivamente las cuantificaciones de "Fésforo' ; "Magnesio”

para la primera, y "Calcio” y "Fésforo" para la segunda.

La obtencion del PATRON MICROANALITICO obtenido tras el desarrollo
estadistico de los valores de CPS reflejados en la tabla X, sujetos a las constantes
correctoras del ZAF, como se objetiva en la tabla XI. se ha realizado en todas y cada

una de las modalidades metodologicas consideradas.

A este respecto, destaca en 1a obtencién del PATRON MICROANALITICO
GENERAL (Gréfica V) la elcvada tasa porcentual del elemento "Fésforo" (65.25%),
junto a una menor cantidad de "Magnesio” (23.59%) y muy escasa de otros elementos,
junto a un indice Ca/P = 0.072. Este patron ratifica la composicion basica del cdlculo
como ura estructura de tipo estruvitico postinfeccioso, ya que son precisamente los
elementos aqui mayormente cuantificados 10s depositados en este tipo de cdlculos como

consecuencia de la 4lteracion que sobre Su solubilidad determina ]a ureasa de los

-152-




gérmenes del género Proteus (Braude y Siemenski 1960, Griffith, Musher y colbs. 1973,

Griffith, Musher y colbs. 1976, Griffith 1978, Robertson 1986). Por otro lado, el bajo

valor del indice Ca/P, no refleja sino la escasa participacion del elemento "Calcio” en

este patrén general, elemento por otra parte escasamente detectado aunque siempre

presente en los calculus postinfecciosos (Cifuentes 1965, Berry 1967, Berg, Hesse y

colbs. 1976, Cifuentes, Bellanato y colbs. 1978).

El PATRON MICROANALITICO POLIEDRO, obtenido con el desarrollo de la
Modalidad Metodoldgica M-2a, reflejado en la Gréfica VI, proporciona algunos datos
similares al anterior, en el sentido de contener mucho "Fésforo" (69.5%) y "Magnesio”
(26.91%), junto a cantidades despreciables de otros elementos, presentando un indice
Ca/P muy bajo (=0.007). Este patrén coincide con lo aportado por los investigadores
del tema de que nos hallamos ante cdlculos de tipo estruvitico (fosfato amonico-
magnésico), maxime si tenemos en cuenta que las estructuras morfolégicas de las que
parte el patron descrito son las formas poliédricas ya descritas para este tipo de
formaciones. En este sentido, diversas aportaciones coinciden en el hecho de que cuando
convergen picos altos de "Fésforo" y "Magnesio” en la determinacion microanalitica ¥
estructuras poliédricas, se corresponden ineludiblemente con calculos de ESTRUVITA
(Blomen 1981, Khan y Hackett 1987, Rodriguez Rebollo, Torres y colbs. 1987). No
obstante, ain cuando s¢ halla fuera de toda duda la confizuracion basica de este tipo de
estructuras, pudiera cuestionarse Su perfeccion estequiomeétrica, dado que, como ya

hemos indicado con anterioridad siguiendo a los investigadores del tema, un célculo

i i 1! de
infeccioso es un laboratorio quimico en plena labor, en el que ias formas aiversas

‘ : : e
fosfato amonico-magnésico se combinan entre Si, desde la estruvita purd has

-153-




ortofosfato trimag ~4sico, pasando por la newberyta y otras formas intermedias, algunas

_ 'de las cuales fueron detectadas en nuestro estudio morfolégico (Rodriguez Miiién vy
Santos 1981, Rodriguez Mifién, santos y colbs. 1981, Leusmann 1983, Leusmann,

Meyer-Jurgens y colbs. 1984, Cifuentes 1984), como hemos indicado previamente.

Por otra parte, el PATRON MICROANALITICO GRANULO, reflejado en la
Gréfica VII, muestra una gran cantidad porcentual de "Caicio® (56.16%), junto a una
menor porporcién de "Fésforo" (33.83%) y muy escasa cuantificacién de otros
elementos. con un indice Ca/P = 1,666. Siguicado a los autores del tema, la
convergencia en el resultado microanalitico de !os picos elevados de "Calcio" y
"Fésforo", y la configuracion granular esferolitica, coincide con la participacion
estructural de una forma habitual de FOSF ATO CALCICO (Hesse, Scheneider y colbs.
1973. Hesse, Lange y colbs. 1977, Hesse, Lange ¥ colbs. 1979, Carmona, Bellanato y
colbs. 1980, Hesse, Hicking y colbs. 1981, Hesse y Bach 1982, Khan y Hackett 1987).
En este sentido, adel.antébamos en nuestro andlisis morfolégicos de las estructuras
granulares que tales formaciones granulares suelen corresponderse con lo que ha venido
a denominarse "apatitas deficientes” 0 fosfatos clcicos no estequiomeétricos de formula
imprecisa, variable en una gama que va desde la hidroxiapatita pura al fosfato
octacalcico (Cifuenies 1965, Cifuentes, Carmona y colbs. 1977, Blaschke Yy Schmandt
1978, Meyer-Jurgens 1981). Es precisamente, siguiendo a Cifuentes, el valor del indice

Ca/P el que aproxima al conocimiento de la estructura bésica del crisfal dentro de la

gama apatitica. A este respecto, NUESro estudio revela un valor de dicho indice

correlacionado con 1a existencia de HIDROXIA PATITA pura, €n contradiccién con la

' 3 0 puro
afirmacion de diversos autores que niegan que ésta haya sido encontrada en estado P
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en los cdlculos unnarios (Cifuentes 1965).

En resumen, puede afirmarse que el PATRON MICROANALITICO bésicamente
detectado en nuestras muestras se incluye entre los célculos estruviticos postinfecciosos,
halléndose en menor proporcidn cierta cantidad de fosfato célcico apatitico, como suele

encontrarse habitualmente (Khan y Hackett 1986/87).

En otro sentido, el andlisis estadistico del indice P/B en funci6n del grupo
experimental de pertenencia del animal, en orden a estudiar la hipotética evolucién
secuencial en el tiempo de la composicion del cdlculo, reflejado en la tabia XII, pone de
manifiesto la escasa diferencia significativa de la composicién estructural de las litiasis
segun el intervalo I/E. Asi pues, el estudio ai respecto del elemento "Sodio” aporta una

diferencia estadisticamente significativa sélamente del grupo III respecto 2 los demas

grupos, ya que este elemento no se detectd en los animales del grupo 111, aunque las

cantidades deiectadas en los otros grupos fue muy escasa, dato que resia valor al

resultado obtenido. Los elementos "Magnesio”, *Cloro", "Potasio” ¥ "Calcio" no

presentaron diferencias entre si, mientras que para el elemento "Fésforo” fue también

el grupo III quien presento una escasa variacién (p<0.05) con respecto a los grupos Il

y IV. Por dltimo, el elemento " Azufre” del grupo III también present6 una escasa

variacién (p<0.05) con respecto 2 los grupos I y V.

considerarse Ia

En resumen y al margen de estas escasas varic.;iones, puedc

composicion estructural de las litiasis préct camente homogénea en todos los grupos
experimentales. Este resultado pone de manifiesto que el factor litogenético infeccioso
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desarrollado en nuestro modelo experimental es el mismo a lo largo de todo el proceso

considerado, ya que no han sido encontradas diferencias en su evolucién secuencial en
cuanto a los resultados obtenidos, dato por otra parte similar al aportade en otros
modelos de litogénesis, que no refieren variaciones secuenciales en el tiempo

(Shimamura 1987, Takashasi, Okada y colbs. 1988, Nifiez, Sanjudn y colbs. 1987).

Por dltimo, en lo que se refiere al andlisis estadistico efectuado en orden a
establecer una hipdtesis de contraste entre los dos patrones morfolégicos bésicos
detectados (poliédrico y granular), tal y como reflejan la tabla XTI y la gréfica VIII, de
éste s infiere una importante diferencia entre ambos. Asi puede observarse que mientras
las cuantificaciones de "Sodio", "Azufre", "Potasio” y "Cloro" hgn presentado resultados
similares y escasamente importantes cuantitativamente para ambos patrones, no asf ha ‘
sucedido con el "Fésforo”, "Magnesio” y »Calcio”, pudiendo observarse el predominio
del elemento "Magnesio” en las estructuras poliédricas, frente al predominio del
elemento "Caicio" en las esiructuras granulares y menor diferehcia en la cuantificacién
de "Fésforo". De estos datos se desprende una diferencia significativa en la composicién
de los elementos cuantitativamente m4s importantes para la estruvita (Fésforo y
Magnesio) y para la hidroxiapatita (Fésforo y calcio), datos que vienen a corroborar lo
afirmado previamente en NUEStIos hallazgos morfoldgicos ¥ microanaliticos (Aboulker,
Bernard y colbs. 1971, Somacarrera y Alonso 1972, Dosch y Koestel 1975, Alonso Yy

Somacarrera 1976, Hesse, Hicking y colbs. 1981, Kim 1982, Leussmann, Meyer-Jurgens

y colbs. 1984, Navarro, Campos y colbs. 1990).




CONCLUSIONES




1. El modelo quinirgico utilizado en la presente Tesis Doctoral, la vesicosigmoidostomia

términolateral con ligadura de uretra en ratas Wistar, pone de relieve su capacidad
litogenética. Esta capacidad se halla condicionada por los pardmetros "peso” del animal de

experimentacion y latencia postquinirgica, factores ambos que inciden positivamente en un

mayor indice de litogenicidad.

2. La metodologia que desarrollamos para el estudio con microscopia electrénica de barrido
permite tipificar el patron morfoldgico y su distribucion topografica en las formaciones
litidsicas. La metodologia que desarrollamos para el estudio microanalitico por deteccién de
energia dispersiva de rayos X permite identificar cualitativa y semicuantitativamente los
elementos quimicos existentes €n las estructuras litidsicas, generando ambas €scasos

resultados artefactuales.

3. El estudio con microscopia electronica de parrido pone de manifiesto en las formaciones
litidsicas una morfologia esferoide-coraliforme, configurada en base a un nicleo amorfo
rodeado de capas concéntricas. En la superficie se tipifican dos patrones microscopicos: un
primer patron poliédrico predominante y un segundo patrén granular irregularmente
distribuido. Asimismo, Ia presencia de material baciliforme sobreafiadido pone de relieve

el compcnente bacteriano del fenémeno litogenético.




4. Los estudios microanalfticos generales (Modalidad metodolégica M-1) realizados ponen

de relieve la existencia de una composicion elemental en las estructuras litidsicas constituida

basicamente por niveles significativos de Magnesio y Fésforo, junto a cantidades menores

de Calcio y otros eleraentos.

5 Los estudios microanaliticos realizados sobre estructuras poliédricas (Modalidad
metodoldgica M-2a), ponen de relieve una presencia muy significativa de Magnesio Yy
Fésforo. Este patrén es compatible con litiasis estruviticas postinfecciosas de perfeccion

estequiométrica variable.

6. Los estudios microanaliticos realizados sobre estructuras granulares (Modalidad
metodoldgica M-2b), ponen de relieve una presencia muy significativa de Fasforo y Calcio.

Este patrén es compatible con fosfato cdlcico apatitico en forma de hidroxiapatita.

7. Los estudios realizados con la microscopia electrénica de barrido y el microanlisis en
las formaciones litidsicas obtenidas con nuestro modelo experimental ponen de relieve una
homogeneidad, tanto morfoldgica como microanalitica, evidencidndose por tanto que las

litiasis son idénticas, con independencia de la ~ronologia ael proceso.
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