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INTRODUCCION

1.1 Otitis media cronica

La otitis media crénica en humanos es una patologia del oido medio con una duracion
mayor de tres meses, que se presenta como distintas entidades clinicas: otitis
seromucosa, otitis mucosa abierta, perforacion timpanica, timpanoesclerosis, otitis
colesteatomatosa, otitis granulomatosa, otitis adhesiva y otitis atelectasica’. La
patologia mas frecuente de las descritas es la perforacion timpanica con una

prevalencia ajustada por la edad de 0,45%?>.

1.2 Anatomia del oido

1.2.1 Descripcion anatomica del oido humano

El oido humano se encuentra situado en el hueso temporal y se divide en tres partes:

oido externo, medio e interno (Figura 1).
Las partes que tendran relacion con este trabajo son las dos primeras:

El oido externo esta formado por el pabellon auricular y el conducto auditivo externo.

El pabellon auricular es una estructura constituida por piel y cartilago que tiene por
mision redirigir las ondas sonoras hacia el conducto auditivo externo (CAE), que esta
formado por una porcién externa fibrocartilaginosa y otra interna 6sea. Sus
dimensiones longitudinales van de 2.5 a 3.0 cm., su altura de 0.8 a 1.0 cm. y su anchura
algo menor, entre 0.6 y 0.9 cm. Tiene forma de S con concavidad posteroinferior y
conecta el exterior con la membrana timpanica. En la union del tercio interno con los

dos tercios externos presenta un estrechamiento denominado istmo®.

El oido medio esta constituido por la caja timpanica, los anexos mastoideos y la trompa
de Eustaquio. La caja timpanica es una cavidad con forma de paralelepipedo irregular
que alberga la cadena de huesecillos: martillo, yunque y estribo. Ademas en su interior
se sitdan los musculos del martillo y del estribo y los ligamentos que fijan los
huesecillos a la estructura 0sea de la caja. El nervio facial cruza la cavidad en su salida
del craneo hacia la cara y las estructuras vasculares vena yugular interna y arteria
carOtida interna se relacionan con el oido medio en su salida y entrada al craneo
respectivamente. Su pared externa esta constituida por una pequefia porcion 6sea y la

membrana timpanica. Sus paredes anterior y posterior comunican con las otras dos
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partes del oido medio, la trompa de Eustaquio que supone el ventilador del oido medio

y el antro y las celdillas mastoideas que representan el sistema neumatico®.

La trompa de Eustaquio es un conducto que comunica el oido medio con la
nasofaringe. Esta formada por hueso en su porcién mas proxima a la caja timpanica y
por una estructura condromembranosa en su porcién mas distal. Tiene en su totalidad
una longitud entre 4-5 cm., siendo casi el doble la porcién condromembranosa. Hay un
sistema muscular peritubarico formado por el muasculo elevador del velo del paladar y
por el musculo tensor del velo del paladar. Cuando ambos masculos se encuentran en
reposo la trompa permanece cerrada y se abre cuando se contraen. Existen otros
musculos que se consideran accesorios de esta funcion, como el constrictor superior de
la faringe, el tensor del timpano, el palatofaringeo, el palatogloso y el mdsculo de la
Gvula®. La alteracion funcional del sistema muscular peritubéarico ocasionara
alteraciones de ventilacion del oido medio, que constituirdn la fisiopatologia de

entidades como la otitis seromucosa, entre otras.

El sistema neumatico se encuentra situado en la apéfisis mastoidea del temporal. Esta
formado por unas cavidades llamadas celdillas. Hay una de mayor tamafio denominada
antro mastoideo y otras menores, en nimero variable, que se encuentran unidas entre si.
Al nacer el antro estd conformado, desarrollandose el resto de celdillas en los primeros

4-5 afios de vida.

A ar J
i AN
/ ‘i

Figura 1. Esquema de oido externo, medio e interno. B: Trompa de Eustaquio®.
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1.2.2 Descripcion anatémica de la membrana timpanica humana

La membrana tiene una orientacion anterior, inferior y lateral. Las dimensiones medias
de la membrana timpanica son 1 cm de altura y 0.90 cm de anchura, su grosor es de
0.03- 0.09 mm y su superficie es de 0.65 cm®. El angulo de inclinacién con el plano
horizontal es menor en el nifio (timpano mas horizontalizado) y llega a unos 45 ° en el
adulto®.

Tiene dos partes claramente diferenciadas, tanto en tamafio como en estructura: la pars

tensa y la pars flacida o membrana de Shrapnell (Figura 2).

La pars tensa tiene forma de embudo con veértice en el extremo inferior del mango del
martillo o umbo, encontrdndose retraido unos 2 mm respecto a la zona periférica
timpanica. Se encuentra fijada al sulcus timpanico del hueso timpanal mediante el
annulus o anillo fibroso de Gerlach, que es un engrosamiento de la capa fibrosa del
timpano. EI mango del martillo se encuentra englobado en la membrana timpénica y es
la estructura visible que sirve de referencia en la otoscopia, ademas de dar informacién
sobre la horizontalizacion o retraccion de la misma. En el extremo superior del mango
del martillo se encuentra una prominencia que corresponde a la apofisis lateral o

prominentia mallearis®.

Figura 2. Imagen de un conducto auditivo externo

y membrana timpanica normales.
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La pars flacida 0 membrana de Shrapnell es la porcion de timpano que se inserta en la

escama del temporal, sin tener anillo fibroso que la fije. Tiene forma de triangulo con
vertice inferior de unos pocos milimetros de altura. El limite inferior corresponde a los
ligamentos timpanomaleolares anterior y posterior. Estos ligamentos son la continuidad
del anillo fibroso que salta entre las espinas timpanicas mayor y menor, limites

superiores del hueso timpanal®.

En la zona limite entre la pars flacida y la pars tensa hay un nervio denominado cuerda
del timpano. Es una rama del nervio facial (V11 par) que sale tras la rama que inerva el
musculo del estribo. Cruza el timpano de atras a delante, por la cara interna del mismo
y apoyandose a nivel del cuello del martillo. Sale del oido medio a través de la sutura
petrotimpanica y se une al nervio lingual, encargandose de recoger la sensibilidad
gustativa de los 2/3 anteriores de la lengua y fibras preganglionares para las glandulas

submaxilar y sublingual.

1.3 Histologia de la membrana timpanica

1.3.1 Histologia de la membrana timpanica humana

La estructura histologica de la membrana timpanica humana varia segun se trate de la

pars tensa o de la pars flacida, siendo muy parecida a la del timpano de rata®.

La pars tensa esta formada por cinco capas seglin describe Lim DJ’: una capa externa,
una lamina propia constituida por tres capas de tejido conectivo y una capa interna de
células epiteliales (Figura 3). La capa externa o epidérmica se continda con la piel del
conducto auditivo externo estando formada por epitelio queratinizante escamoso y tiene
entre 3 y 5 hileras de células’. La lamina propia esté constituida por tres capas de tejido
conectivo que de fuera adentro son: una capa delgada, otra densa y de nuevo otra
delgada. Entre estas capas existen dos capas de fibras, una externa con posicion radial y
otra interna circular. También hay otra capa, entre las dos de fibras comentadas, con
fibras oblicuas, que se han descrito como parabélicas, semilunares y transversas®. La
capa mas interna es la mucosa y esta formada por células epiteliales simples. Esta capa
continta con la capa mucosa de la cavidad del oido medio, donde se presentan unas

zonas de epitelio cilindrico pseudo-estratificado y otras de epitelio ctibico’.
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Figura 3. Membrana timpanica humana. Hematoxilina eosina. 20x.

La pars flacida esta constituida por tres capas: una capa externa epidérmica, una lamina
propia y una capa interna mucosa. La capa externa esta formada por 5-10 hileras de
células epiteliales. La lamina propia esta compuesta de fibras de colageno y elasticas
dispuestas irregularmente, siendo este tejido conectivo mas grueso que en la pars tensa.
En esta capa también encontramos capilares y fibras nerviosas con terminaciones no
especializadas. La capa mucosa tiene células escamosas simples, alternandose las zonas

de epitelio cilindrico pseudoestratificado con otras de epitelio ctbico bajo’.

1.3.2 Histologia de la membrana timpanica de la rata

El timpano de la rata tiene un gran parecido estructural con el humano, pero menor
espesor. Si en el humano esté entre 0.030 y 0.095 mm de grosor, en la rata se encuentra
entre 0.004 y 0.006 mm®.

En el timpano de la rata hay dos partes: pars tensa y pars flacida. Las capas que
constituyen cada una de estas partes son parecidas a las descritas en el timpano
humano, existiendo ligeras diferencias como es el grosor de la capa externa epitelial de
la pars tensa, que en la rata esta formada por 1-2 hileras de células® (Figura 4). El tejido
conectivo es acelular y esta engrosado junto al mango del martillo, en unos 0.75 mm
alrededor del mismo. También se encuentra engrosado a nivel del annulus en unos 0.12
mm de longitud. EI grosor en estas dos zonas puede llegar a ser hasta 5 veces el grosor
normal del resto del timpano. No se visualizan vasos sanguineos y el martillo esta
formado por hueso compacto, aungque no tiene una disposicion tipica de osteonas y

canales de Havers®,
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Figura 4. Membrana timpénica de rata. Hematoxilina eosina. 20x.

1.4 Patologia de oido con afectacion timpanica

1.4.1 Perforaciones timpéanicas agudas

Una perforacion timpanica es una solucion de continuidad en la membrana timpanica.
Las perforaciones timpénicas agudas son muy frecuentes, siendo el resultado de
patologia muy diversa. Puede tratarse de una otitis media aguda que produce una
perforacion timpanica con salida de material purulento. En otras ocasiones es producto
de un traumatismo timpanico, tanto directo como indirecto. Los traumatismos directos
suceden tras el manejo de bastoncillos y otros cuerpos extraiios que se introducen en el
oido externo. Los indirectos se producen tras golpes a nivel del pabellon auricular,
ocasionando hiperpresion del aire del CAE que provoca la perforacion timpanica. La
evolucidn natural de las perforaciones agudas es la curacién de forma espontanea en el

97% de los casos cuando son ocasionadas por traumatismos®®.

En las perforaciones agudas la cicatrizacion comienza con el crecimiento de una capa
epitelial delgada en los margenes de la perforacion, que se dirige hacia el centro de la
misma. Después se produce una fibroplasia de la capa intermedia timpéanica y se forma
una costra marrén-amarillenta, formada por coagulo, restos celulares de la capa de

queratina y otros materiales™*.

1.4.2 Perforaciones timpanicas cronicas

La perforacion timpanica cronica es un proceso que presenta una solucion de

continuidad en la membrana timpéanica de més de 3 meses de duracién*? (Figura 5).
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La etiopatogenia es muy variada, pudiendo acontecer como secuela de otitis medias

agudas, otitis medias cronicas, tratamientos con drenajes transtimpanicos, traumatismos
timpanicos, cuerpos extrafios, barotraumas y cirugia de oido medio, entre otras. Cuando
las condiciones no son favorables, las perforaciones timpanicas no evolucionan hacia la
curacion esponténea, sino que permanecen abiertas méas de 12 semanas, estableciéndose
el diagndstico de otitis media crénica simple. Esta es la situacion de las perforaciones
de gran tamafio, de las que mantienen un conducto auditivo externo himedo por
entrada de agua o por secrecion debida a una ototubaritis y de las que presentan

complicaciones como sobreinfecciones®.

Figura 5. Perforacién timpanica crénica

Es una patologia muy frecuente y aparece en todas las décadas de la vida, desde la
primera infancia hasta la tercera edad, presentando una prevalencia ajustada por edad
de 0.45 % segun el estudio de Kaftan y col®, pudiendo llegar a 1.77% en un estudio de

jovenes varones realizado por Salihoglu y col**.

La clinica fundamental es la hipoacusia de transmision, que puede ser mas 0 menos
intensa en funcion del tamafio de la perforacion timpanica, siendo mayor de 30 dB si
hay afectacion de la cadena osicular. Ademas es frecuente una historia de otorreas en el
oido perforado, bien como consecuencia de cuadros catarrales que afecten a la mucosa
del oido medio o bien por la entrada de agua, ocasionando otitis medias agudas
supuradas. Cuanto mas tiempo permanezca abierta una perforacion timpanica, sobre
todo con tubos de drenaje transtimpanicos, mayor es el riesgo de hialinizacion de la

capa intermedia, resultando placas esclerdticas que se visualizaran por otoscopia®.
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En la exploracion otoscOpica podemos encontrar roturas timpanicas que se pueden

clasificar, segin el cuadrante afectado en: posteriores o anteriores y a su vez en
superiores o inferiores. Segun la afectacion del anulus pueden ser marginales si esta
afectado o centrales si no lo esta. Segun el tamario, la perforacion puede ser de un
cuadrante, dos cuadrantes, subtotal o total. Estas perforaciones precisaran de un
tratamiento quirdrgico o timpanoplastia para su resolucién. El término de
timpanoplastia define cualquier tipo de cirugia destinada a tratar la otitis media crénica,
implicandose a la membrana timpanica y/o a la cadena de huesecillos y estructuras
6seas que forman el estuche 6seo del oido medio®™®. Una revisién histérica nos lleva a
1640, fecha en la que Marcus Banzer realizd un cierre de una perforacion timpéanica
con vejiga de cerdo. Pero fue Berthold quien introdujo el término de miringoplastia en

1878, empleando injertos de piel libre.

Las timpanoplastias se han clasificado en cinco tipos desde Zollner y Wullstein en
195217 Segiin Wullstein el tipo | reconstruye un timpano con un oido medio normal,
preservando las funciones de audicion y de proteccion. El tipo Il soluciona pequefios
defectos de la cadena osicular intentando mantener un tamafio y una profundidad de
oido medio normales. El tipo 111 se aplica a los oidos con grandes defectos del martillo
y del yunque. Se eliminan dichos huesecillos y el epitimpano. El tipo 1V se presenta
cuando hay una platina movil sin cruras del estribo. Se deja el nicho de la ventana oval
abierto hacia el CAE. El tipo V muestra una platina fija, precisando abrir una nueva
ventana. Solo se conserva del oido medio la entrada a la trompa de Eustaquio y el
hipotimpano para proteger la ventana redonda.

En nuestro trabajo nos interesa conocer la timpanoplastia tipo |1 o miringoplastia, que es
la utilizada para resolver las perforaciones timpanicas, cuando éstas no se acompafian
de patologia en la cadena de huesecillos ni en el estuche 6seo. Consiste en activar la
cicatrizacion reavivando los bordes de la perforacion, extirpando los restos de la capa

epidérmica proximos a la misma, y después colocando un injerto que la cubra.
Los materiales utilizados habitualmente para realizar la miringoplastia son:

Aponeurosis o fascia de musculo temporal.

Esta técnica fue desarrollada en la década de los afios 60 por Heermann y Storrs. 8%

Es la mas utilizada por ser de facil acceso (extraccion de la fascia del musculo temporal

en la regidn retro auricular) y resistente a la anoxia. El injerto debe adelgazarse y
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liberarse de cualquier tejido muscular o adiposo, tras lo cual se seca aplastandolo y se

recorta al formato deseado antes de colocarlo. El injerto suele situarse medial al resto
timpanico, salvo en las perforaciones subtotales en las que el injerto se puede situar
lateral al mango del martillo y medial al resto del timpano. Se trata de la técnica over-

underlay 2.

Pericondrio de trago o de concha auricular.

El material utilizado es el pericondrio o envoltura del cartilago y se trata de un tejido
que tapiza al cartilago por sus dos caras. Es de caracteristicas muy parecidas al de la

aponeurosis temporal, pero algo més facil de manipular debido a su consistencia®.
Grasa.

Se trata de un material utilizado en la década de los 60, que fue abandonado y cuya
utilizacion se ha reiniciado nuevamente en los Gltimos afios®. La grasa abdominal es
preferible a la del 16bulo de la oreja. Esta se coloca como si fuera un didbolo a través de
la perforacion, tras haber reavivado los bordes. Tiene como limitaciones, que la
perforacion debe ser menor del 50% del tamafio timpanico, ademas de no ser marginal,
no presentar timpanoesclerosis en el borde de la perforacion y tener mucosa de la caja
timpéanica sana. Se puede realizar bajo anestesia local. Las limitaciones para su
utilizacion y los resultados inferiores a los obtenidos con los materiales mencionados
anteriormente, hicieron que se abandonara la técnica. Hay autores que la utilizan en la
actualidad con é&cido hialurénico, con unos resultados comparables a las técnicas

underlay y overlay y con la ventaja de ser una técnica ambulatoria®*.

Cartilago.

En perforaciones recidivantes y timpanos atelectdsicos o con retracciones, se suele
utilizar cartilago tragal o de la concha, debido a su rigidez y resistencia a la
reabsorcién. Como inconvenientes esta la recuperacién funcional que depende del
grosor®. Si el injerto de cartilago no es demasiado grande y lo adelgazamos mucho, no
alterard demasiado la movilidad timpéanica. Esto permitiria estudiar el funcionamiento
del oido medio mediante la timpanometria. Otro inconveniente es la opacidad que no
permite controlar la aparicion de un colesteatoma, necesitando realizar estudios de
Tomografia Axial Computarizada (TAC) para su diagnéstico. Eavey®® describi6 la

27
|

técnica del cartilago en mariposa colocandolo con el pericondrio. Tek y col’ obtienen
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mejores resultados utilizando la combinacion de cartilago y fascia en las perforaciones

subtotales y anteriores, que en las que utilizan solo la fascia.
Gelfoam.

Es una esponja hemostatica preparada a partir de piel porcina purificada, que se
reabsorbe en unas semanas. Se utiliza para cerrar perforaciones pequefias centrales
entre 2 'y 4 mm, tras reavivar los bordes. En el trabajo de Niklasson se obtienen un 83%

de buenos resultados con esta técnica?®,

Aloinjertos vy heteroinjertos. Membrana amnidtica.

Se han publicado numerosos estudios sobre la utilizacion de injertos de origen humano
o animal®®. En los Gltimos afios la terapia celular con células stem mesenquimales
constituye una opcion terapéutica reparadora en muchas especialidades médicas, no
solo en hematologia®2. La utilizacién de materiales como membrana amniética®*
para medicina regenerativa supone una buena fuente de células madre multipotentes,

con baja inmunogenicidad y de fécil adquisicion.

En la reparacion de perforaciones timpanicas no se ha trabajado directamente con
membrana amniotica, aunque si se han utilizado células madre mesenguimales en suero
salino a una concentracién de 1.2x10° células/mI*®. En este trabajo Rahman y col
cronificaban las perforaciones timpanicas de las ratas mediante corticoides y después
reavivaban los bordes de la perforacion y llenaban la cavidad del oido medio con la
solucion de células madre mesenquimales, consiguiendo el cierre de las perforaciones

timpanicas en un 40%, muy superior al 10% de cierre conseguido en los controles.

1.4.3 Otitis media crdénica seromucosa

La otitis media seromucosa u otitis media secretora es una enfermedad cronica de la
mucosa del oido medio, caracterizada por una coleccién seromucosa en la caja del
timpano, con una evolucion mayor de 3 meses. Suele afectar a nifios menores de 8 afos
suponiendo el 70% de las otitis secretoras, correspondiendo el 20% a los lactantes y el
resto a los adultos. La afectacion en la poblacion infantil suele ser bilateral mientras

que en los adultos predomina la unilateralidad *.

En la actualidad la teoria etiopatogénica méas aceptada es la de un proceso inflamatorio

del oido medio. Se produce una metaplasia mucipara en la mucosa de las cavidades
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timpanicas, que producen un exudado parecido a las mucinas. La trompa de Eustaquio

solo tiene un papel secundario, porque el bloqueo tubarico ocurre tras la inflamacién y
la produccién de moco. El tapdn mucoso puede enclavarse en la trompa y generar una
hipopresion en el oido medio. El analisis bioquimico del material acumulado en el oido
medio de una otitis secretora, es de un exudado con glucoproteinas. Ademas se ha
aislado 1g A secretora®® igual que la de la mucosa nasal y digestiva, constituyendo una
primera linea defensiva inmunitaria frente a la invasion de bacterias y virus. También
se han detectado mediante técnicas de PCR fragmentos de ADN de bacterias como
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae y Moraxella catarrhalis®. Todo
esto avala la hipdtesis de una infeccion primaria en la patogenia de la otitis secretora.
Hace unos afios, el papel principal en la etiopatogenia de la otitis secretora
correspondia a la trompa de Eustaquio, pero Gltimamente se ha observado que solo
tiene una influencia directa en las obstrucciones agudas por barotraumatismos o
fracturas del pefiasco. En estos casos la trompa es responsable de una hipopresion en el

oido medio y de la produccién de un trasudado®’.

Clinicamente la hipoacusia es el sintoma principal de la otitis seromucosa. Se trata de
una hipoacusia de transmision en la que se mantiene normal el umbral de la via 6sea y
esta descendido el umbral de la via aérea. El nivel de pérdida auditiva es variable,
dependiendo del contenido seromucoso que haya en el oido medio. Fria y col*
encontraron, en un estudio de 977 otitis secretoras, un nivel medio auditivo de 24.6 dB
en los niflos menores de 2 afios y un nivel auditivo de 27 dB en los nifios entre 2 y 12
afios. Ademas, cuando la pérdida auditiva era bilateral y mayor de 30 dB repercutia en
la adquisicién del lenguaje de los nifios. Los adultos con otitis secretoras tienen a veces
taponamiento con autofonia (resonancia de la propia voz en el oido afecto) e incluso
desequilibrio que va desde una ataxia leve al vértigo segin Grace **. Otros sintomas
menos constantes son las otalgias fugaces de unos minutos. Las otitis medias agudas
recidivantes suelen alertar sobre la posibilidad de presentar otitis seromucosas, dada la

frecuente asociacion de estos procesos.

Hay unos factores de riesgo para padecer otitis secretora como son la prematuridad y
haber precisado una reanimacion neonatal. Los nifios con otitis medias agudas muy
precoces suelen tener mas frecuentemente otitis secretoras. Los antecedentes alérgicos

propios o familiares, el tabaquismo pasivo y el inicio precoz en guarderias son factores
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que influyen en la frecuencia de esta patologia. El reflujo gastroesofagico y haber

recibido radioterapia en el macizo facial también se consideran factores de riesgo®’.
El diagnéstico se realiza mediante la otoscopia y las exploraciones audiométricas®.

En la otoscopia se observa una pérdida de la semitransparencia timpanica. Aunque se
observe cierto edema en el timpano se identifican los relieves a diferencia de lo que
ocurre en la otitis media aguda. La coloracion del timpano también es variable en esta
patologia pudiendo presentar tonos sonrosados, anaranjados y azulados (Figura 6). El
aspecto timpanico puede ser retraido y atrofico, con afectacion de todo el timpano o de
algin cuadrante, sobre todo el posterosuperior. La visualizacion de un nivel liquido a

través del timpano suele ayudar en el diagndstico.

Figura 6. Otitis seromucosa. Coloracién anaranjada con nivel hidro-aéreo.

Las exploraciones audiométricas consisten en timpanometria y audiometria.
Las timpanometrias son pruebas objetivas que permiten el estudio de la movilidad
timpéanica a cualquier edad. Se somete el timpano a presiones de aire variables y se
observa la presion en la que el timpano presenta la maxima movilidad, que coincidira
con la presién del oido medio. Los modelos de curvas descritos por Jerger*® en 1970

son:
-Tipo A la méaxima flexibilidad timpanica se encuentra entre +50 y -100 daPa.

-Tipo B cuando la curva es una recta sin pico de méxima flexibilidad.
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-Tipo C la méxima flexibilidad timpanica esta en presiones menores de -100 daPa.

Aunque hay otros subtipos de curvas, éstos son los méas utilizados en clinica. En la

otitis seromucosa encontraremos curvas tipo B.

La audiometria es una prueba que consiste en medir el umbral auditivo de cada
frecuencia desde 250 a 8000 Hz. En la otitis secretora nos encontraremos una
hipoacusia de transmision que consiste en una diferencia mayor de 15 dB, entre los
umbrales 6seos y los de via aérea. Precisa para su realizacion la colaboracion del
paciente, por ello la audiometria convencional solo se puede realizar en nifios mayores
de 5 afios. Entre los 2 y los 5 afios se pueden realizar audiometrias mediante juegos
como el peep show*. En los nifios entre 5 meses y 2 afios se utiliza la audiometria por
reflejo de orientacion condicionado. En esta Ultima se presentan estimulos por la
espalda del nifio y se observan los cambios posturales que se producen. Si precisaramos
una audiometria objetiva en menores de 5 afios deberiamos recurrir a los potenciales
evocados auditivos de tronco cerebral (PEATC) que estudian la via auditiva hasta la

corteza cerebral.

En la actualidad el dnico tratamiento eficaz para tratar la otitis secretora es la
paracentesis con colocacién de un drenaje transtimpanico®. El resto de tratamientos
que se han usado como antibidticos, mucoliticos, antihistaminicos y descongestivos no

han dado buenos resultados®’.

Los drenajes transtimpanicos son unos tubos fenestrados de diferentes materiales, con
dilataciones en los extremos para mantenerse situados en la membrana timpanica, cuya
mision es la de impedir el cierre de la perforacion que hemos realizado en dicha
membrana y mantener ventilado el oido medio. Los maés utilizados hoy en dia son de
dos tipos: los estandar tipo Donaldson o de corta duracién y los de larga duracién tipo
T-tube de Goode. Los primeros suelen permanecer colocados de 6 a 12 meses, antes de
la expulsion espontanea, mientras que los segundos pueden estar afios. Los drenajes
transtimpanicos se colocan en los cuadrantes anteroinferiores, tras la realizacion de una
incision en el timpano en el sentido radial de las fibras, bajo control microscépico.
Antes de su colocacion se puede extraer parte del contenido mucoso del oido medio
mediante aspiracion. En los adultos se puede realizar la técnica descrita con anestesia

topica como la lidocaina o fenol. Sin embargo en los nifios, dada la necesidad de
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utilizar el microscopio para la colocacion de los drenajes, con la inmovilidad cefalica

que se requiere, tenemos que realizar como minimo una sedacion.

Las complicaciones de los drenajes transtimpanicos fueron estudiadas en un meta
analisis por Kay*" siendo la complicacién mas frecuente la recidiva de la otitis secretora
tras la expulsion o la extraccion de los drenajes transtimpanicos. En su estudio observo
que en el 3.9% de los oidos se producia la extrusion de los drenajes y en el 0.5% de los
casos una migracion hacia el oido medio, antes de los 4-6 meses. También se pueden
producir obstrucciones de los drenajes de forma precoz, en 7% de los casos. Suele tener
relacion con la sangre que se haya producido en la cirugia, pudiendo quedar coagulada
obstruyendo el drenaje. Otra complicacion es la otorrea secundaria, que constituye el
26% Yy suele producirse por la entrada de agua en el oido durante el bafio, aunque esta
otorrea también se puede producir por una infeccion rinofaringea. Habra que proceder a
la limpieza del CAE vy a la aplicacion de gotas antibi6ticas en el oido. Podemos tener
perforaciones timpéanicas residuales tras la extraccion o la expulsion espontanea de los
drenajes. En los drenajes de corta duracién esta complicacion se presenta en un 2.2 %y
en los de larga duracion puede llegar hasta el 16.6 %. Con la colocacion de drenajes y
dependiendo del tiempo de permanencia de los mismos podemos encontrar placas
calcareas a nivel timpanico en un 32 % de los casos. Otras complicaciones como

colesteatomas iatrogénicos o laberintizacion son muy poco frecuentes®’.

1.5 Modelos animales

La busqueda de modelos animales con cronificacion de las perforaciones timpanicas se
ha ensayado desde los afios 90, con la realizacion de la miringotomia incisional (con
instrumentos frios) o mediante un equipo laser (CO2, Argdn) con o sin la aplicacion de
sustancias como: 5 fluorouracilo, halofuginona, colchicina, hidrocortisona,

glutaraldehido y mitomicina C entre otras.
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1.5.1 Ensayos de cronificacién de las perforaciones timpanicas en animales.

Laser de CO,.

Se utiliza como un bisturi. Consiste en una amplificacion de luz por emision estimulada
de radiaciéon. Hay muchos tipos de laser segun el medio que se utilice. EI de CO; utiliza
un gas con transiciones vibracionales de los atomos. Tiene una gran precision y
consigue minimas pérdidas sanguineas en comparacion con otros instrumentos de corte.
La radiacion tiene una longitud de onda de 10600 nm. y tiene una potencia de salida de
5 a 50 watios. Realizando la perforacion timpanica con el laser se ha conseguido
cronificar las perforaciones timpénicas en ensayos realizados en ratas y en humanos*®
% Con la asociacién de otras sustancias se obtienen los mejores resultados de

cronificacion timpanica en modelos animales.

Laser de Argoén.

El laser de Argon utiliza como medio un gas pero con transiciones electronicas. Se
utiliza en oftalmologia para el tratamiento de los desgarros retinales, antes de que se
produzca el desprendimiento de retina. Desplazo al laser de rubi. Su radiacién es de
414 nm. de longitud de onda. Tiene menor potencia de salida que el de CO,, de 1 a 15
watios. Se ha utilizado en ratas y conejillos de indias para estudiar la cronificacion de

las perforaciones timpanicas>*>2,

5 Fluorouracilo.

El Fluorouracilo es un quimioterdpico antimetabolito. Los antimetabolitos son
sustancias similares a las sustancias normales que se encuentran dentro de la célula
pero cuando las células incorporan estas sustancias a su metabolismo celular, pierden

la capacidad de dividirse.

Ademéas de la utilizacibn como quimioterapico, se ha usado en estudios de
cronificacién de perforaciones timpénicas en ratas®*. Los resultados prolongan la

permeabilidad timpanica cuando se compara con la solucion salina.

Halofuginona.

La halofuginona es un agente antiprotozoario del grupo de los derivados de la
quinazolinona. Tiene capacidad de retrasar el crecimiento del tejido conjuntivo e

impedir el crecimiento de una nueva vascularizacion.
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Es otra sustancia que se ha probado en los trabajos de cronificacion de las

perforaciones timpanicas en ratas®®. Los resultados de duracién de permeabilidad de

las perforaciones son de 3 semanas de media.
Colchicina.

Es un farmaco antimitético que reduce la formacion de tejido de granulacion. Su
mecanismo de accion es por la formacion de un complejo entre la colchicina y la
proteina tubulina. Esta dltima forma parte del citoesqueleto del huso mitético y al
formarse ese complejo se evita la division celular, bien por interrupcion de la misma o
por la formacion de células inviables debido a su carga cromosémica anémala. La
colchicina se ha utilizado por Haim G y col® para la cronificacién de perforaciones
timpanicas en ratas. Los resultados de la duracién de las perforaciones timpanicas son

de unas dos semanas de media.

Hidrocortisona.

La hidrocortisona aplicada en la piel produce efectos sobre los componentes del tejido
conjuntivo como son el colageno, la elastina, los glicosaminoglicanos y la fibronectina.
Provocan atrofia de la union dermo-epidérmica. Produce también una reduccion de la
sintesis del acido hialurénico, elemento importante en la cicatrizacion. Spandow O y
col®® han utilizado la hidrocortisona, aplicandola durante 10 dfas, para establecer un

modelo animal de ratas con cronificacion de las perforaciones timpanicas.

Glutaraldehido.

Provoca la desnaturalizacion de las proteinas e induce la reticulacion del colageno.
Detiene el desarrollo de la red vascular de la capa fibrosa. El glutaraldehido es un
producto quimico toxico utilizado frecuentemente en la desinfeccion del material
médico. El glutaraldehido al 2% se ha probado por Truy E y col®®, como sustancia para
cronificar las perforaciones timpanicas en perros. Consiguen una permeabilidad de las
miringotomias elevada, manteniendo mas del 50% de las perforaciones mas de tres

meses.
Mitomicina C.

La mitomicina C es un antibi6tico antitumoral, de la familia de los aminoglucésidos
que se comporta como un alquilante, desorganizando el ADN en las células tumorales.

Se extrae del hongo Streptomyces caespitosus. Se comporta interrumpiendo la
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replicacion del ADN, inhibiendo la mitosis y la sintesis de proteinas. Altera la

replicacién de los fibroblastos y de las células epiteliales”. Tiene una actividad
carcinogénica en ratones, tras una administracion subcutanea, sin embargo no hay datos
recogidos sobre la carcinogenicidad en humanos. Los principales efectos toxicos se dan
en la médula 6sea y en sangre periférica, pudiendo presentar atrofia del bazo, timo,

testiculos, vesicula seminal, prostata y ovarios.

La mitomicina C, como sustancia para generar cronicidad en las perforaciones
timpénicas, ha sido utilizada en ensayos con ratas por Kaftan H. y col®®®*, Yucel OT*,
Estrem y col®®® y Hesham y col®, entre otros. Otros animales como conejillos de
indias™"** han sido utilizados en los ensayos donde se ha aplicado mitomicina C para

cronificar las perforaciones timpanicas.
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La gran variedad de materiales utilizados para tratar la perforacion timpanica es

evidencia de que los resultados distan mucho de ser satisfactorios y que por ello se
mantiene abierta la investigacion sobre nuevas alternativas de andamiajes biologicos o

constructos de ingenieria tisular que pudieran facilitar la cicatrizacion.

Dada la experiencia positiva de nuestro grupo en el estudio y utilizacién de la
membrana amniotica como apdsito bioldgico para la cicatrizacion de las heridas, por
sus propiedades regenerativas, anti-inflamatorias, anti-infecciosas e inmuno-
moduladoras, nos planteamos su utilizacion en el cierre de las perforaciones timpanicas
en humanos, porque ademas es un material facilmente disponible y sin problemas
éticos para su utilizacion en clinica humana® **3*. Como primer paso para llegar a
plantear un ensayo clinico del uso de membrana amniética en las perforaciones
timpanicas es necesario realizar un estudio preclinico que demuestre su seguridad y
eficacia en un modelo animal con perforaciones timpéanicas cronificadas y en
consecuencia nos enfocamos al desarrollo del modelo animal. En nuestra revision de la
literatura encontramos estudios que conseguian la cronificacion de las perforaciones
utilizando miringotomias con laser asociadas a la utilizacién de hidrocortisona o
mitomicina C, siendo esta Gltima un citostatico que ya se habia utilizado para retrasar la
cicatrizacion de diferentes patologias en especialidades como oftalmologia y
otorrinolaringologia. Otros autores obtienen buenos resultados con las técnicas de
miringotomia incisional tratadas con glutaraldehido en perros, aunque son escasos 10s

ensayos realizados con esta sustancia.

Debido a que el laser es caro y no esta disponible habitualmente en los laboratorios de
investigacion y a la gran dispersion de métodos publicados para potenciar la capacidad
de la mitomicina C para cronificar las perforaciones timpéanicas, como son la
amputacion del mango del martillo, la aplicacion previa a la miringotomia y la
asociacion de dexametasona, sin que existan resultados concluyentes, se decidid
desarrollar un modelo de cronicidad de perforacion timpanica mediante el uso de
miringotomias incisionales con mitomicina C que permita establecer un protocolo

reproducible en la mayoria de los laboratorios de investigacion.

Ademés, si pudiéramos establecer un modelo murino de cronicidad de perforacion
timpanica y se mantuviera la permeabilidad mayor de 3 meses, podriamos plantear

nuevos ensayos para estudiar la cronicidad de la perforacion timpanica como
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alternativa terapéutica en las otitis seromucosas, evitando el uso de drenajes

transtimpanicos.
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OBIJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

Establecer un modelo murino de cronificacion de las perforaciones timpanicas

mediante miringotomia incisional y aplicacion de mitomicina C, que se mantenga

durante un minimo de 8 semanas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Estudiar la duracion de las perforaciones timpanicas (miringotomias) tras la
aplicacion de mitomicina C, en ratas Sprague Dawley, utilizando como grupo

control la aplicacion de solucion salina.

Estudiar el efecto sobre la duracion de la permeabilidad de las miringotomias,

de la amputacion del mango del martillo tras la aplicacion de mitomicina C

Estudiar el efecto sobre la duracion de la permeabilidad de las miringotomias,

de la aplicacion de mitomicina C antes o después de la perforacion timpanica.

Comparar la duracion de las miringotomias al aplicar mitomicina C sola o

asociada a dexametasona.

Comprobar, si se consigue el modelo murino de cronificacion de perforacion
timpanica, con una duracién de la permeabilidad mayor de 3 meses. Esto
serviria para proponer una alternativa terapéutica en las otitis seromucosas,
evitando los drenajes transtimpanicos, que habria que estudiar mediante un

ensayo.
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4.1 Instalaciones fisicas

Todo el trabajo de investigacion se ha realizado en las instalaciones del Centro de
Experimentacion e Investigacion Biosanitaria (CEIB) del Campus de Ciencias de la
Salud de la Universidad de Murcia, localizado en El Palmar.

Las instalaciones del animalario del CEIB retnen los requisitos establecidos por ley,
con paredes, techos y suelos lisos, hechos de materiales de facil lavado. También son
resistentes a la aplicacion de desinfectantes. Hay cierres herméticos en las puertas, con
barreras anti roedores y anti insectos. Se controlan los factores ambientales de
temperatura, humedad, ventilacion y presurizacion, ademas de los factores fisicos-
quimicos: iluminacion, ruido, etc. Hay dos pasillos que separan las zonas estériles,

disminuyendo la transmision de agentes infecciosos que puedan afectar a los animales.

Los animales utilizados en el estudio estuvieron en cubetas en condiciones libres de
patdgenos especificos (SPF), con sistemas de Racks ventilados con presion positiva
(Figura 7).

Figura 7. Cubetas aisladas para las ratas del sistema de Racks ventilados

Las condiciones ambientales se mantuvieron constantes durante todo el estudio, con
ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. La temperatura se mantuvo constante
a20°C y la humedad al 48% °°.
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El Comité Etico de Experimentacion Animal de la Universidad de Murcia emitié un

dictamen favorable del proyecto presentado, tras considerar los informes propuestos y
sefialando que se respetaban los principios éticos basicos recogidos en la legislacion
actual vigente sobre proteccion de animales utilizados en investigacion a nivel nacional

y europeo®® %,

Se solicito autorizacion al Servicio de Sanidad Animal de la Consejeria de Agricultura

y Agua, que fue concedida por la Direccion General de Ganaderia y Pesca (Anexo 1).

4.2 Disefo del estudio

Se disefid un ensayo prospectivo analitico con tres grupos de ratas Sprague Dawley.

Los grupos del estudio se nombraron con las letras A, By C (Tabla 1).

El grupo A estaba formado por 10 ratas a cuyos oidos izquierdos se les aplicd

Mitomicina C y a los oidos derechos solucion salina.
En el grupo A se hicieron dos brazos:

Grupo Al) Los Ol de cada una de las 10 ratas fueron tratados con una perforacion casi
total de la membrana timpanica, con amputacion del mango del martillo vy

posteriormente se les aplicé Mitomicina C durante 10 minutos.

Grupo A2) Los OD de cada rata fueron tratados igual que los izquierdos pero se les
aplicé Solucion Salina.

El grupo B estaba formado por 12 ratas. A 10 ratas se les aplicd Mitomicina C y las dos
restantes del grupo se trataron con una solucion salina fisioldgica y fueron los controles

del grupo.
En el grupo B se establecieron 4 brazos:

Grupo B1) Los oidos de cada una de las 10 ratas que fueron tratados con Mitomicina C
durante 10 minutos, previamente a la perforacion casi total de la membrana timpanica,

sin amputacion del mango del martillo.
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Grupo B2) Los oidos contralaterales de las 10 ratas fueron tratados con Mitomicina C

durante 10 minutos, previamente a la perforacién de la membrana timpénica con

amputacion del mango del martillo.

Grupo B3) Los dos oidos de las ratas controles fueron tratadas con aplicacion de
solucion salina, previamente a la perforacion timpanica sin amputacion del mango del

martillo.

Grupo B4) Los dos oidos contralaterales de las ratas controles fueron tratados con
aplicacion de solucion salina, previamente a la perforacion timpanica con amputacion

del mango del martillo.

El grupo C estaba formado por 12 ratas. A 10 ratas se les aplicé Mitomicina C y
Dexametasona y las dos restantes del grupo se trataron con una solucion salina

fisioldgica y fueron los controles del grupo.
En el grupo C los brazos estaban constituidos:

Grupo C1) Los oidos de cada una de las 10 ratas que fueron tratados con Mitomicina C
previo a la perforacién timpanica, sin amputacion del mango del martillo,

aplicAndoseles con posterioridad Dexametasona.

Grupo C2) Formado por los oidos contralaterales de las 10 ratas que fueron tratados
con Mitomicina C previo a la perforacion timpanica, con amputacion del mango del

martillo y aplicacion posterior de Dexametasona.

Grupo C3) Los dos oidos de las ratas controles fueron tratadas con solucion salina,
previamente a la perforacion timpanica sin amputacién del mango del martillo,

aplicandoseles después solucién salina.

Grupo C4) Los dos oidos contralaterales de las ratas controles, fueron tratados con
solucion salina previamente a la perforacion timpanica con amputacion del mango del

martillo, con posterioridad se les aplico solucion salina.
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Tabla 1 Grupos y brazos del ensayo. Tratamiento aplicado.

Tratamiento

Miringotomia

Miringotomia

Tratamiento

Previo Amputacion Sin Amputacion Posterior
Al - X --- Mitomicina C
A A2 - X - Solucién Salina
B1 Mitomicina C - X -
B2 Mitomicina C X - —
B B3 Solucién Salina - X ---
B4 Solucién Salina X - -
C1 Mitomicina C - X Dexametasona
Cc2 Mitomicina C X - Dexametasona
C c3 Solucidn Salina - X Solucién Salina
ca Solucién Salina X --- Solucién Salina

Tratamiento Previo: el tratamiento aplicado antes de realizar la perforacion timpanica.
Miringotomia Amputacion: se ha realizado miringotomia con amputacion del mango del martillo.
Miringotomia Sin Amputacion: se ha realizado miringotomia sin amputacién del mango del martillo.

Tratamiento Posterior: el tratamiento aplicado tras realizar la perforacion timpanica.

4.3 Animales

Se han utilizado ratas Sprague Dawley (Figura 8) que son una raza muy utilizada en
investigacion médica y psicologica. Son animales albinos, tranquilos, que facilitan el
trabajo de laboratorio. Pueden vivir hasta 3,5 afios y los adultos llegan a alcanzar un
peso de 250 a 300 gramos las hembras y de 450 a 520 gramos los machos. Estas ratas
como caracteristicas resefiables presentan la imposibilidad para vomitar debido a la
colocacion del esdfago, la ausencia de vesicula biliar y la distribucion pulmonar con un
solo l6bulo izquierdo y cuatro derechos. Alcanzan la madurez sexual a los 65 dias y se
reproducen todo el afio, lo que facilita la disponibilidad de animales para la
investigacion. El periodo de gestacién es de 22 dias y suelen ser camadas de unas 12
crias. A las 4 semanas de vida son completamente independientes, comiendo dieta de

adultos.
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Figura 8. Rata Sprague Dawley

4.4 Procedimiento

Las ratas seleccionadas fueron machos de 8 semanas de edad sin patologia aguda de
oido externo o medio. Se realizé un archivo con el peso, niumero de identificacion,
grupo, protocolo asignado a cada oido, anestesia utilizada en cada intervencion, fecha
de la primera intervencion y de las revisiones, tamafio de las perforaciones y

observaciones.

Se anestesiaron mediante la inyeccion intraperitoneal de una mezcla de Ketamina y
Xilacina (Figura 9) a unas dosis de 40 a 90 mg/kg de la primera y 5-10 mg/kg de la
segunda®. Se utilizo Ketolar® de laboratorios Parke Davis SL (Ketamina: 50 mg/ml) y
Rompun® 2% de laboratorios Bayer (Xilacina: 20 mg/ml). La ketamina es un anestésico
utilizado tanto en humanos como en veterinaria. La xilacina es un potente sedante,
miorrelajante y analgésico no narcético. Se utilizaron jeringuillas de 1 ml y agujas de
0.5 mm x 16 mm. (25 G 5/8 “ ) y se inyectd en la cavidad peritoneal, en el lateral
derecho del abdomen. En las primeras intervenciones se utilizé 0.7 ml de la mezcla de
Ketamina-Xilacina, manteniéndose las ratas dormidas de 45 a 60 minutos. En las
revisiones se utilizd 0.4 ml de la mezcla de Ketamina-Xilacina, teniendo una duracion

la anestesia entre 20 y 30 minutos.
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Figura 9. Xilacina y Ketamina

4.4.1 Primeras intervenciones del grupo A

En las primeras anestesias se inyectaron 0.7 ml de la mezcla de Ketamina-Xilacina. Se
les realizd otoscopia a los dos oidos de cada rata mediante un espéculo de oido de 4
mm de didmetro menor y un microscopio marca Zeiss (Alemania) y se descartaron las
ratas que tuvieran cualquier patologia de oido externo o medio como perforacion

timpanica, otitis seromucosa, otitis externa aguda u otitis media aguda.

Se marcé en la cola de cada rata un nimero con rotulador permanente, para su
identificacion.

Después se fotografiaron los dos timpanos integros de cada rata. Para realizar las
fotografias se utilizé una camara Canon, modelo Power Shot Pro 1 (Japén) (Figura 10)

con un adaptador para fijar unas épticas rigidas, una de 4 mm de didmetro y 0° marca
Richard Wolf (EEUU) y otra de 3 mm de diametro y 0° marca Gaes audiotest HD.

Figura 10. Cadmara Canon Power Shot Pro 1con el adaptador para fijacion de dpticas
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Como fuente de luz para la Optica se utilizé una fuente de luz fria marca Karl Storz
modelo 482 (Alemania) (Figura 11).

Figura 11. Fuente de luz Storz

Se empled un frasco de mitomicina C (Mitomycin C®) fabricada por laboratorios Inibsa
SA (Figura 12), para cada grupo de ratas, desechando el sobrante. Se selecciondé la
presentacion de 2 mg y fue reconstituida con 5 ml de agua bidestilada estéril,
resultando una solucién de mitomicina C a una concentracion de 0.4 mg/ml. Se
protegié el frasco de mitomicina C de la luz con papel de plata durante todas las

intervenciones.

Figura 12. Mitomicina C y Solucion Salina
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Después se realizd una perforacion timpéanica con el punzén agudo de la caja de

timpanoplastia, que afecto a la totalidad del timpano, cuadrantes anteriores y
posteriores, amputando el mango del martillo en los dos oidos de cada rata, mediante el
mismo punzon agudo, extrayendo el fragmento 6seo con una micropinza de Hartmann

de pico de pato (Figura 13).

Figura 13. Micropinza de Hartmann, despegador de Rosen, punzén de

timpanoplastia y espéculo de oido.

Se cortaron fragmentos de espongostan (Spongostan Codman®), (es una esponja estéril
de gelatina absorbente utilizada en cirugia para hemostasia) de unos 3 mm de diametro

mayor. Se extrajo 0.1 ml de mitomicina C para empapar el espongostan cortado.

Después se aplicd, en las perforaciones de los oidos izquierdos de cada rata, un
fragmento de espongostan empapado en mitomicina C reconstituida, durante 10
minutos. La colocacion del espongostan se realizd con el punzén romo de la caja de

timpanoplastia del Dr. Salva.

Transcurrido ese tiempo se extrajo el espongostan mediante una micropinza de oido

con terminacion en pico de pato.

En los oidos derechos de cada rata, tras la perforacion se colocd un espongostan
empapado con solucién salina 0.9 % fabricada por laboratorios Serra Pamies (Figura
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12), durante 10 minutos. Retirandolo de igual forma que la descrita para el espongostan

con Mitomicina C.

Tras esto se realizaron fotografias de todos los timpanos.

4.4.2 Revisiones del grupo A

En la anestesia de las revisiones de las ratas se utilizé 0.4 ml de mezcla de Ketamina-

Xilacina.

Se revisaron los timpanos mediante microscopia, observando si habia sobreinfecciones
en los oidos, lo que los descartaria del estudio. Se midio el tamafio de las perforaciones
mediante un Rosen pequefio de la caja de timpanoplastia del Dr. Salva (espéatula
circular). Se trata de un instrumento que tiene un pequefio disco en el extremo de 0.8
mm de diametro, permitiendo medir las perforaciones como unidades de Rosen. Se
anoto en el archivo de cada rata el tamafio de la perforacion en el sentido antero
posterior primero y después craneo-caudal.

Por ultimo se fotografiaron los timpanos de ambos oidos.

Estas revisiones se realizaron en los tres grupos los dias 3, 7, 10, 14 y después

semanalmente hasta la cicatrizacion de las perforaciones o los 6 meses.

4.4.3 Primeras intervenciones del grupo B

Al igual que en el resto de grupos, en las primeras anestesias se inyectaron 0.7 ml de la
mezcla de Ketamina-Xilacina. A los animales se les realiz6 otoscopia en ambos oidos

para confirmar la normalidad ética.

Tras marcar en la cola de cada rata un namero con rotulador permanente (para su
identificacion).

Se fotografiaron los dos timpanos integros de cada rata.

Posteriormente se cortaron fragmentos de espongostan, de unos 3 mm de diametro
mayor. Se extrajo mediante jeringuilla 0.1 ml de mitomicina C (0.4 mg/ml) para
empapar el espongostan cortado. Esta operacién se repiti6é para cada oido de cada rata,

de forma que el espongostan con mitomicina C se colocara inmediatamente después de

Su preparacion.
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El espongostan se aplicé mediante el punzon romo utilizando un espéculo de oido de 4

mm para visualizar el timpano y las maniobras de colocacion del espongostan
empapado con mitomicina C en el timpano. Este se mantuvo en cada oido durante 10
minutos. Transcurrido ese tiempo se extrajo el espongostan mediante una micropinza

de oido con terminacion en pico de pato.

Después se realizd una perforacion timpanica con el punzén agudo de la caja de
timpanoplastia, que afectd a la totalidad del timpano, cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo. En uno de los oidos de cada rata se
fractur6 el mango del martillo con el mismo punzén agudo, extrayendo el fragmento
6seo con la micropinza de pico de pato. Se fue alternando la amputacion del mango del

martillo en los timpanos derecho e izquierdo de cada rata.
Tras esto se fotografiaron los timpanos perforados, finalizando la primera intervencion.

En las ratas utilizadas como control se realiz6 el mismo procedimiento, con iguales
pasos y tiempos de aplicacion, pero el espongostan fue empapado con una solucion

salina fisioldgica al 0.9%.

4.4.4 Revisiones del grupo B

En la anestesia de las revisiones de las ratas se utilizé 0.4 ml de mezcla de Ketamina-

Xilacina.

Se revisaron los timpanos mediante microscopia, observando si habia sobreinfecciones
en los oidos de las ratas, lo que los descartaria del estudio. Se midi6 el tamafio de las
perforaciones mediante un Rosen pequefio de la caja de timpanoplastia. Tras anotar en
el archivo de cada rata el tamafio de la perforacion en el sentido antero posterior

primero y después en el craneo-caudal, se fotografiaron las perforaciones.

4.4.5 Primeras intervenciones del grupo C

Al igual que en el resto de grupos, en las primeras anestesias se inyectaron 0.7 ml de la
mezcla de Ketamina-Xilacina. Se les realizé otoscopia a ambos oidos para confirmar la

normalidad Gtica.
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Se marc6 en la cola de cada rata un namero con rotulador permanente, para su

identificacion.
Después se fotografiaron los dos timpanos integros de cada rata.

Después se aplico en los dos timpanos de 10 ratas durante 10 minutos, un espongostan
empapado en mitomicina C reconstituida. La colocacion del espongostan a nivel

timpanico se realiz6 con el punzén romo de la caja de timpanoplastia.

Tras esto se realizo la perforacion timpanica total en cada oido con el punzon agudo de

la caja de timpanoplastia, respetando el mango del martillo.

En uno de los timpanos de cada rata se realizé una amputacion del mango del martillo
mediante el mismo punzén agudo, extrayendo el fragmento 6seo con una micropinza de
pico de pato. Alternando la eleccién del lado de la amputacion del mango del martillo

en cada rata.
Después se realizaron fotografias de todos los timpanos.

En las 2 ratas utilizadas como control del grupo se realizé el mismo procedimiento, con
iguales pasos y tiempos de aplicacién, pero el espongostan fue empapado con una

solucion salina fisioldgica al 0.9%.

4.4.6 Revisiones del grupo C

En la anestesia de las revisiones de las ratas se utilizé 0.4 ml de mezcla de Ketamina-

Xilacina.

Se revisaron los timpanos mediante microscopia, observando si habia sobreinfecciones
en los oidos, lo que los descartaria del estudio. Se midio el tamafio de las perforaciones
mediante un Rosen pequefio de la caja de timpanoplastia. Se anot6 en el archivo de
cada rata el tamafio de la perforacidn en el sentido antero posterior primero y después

en el craneo-caudal.
Se fotografiaron las perforaciones.

Después se aplico a las 10 ratas tratadas con Mitomicina C, una solucion de
Dexametasona al 4% en cada oido, llenando el oido medio y el externo. En las 2 ratas
control se aplic en ambos oidos una solucién salina al 0.9%. Esto se repitio los dias 3,

7, 10 y 14 del ensayo en las 12 ratas del grupo.
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4.5 Estudio Estadistico

Se ha realizado un estudio descriptivo. Hemos utilizado ANOVA simplificando el
modelo de manera secuencial. Hemos partido del modelo completo con posibles
interacciones y hemos llegado hasta el modelo méas simple, descartando para ello los
factores que no resultaron con diferencias significativas. Los factores que han
presentado diferencias significativas se han estudiado mediante comparaciones
maultiples por pares, usando el procedimiento de Tuque cuando el factor tenia mas de

dos valores posibles.

En todo el estudio se ha utilizado el programa informéatico R Core Team (2015). R: A
language and environment for statistical computing. R. Foundation for Statistical

Computing, Vienna, Austria.
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5.1 Recogida de datos

Los resultados obtenidos en cada ensayo se han ido reflejando en una tabla Excel para
cada grupo, detallandose el tamafio de la perforacion timpéanica de los oidos de cada
rata.

En la tabla del grupo A (Tabla 2) se identifica cada numero de rata en dos filas, en una
se sitla el oido izquierdo y en otra el derecho, después se detalla el tratamiento
aplicado en cada oido. Los oidos izquierdos fueron tratados (Amp + MC) con
miringotomias incisionales con amputacién del mango del martillo, aplicando después
mitomicina C (Brazo Al) y los oidos derechos se trataron (Amp + SF) mediante
miringotomias incisionales con amputacion del mango del martillo y aplicacion de
solucion salina (Brazo A2). La siguiente columna (0 DIAS) recoge el tamafio de la
perforacion timpanica en el dia de la primera intervencion, siendo igual en todos los
oidos (3x3), el primer dato refleja la medida anteroposterior de la perforacion timpénica
y el segundo la medida craneo-caudal. Los datos se muestran en unidades rosen (el
numero de veces que aplicamos este instrumental para medir la perforacion) cuyo
tamario es de 0.8 mm, luego cada perforacién inicialmente tiene un tamafio de 2.4 mm
de ancha por 2.4 mm de alta. Las siguientes columnas muestran las revisiones
realizadas con los dias que han pasado desde el inicio y refleja el tamafio de la

perforacion de igual manera a la descrita para el dia inicial.

Tabla 2 Recogida de datos del grupo A

GRUPOA  0IDO TT0 0DIAS 3DIAS 7DIAS 10 DIAS 14 DIAS 21DIAS 28 DIAS 35DIAS 42DIAS 49 DIAS
Ratan?1l Ol AmpA+MC  3x3 3x2 3x1,5 2x1 1,5x1 1,5x1 1x0,5 1x0,5 0,5x0,5 Cerrada
Ratan?1 OD AmpASF - 3x3 2x1,5 0,1x0,1 Cerrada

Ratan?2 Ol AmpA+MC  3x3 3x3 3x2 1,5x1 Cerrada

Ratan?2  OD Amp.ASF  3x3 2x2 0,1x0,1 Cerrada

Ratan?3 Ol Amp.+MC  3x3 3x3 3x2 3x2 %15 1,5x1,5 1,5x1 1x1 1x0,5 Cerrada
Ratan?3  OD Amp.4SF - 3x3 3x2 i1 Cerrada

Ratan24 Ol Amp.+MC  3x3 3x2,5 3x1,5 3x1,5 Cerrada

Ratan?4  OD AmpASF 3x3 3x2 1 Cerrada

Ratan?5 Ol AmpA+MC  3x3 3x2 3x2 1,5x1,5 Cerrada

Ratan?5  OD AmpASF - 3x3 3x2 2,5x1 Cerrada

Ratan?6 Ol Amp.+MC  3x3 3x3 3x2,5 2,5x2 Cerrada

Ratan26 OD AmpASF - 3x3 3x1,5 21 Cerrada

Ratan?7 Ol AmpA+MC  3x3 3x3 3x2 1x1 Cerrada

Ratan?7 0D Amp.+SF - 3x3 3x2 2x1,5 Cerrada

Ratan?8 Ol Amp.+MC  3x3 3x2,5 3x2 1,5 Cerrada

Ratan?8 0D Amp.4SF - 3x3 21,5 1x1,5 Cerrada

Ratan?9 Ol Amp+MC  3x3 3x3 3x2 0,5x0,5 Cerrada

Ratan?9 OD AmpA4SF - 3x3 3x2 21 Cerrada

Ratan210 Ol AmpA+MC  3x3 3x3 3x2 21 Cerrada

Ratan210 OD AmpASF - 3x3 21,5 0,5x0,5 Cerrada
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Ol: oido izquierdo. OD: oido derecho. TTO: tratamiento. Amp: miringotomia incisional con amputacion del mango del martillo.

MC: mitomicina C. SF: Solucién salina. (3x3): 3 unidades rosen de ancho x 3 unidades de alto.  Cerrada: cicatrizacion de la

perforacion timpanica.

Los datos de la tabla del grupo A se han representado en una grafica (Figura 14) que
muestra en el eje horizontal los dias en los que se realizaron las revisiones y en el eje
vertical el numero de ratas que permanecian con los timpanos perforados. En esta
figura observamos como el 80% de las perforaciones timpanicas tratadas con
mitomicina C se encontraban cerradas en las dos primeras semanas y el 100% de los

controles se cerraron antes del dia 10.
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Figura 14. Gréafica de duracién (dias) de las perforaciones timpéanicas en el grupo A. (NUmero de

timpanos perforados x Dias de duracion de las perforaciones).

(En rojo brazo Al: miringotomia incisional + mitomicina C. En amarillo brazo A2: miringotomia incisional + Solucion salina)

La tabla de recogida de datos del grupo B (Tabla 3) presenta algunas diferencias
respecto a la tabla del grupo A. En la primera columna de la tabla 2 se observa que hay
12 ratas a diferencia de la tabla del grupo A que solo tiene 10 ratas. Ademas en la tabla
2, en la columna del tratamiento, se van alternando dos tratamientos, uno (MC + No
Amput) en el que aplicamos mitomicina C realizando después la miringotomia
incisional sin amputacién del mango del martillo (brazo B1) y otro (MC + Amp) en el
que aplicamos la mitomicina C y realizamos después la miringotomia incisional con
amputacion del mango del martillo (brazo B2). Las ratas 11 y 12 se trataron alternando
dos tratamientos, uno (SF + No amput) en el que se aplicé solucion salina y después se

realiz6 una miringotomia incisional sin amputacion del mango del martillo (brazo B3)
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y otro (SF + Amp) en el que se aplicd solucién salina y después se realizd una

miringotomia incisional con amputacion del mango del martillo (brazo B4).

Tabla 3 Recogida de datos del grupo B

GRUPOB  0OIDO TTO 0DIAS 3DIAS 7DIAS 10 DIAS 14 DIAS 21DIAS 28 DIAS 35DIAS
Rata n21 Ol MC+Amput. 3x3 3x3 3x3 3x2,5 2x1 0,5x0,5 Cerrado

Rata n21  OD MC+No amp. 3x3 3x3 3x3 1x1 Cerrado

Rata n22 Ol MC+No amp. 3x3 3x3 3x2 Cerrado

Ratan22  OD MC +Amput. 3x3 3x3 3x3 Cerrado

Ratan23 ol MC + Amput. 3x3 3x3 3x2,5 3x2 2x1 2x1 0,1x0,1 Cerrado
Ratan?3 oD MC+No amp 3x3 3x3 2,5x2,5 Cerrado

Ratan24 ol MC+No amp 3x3 3x3 2x2 0,5x0,5 Cerrado

Ratan24 oD MC+Amput. 3x3 3x3 2x2 0,3x0,3 Cerrado

Ratan25 ol MC+Amput. 3x3 3x3 2,5x2 2,5x2 2x1 Cerrado

Ratan?5 oD MC+No amp. 3x3 3x2,5 2x2 Cerrado

Ratan26 ol MC+No amp. 3x3 3x3 3x3 3x3 3x3 0,5x0,5 Cerrado

Ratan26 oD MC+Amput. 3x3 3x3 2,5x2,5 1,5x1 0,5x0,5 Cerrado

Ratan27 ol MC+Amput. 3x3 3x3 2,5x2,5 1,5x1 Cerrado

Ratan?7 oD MC+No amp. 3x3 3x2,5 2x2 Cerrado

Ratan28 Ol MC+No amp. 3x3 3x3 2x2 1,5x1,5 0,5x0,5 Cerrado

Ratan28 oD MC+Amput. 3x3 3x3 2x2 Cerrado

Ratan29 Ol MC+Amput. 3x3 3x2,5 3x2 1,5x1 Cerrado

Ratan29 oD MC+No amp. 3x3 2,5x2,5 1,5x1 Cerrado

Ratan210 Ol MC+No amp. 3x3 3x2 2,5x2 2,5x1,5 1,5x1,5 Cerrado

Ratan210 OD MC+Amput. 3x3 3x3 3x2 2,5x2 2,5x2 2x1,5 1,5x1 Cerrado
Ratan?11l Ol SF+Amput. 3x3 3x2 2x1 Cerrado

Ratan211 OD SF+No amp. 3x3 2x2 1,5x1,5 Cerrado

Ratan?12 Ol SF+No amp. 3x3 2x2 2x1,5 Cerrado

Ratan212 OD SF+Amput. 3x3 2x2 0,1x0,1 Cerrado

Ol: oido izquierdo. OD: oido derecho. TTO: tratamiento. MC: mitomicina C. Amp: miringotomia incisional con amputacion del
mango del martillo. No amp.: miringotomia incisional sin amputacién del mango del martillo. SF: Solucién Salina. (3x3): 3

unidades rosen de ancho x 3 unidades de alto. Cerrada: cicatrizacion de la perforacion timpanica.

Los datos de la tabla del grupo B se representaron en una grafica (Figura 15) que
presenta los dias de las revisiones en el eje horizontal y el nimero de ratas con
timpanos perforados en el eje vertical. En esta grafica observamos que todas las
perforaciones tratadas con solucion salina se cerraron antes de los 10 primeros dias,
mientras que las perforaciones tratadas con mitomicina C fueron cerrandose
progresivamente, completandose la totalidad antes de las 5 semanas. Los oidos tratados
con mitomicina C y miringotomia incisional con amputacion de los mangos de los
martillos, presentaron una duracion de las perforaciones timpanicas algo mayor que los

oidos tratados con mitomicina C y miringotomia incisional sin amputacion.
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Figura 15. Gréafica de duracion (dias) de las perforaciones timpanicas en el grupo B. (NUmero de

timpanos perforados x Dias de duracidn de las perforaciones).

(En azul claro brazo B1: mitomicina C + miringotomia incisional sin amputacion del mango del martillo. En azul oscuro brazo B2:
mitomicina C + miringotomia incisional con amputacioén del mango del martillo. En verde claro brazo B3: Solucion salina +
miringotomia incisional sin amputacion del mango del martillo. En rosa brazo B4: Solucién salina + miringotomia incisional con

amputacion del mango del martillo)

En la tabla de recogida de datos del grupo C (Anexo 2) se observan diferencias respecto
a la tabla 3 en las columnas de las cuatro primeras revisiones (3 DIAS, 7 DIAS, 10
DIAS y 14 DIAS). En ellas ademés de reflejar las dimensiones de la perforacion
timpéanica como en la tabla 3, en la tabla del grupo C se le afiadio el término “... + Dx”
en las primeras 10 ratas, significando la aplicacion que se realizé con dexametasona en
los oidos y en las ratas nimeros 11 y 12 se le afiadio el término “... + SF” habiendo

sido tratados estos oidos con solucién salina.

Los datos de la tabla del grupo C se han representado en la figura 16, una grafica que
muestra en el eje horizontal los dias de las revisiones y en el vertical el nimero de ratas
con persistencia de las perforaciones timpanicas. En esta figura observamos una
marcada diferencia entre la duracién de las perforaciones timpanicas tratadas con
solucion salina y las tratadas con mitomicina C. Se observa también una zona de
estabilidad del cierre de las perforaciones entre las 8 semanas y los 3 meses en los
oidos tratados con mitomicina C que a partir de esta ultima fecha van gradualmente
cerrando, persistiendo tres timpanos abiertos a los 6 meses, fecha de finalizacion del

ensayo.
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Figura 16. Grafica de duracion (dias) de las perforaciones timpanicas en el grupo C . (NUmero de

timpanos perforados x Dias de duracion de las perforaciones).

(En marrén oscuro brazo C1: mitomicina C + miringotomia incisional sin amputacién del mango del martillo + dexametasona. En
verde oscuro brazo C2: mitomicina C + miringotomia incisional con amputacion del mango del martillo + dexametasona. En
violeta brazo C3: Solucién salina + miringotomia incisional sin amputacién del mango del martillo + solucién salina. En rojo

oscuro brazo C4: Solucién salina + miringotomia incisional con amputacion del mango del martillo + solucién salina).

Al mismo tiempo esta informacién se ha guardado en un archivo en formato Word
(Anexo 3), donde se ha recogido la fecha de realizacion de cada anestesia, el peso de la
rata, la cantidad de anestesia utilizada, la descripcion de la evolucion de la perforacion,

asi como las incidencias que tuvimos.

Se elabord también una carpeta para recoger las imagenes fotografiadas (Anexo 4) de
cada oido de cada rata y de cada grupo, detallandose la fecha de realizacion de cada

una.

5.2 Peso

Se han utilizado 34 ratas Sprague Dawley con pesos iniciales entre 312.0 y 367.0

gramos con una media de 331.4 gramos.

No hubo diferencias en el peso de las ratas de los tres grupos experimentales (Tabla 4).
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Tabla 4 Pesos de las ratas por grupos. Datos expresados

como media + desviacion estandar

Grupo ‘ Peso medio en gramos

A 337.3+14.56
B 330.8+£9.62
C 327.1+£8.46

5.3 Tiempo de duracién de las perforaciones timpanicas

Dado que no se puede saber el dia exacto en el que se han cerrado las perforaciones
timpanicas, hemos establecido como fecha del cierre, la media entre el dia en el que se
observa la perforacion cerrada y el Gltimo dia que estaba abierta.

5.3.1 Duracion de las perforaciones timpanicas tratadas con Solucion Salina
(Tabla 5)

Las miringotomias tratadas con Solucién Salina cicatrizaron a los 8.5 dias menos un

oido del brazo C3 que cicatrizo a los 5 dias.

Tabla5 Resultados de permeabilidad de las miringotomias tratadas con

Solucidn Salina en los brazos de los grupos A, By C

N° oidos Tratamiento Permeabilidad (dias)
A2 10 Solucién Salina 8.5
B3 2 Solucion Salina 8.5
B4 2 Solucion Salina 8.5
C3 2 Solucién Salina 8.5
5.0
C4 2 Solucién Salina 8.5

Brazo A2: miringotomia incisional con amputacion del mango del martillo + Solucion Salina.
Brazo B3: Solucién Salina + miringotomia incisional sin amputacion del mango del martillo.
Brazo B4: Solucidn Salina + miringotomia incisional con amputacion del mango del martillo.
Brazo C3: Solucidn Salina + miringotomia incisional sin amputacion del mango del martillo + Solucién Salina.
Brazo C4: Solucién Salina + miringotomia incisional con amputacion del mango del martillo + Solucién Salina.

En C3 un oido cicatriz6 a los 8.5 dias y otro a los 5 dias.

50



RESULTADOS

Estos datos de la tabla 5 se reflejan en la grafica de la figura 17, donde resalta la

homogeneidad de los resultados. Todos los grupos tratados con soluciéon salina
presentaron el cierre de las perforaciones timpanicas antes de los 10 dias, sin que
observemos diferencia en la duracion de las perforaciones cuando realizamos
miringotomias con amputacion del mango del martillo y sin amputacién, asi como

tampoco vemos diferencia entre aplicar la solucion salina antes o después de la

miringotomia.
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Figura 17. Gréafica de duracién (dias) de las perforaciones timpanicas tratadas con solucidn salina.

En amarillo brazo A2: miringotomia incisional con amputacién del mango del martillo + Solucién Salina.

En verde claro brazo B3: Solucion Salina + miringotomia incisional sin amputacion del mango del martillo.

En rosa brazo B4: Solucién Salina + miringotomia incisional con amputacion del mango del martillo.

En violeta brazo C3: Solucién Salina + miringotomia incisional sin amputacién del mango del martillo + Solucién Salina.

En rojo oscuro brazo C4: Solucion Salina + miringotomia incisional con amputacion del mango del martillo + Solucion Salina.

5.3.2 Duracion de las perforaciones timpanicas tratadas con mitomicina C
(Tabla 6)

En el brazo Al se trataron los 10 timpanos con miringotomia incisional y después se les
aplico mitomicina C. La duracion media de las perforaciones timpanicas fue de 18.6

dias con una desviacion estandar de 13.4 dias.

En el brazo B1 se trataron los 10 timpanos con mitomicina C y se realizd
posteriormente una miringotomia incisional sin amputacion del mango del martillo. La
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duracion media de las perforaciones timpanicas fue de 12.6 dias con desviacion
estandar de 5.24 dias.

En el brazo B2 se trataron los 10 timpanos con mitomicina C y después se practico
miringotomia incisional con amputacion del mango del martillo. La duracion media de

las perforaciones timpanicas fue de 17.5 dias con desviacion estandar de 8.33 dias.

En el brazo C1 se trataron los 10 timpanos con mitomicina C y después se practico
miringotomia incisional sin amputacion del mango del martillo. Se descarté una rata
(ndmero 2) por exitus en el dia 1. Hubo dos oidos que se eliminaron del estudio por
otorrea, uno el dia 21 y otro el dia 119. Corresponden a las mismas ratas que
presentaron otorrea en el brazo C2 (numeros 3 y 7). Teniendo una duracion media de
las perforaciones timpanicas de 95 dias con desviacion estandar de 62.08 dias. Al

finalizar el estudio quedo6 un oido perforado (Figura 18).

En el brazo C2 se trataron los 10 timpanos con mitomicina C y después se practico
miringotomia incisional con amputacion del mango del martillo. Se descartd una rata
(nimero 2) por éxitus en el dia 1. Hubo dos oidos que se eliminaron del estudio por
otorrea, uno el dia 63 y otro el dia 119. Con una duracion media de las perforaciones
timpanicas de 130.5 dias con desviacion estandar de 50.55 dias. A los 6 meses, al
finalizar el estudio, permanecian dos oidos perforados (Figura 18).

Figura 18. Timpanos perforados a los 6 meses. (Uno del brazo C1 y dos del brazo C2)
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Tabla 6 Resultados obtenidos de permeabilidad timpanica en miringotomias tratadas

con mitomicina C en los brazos de los grupos A, By C.

Brazos Tratamiento N°de  Permeabilidad  Miringotomias Permeabilidad Ratas Permeabilidad

(GIES) no cicatrizadas media (dias) descartadas media (dias)

por brazos del grupo

Mitomicina C 12.0 18.6
455

8.5 12.6
12.0
175
245 15.1
8.5
12.0
17.5 17.5
245
315

B1 Mitomicina C

B2 Mitomicina C

17.5 1 Exitus
24.5
31.5 2 Otorrea
875 1 95.0
143.5 112.7
1785
45.5 1 Exitus
52.5
136.5 2 Otorrea
150.5 2 1305
164.5

C1 Mitomicina C

+

Dexametasona

C2 Mitomicina C

+

Dexametasona

R R R R R R R PR R PR RN RP N ®WNRE NN O o

Brazo Al: Ratas tratadas con mitomicina C tras la miringotomia con amputacién del mango del martillo.
Brazo B1: Ratas tratadas con mitomicina C previa a la miringotomia sin amputacion del mango del martillo.

Brazo B2: Ratas tratadas con mitomicina C previa a la miringotomia con amputacion del mango del martillo.
Brazo C1: Ratas tratadas con mitomicina C previa a la miringotomia sin amputacion del mango del martillo + dexametasona.

Brazo C4: Ratas tratadas con mitomicina C previa a la miringotomia con amputacion del mango del martillo + dexametasona.

Los resultados de esta tabla se representan en una grafica (figura 19) en la que
observamos como los tres primeros brazos (Al, B1 y B2) en los que utilizamos
mitomicina C sola, no conseguimos mantener las perforaciones timpanicas durante 8

semanas, tiempo necesario para la cronificacion de las mismas. Sin embargo en los
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brazos C1 y C2, en los que los timpanos han sido tratados con mitomicina C y

dexametasona, se mantienen abiertas las perforaciones timpénicas mas de estas 8
semanas necesarias para considerarlas cronificadas. En tres oidos las perforaciones

timpanicas duraron mas de 6 meses.
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Figura 19. Gréfica de duracién (semanas) de las perforaciones timpénicas tratadas con mitomicina C.

En rojo brazo Al: Ratas tratadas con mitomicina C tras la miringotomia con amputacion del mango del martillo.
En azul claro brazo B1: Ratas tratadas con mitomicina C previa a la miringotomia sin amputacién del mango del martillo.
En azul oscuro brazo B2: Ratas tratadas con mitomicina C previa a la miringotomia con amputacion del mango del martillo.

En marron oscuro brazo C1: Ratas tratadas con mitomicina C previa a la miringotomia sin amputacion del mango del martillo +
dexametasona.

En verde oscuro brazo C4: Ratas tratadas con mitomicina C previa a la miringotomia con amputacion del mango del martillo +
dexametasona.

5.4 Andlisis Estadistico

En primer lugar hemos realizado un estudio de todas las posibles interacciones que se
podian dar entre los distintos factores que hemos comparado, como son la lateralidad
(la influencia de tratar el oido derecho o el izquierdo), la amputacion (la realizacion de
amputacion o no amputacion del mango del martillo), el tratamiento aplicado
(Mitomicina C o Solucion Salina) y el orden de aplicacion (realizar primero la
perforacion timpanica y después la aplicacion del tratamiento o empezar aplicando el

tratamiento y finalmente realizar la perforacion timpanica).

Se concluye que la lateralidad no presenta diferencias significativas para una p > 0.6.
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Tras esto eliminamos dicho factor (lateralidad) y continuamos el estudio comparando el

orden de aplicacion del tratamiento. Para ello estudiamos el brazo Al (Miringotomia
incisional con amputacion del mango del martillo y aplicacion posterior de mitomicina
C) con el brazo B2 (aplicacion de mitomicina C y después realizacion de miringotomia
incisional con amputacion del mango del martillo). No obtenemos diferencias

significativas entre ambos brazos con p > 0.8.

Después estudiamos los dos brazos del grupo A, comparamos el tratamiento con
Mitomicina C frente al tratamiento con Solucion Salina. Resultando una diferencia

significativa para una p < 0.03.

Cuando comparamos los dos brazos de tratamiento con Mitomicina C del grupo B
(aplicacion de mitomicina C previa a la realizacion de miringotomia incisional sin
amputacion del mango del martillo: B1 o con amputacion: B2) con los dos brazos de

tratamiento con Solucion Salina (B3 y B4) obtenemos una p igual a 0.08.

Sin embargo cuando se comparan los brazos C1 y C2 (aplicacion de mitomicina C y
realizacion posterior de miringotomia incisional sin amputacién y con amputacién del
mango del martillo respectivamente, aplicando dexametasona en las revisiones) con los
brazos C3 y C4 (aplicacion de solucion salina y posterior miringotomia incisional sin
amputacion y con amputacién del mango del martillo, aplicando solucion salina en las
revisiones) para estudiar la diferencia que existe entre el tratamiento con Mitomicina C
+ Dexametasona frente a la Solucion Salina, obtenemos una diferencia significativa con
p < 0.006.

Cuando hemos comparado en este grupo C, los brazos C1 y C2 para ver las diferencias
entre amputar y no amputar el mango del martillo hemos obtenido una diferencia no

significativa con p > 0.3.

Hemos realizado un estudio entre los brazos C1, C2, B1 y B2 conjuntamente. En este
hemos descartado la interaccion de la lateralidad, obteniendo p > 0.8, también la
interaccion de la amputacion con un valor p de 0.23, de forma que hemos evaluado la

utilizacién de Dexametasona, obteniendo una diferencia significativa con p < 2x10™.
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5.5 Revision a las 8 y 13 semanas

Una revision de los datos a las 8 semanas muestra que en el grupo C quedan 17 oidos

en el estudio, de los que 12 contintan perforados representando el 70.5 %.

En el brazo C1 de los 8 oidos que hay en el estudio a las 8 semanas, se mantienen 5

oidos perforados que representan el 62.5% (Tabla 7).

En el brazo C2 de los 9 oidos que hay en el estudio a las 8 semanas, se mantienen 7

oidos perforados que representan el 77.7%.

La revision de los datos a las 13 semanas muestra que en el grupo C quedan 16 oidos
en el estudio, porque en la semana 9 se elimind un oido por otorrea, que corresponde al

brazo C2. De esos 16 timpanos quedan perforados 10, que suponen el 62.5 %.

En el brazo C1 de los 8 timpanos que hay en el estudio, a las 13 semanas, se mantienen

4 timpanos perforados que representan el 50% (Figura 20).

En el brazo C2 de los 8 timpanos que hay en el estudio, a las 13 semanas, se mantienen

6 timpanos perforados que representan el 75%.

Tabla 7 Resultados obtenidos con Mitomicina C en el grupo C a las 8 y 13 semanas

Brazo % Qidos con permeabilidad a % Oidos con permeabilidad
las 8 semanas timpdnica a las 13 semanas
Cc1 62.5% 50 %
c2 77.7 % 75 %

Brazo C1: Ratas tratadas con mitomicina C previa a la miringotomia sin amputacion del mango del martillo + dexametasona.

Brazo C2: Ratas tratadas con mitomicina C previa a la miringotomia con amputacion del mango del martillo + dexametasona.
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A los 182 dias, Gltima revisidn realizada, en el grupo C permanecian perforados 3

timpanos. En el brazo C1 quedaba un timpano perforado, habiéndose eliminado 2 oidos
por otorrea y en el brazo C2 quedaban dos timpanos perforados, habiéndose eliminado
dos oidos por otorrea. Los timpanos perforados en el grupo C al finalizar el estudio

suponen el 21.4%.

En este grupo C se ha observado en 5 de las 9 ratas estudiadas, la aparicion de una
costra en los bordes de la perforacion sin completarse el cierre. Las fechas de aparicion
fueron los dias 49, 63, 70, 84 y 91, manteniendose la costra desde su aparicion, a pesar
de que se retirara cada semana o cada dos semanas, sin que sirviera de inductor para el

cierre de las perforaciones.

Figura 20. Representacion de timpanos perforados a los 3 meses de evolucion.

5.6 Resumen de resultados.

1. Las miringotomias realizadas en ratas con aplicacion de mitomicina C (0.4
mg/ml) permanecen permeables mas tiempo que las tratadas con solucion
salina (0.9%).

2. La amputacion o no amputacion del mango del martillo, en las miringotomias
realizadas en ratas y tratadas con mitomicina C (0.4 mg/ml), no influye en la

duracion de la permeabilidad de la perforacion timpanica.

3. La duracion de la permeabilidad de las miringotomias realizadas en ratas y

tratadas previa o posteriormente con mitomicina C, no varia.
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4. Las miringotomias realizadas en ratas, tratadas previamente con mitomicina C
(0.4 mg/ml) y con dexametasona (4 mg/ml) los dias 3, 7, 10 y 14, permanecen

permeables mas tiempo que las tratadas solo con mitomicina C (0.4 mg/ml).

5. Las miringotomias incisionales realizadas en ratas y tratadas previamente con
mitomicina C (0.4 mg/ml) y con dexametasona (4mg/ml) los dias 3, 7, 10 y 14

son un modelo murino de cronificacion de perforacion timpéanica.
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Dado la relativamente poca informacion existente en la literatura con respecto a los

modelos animales de perforaciones timpanicas cronicas, particularmente con tecnologia
no altamente sofisticada y disponibles en un laboratorio de investigacion convencional,
nos enfocamos intentar establecer un modelo animal de perforaciones timpanicas
cronicas en ratas factible, robusto y asequible. Este modelo nos serviria de base para
posteriores estudios sobre materiales de reconstruccion de las perforaciones realizados
en nuestro grupo. Ademéas este modelo es fundamental para realizar estudios
preclinicos que puedan servir de base para desarrollar estudios en humanos sobre
cronificacion de miringotomias, evitando la utilizacion de drenajes transtimpanicos en

los tratamientos de las otitis medias crénicas seromucosas.

Las perforaciones timpanicas en humanos se consideran crénicas cuando se muestran
estables durante 3 meses’®. En contraste y segin el criterio establecido, en
experimentacion animal la cronificacion de una perforacion timpanica se establece

cuando se mantiene entre 8 y 15 semanas’".

Desde la década de los 90 se han publicado numerosos estudios intentando establecer
un modelo animal de cronicidad de las perforaciones timpanicas con distintos tipos de
animales. Wang AY y col® realizaron una exhaustiva revision en la literatura
encontrando 37 trabajos, de los que sélo 23 lograron resultados positivos, consiguiendo
la cronificaciéon de la perforacion timpanica, y en 14 de ellos solo consiguieron un
retraso en la curacién sin llegar a alcanzar una perforacion cronica del timpano. La
especie animal més utilizada en estos estudios fue la chinchilla, seguida de la rata y el
conejillo de indias.

Tanto la chinchilla como el conejillo de indias son animales caros y nada faciles de
manejar en el animalario. En nuestro trabajo hemos utilizado ratas Sprague Dawley que
tienen los timpanos con unas caracteristicas histologicas muy parecidas a los timpanos
humanos®. Ademés son animales de uso frecuente en los animalarios, no agresivos, de
facil manejo en laboratorio, relativamente economicos y que toleran bien las maltiples

anestesias.

Para la anestesia de los animales utilizamos una asociacion de ketamina-xilacina por
via intraperitoneal al igual que O'Reilly RC y col™, Jassir D y col®, Yucel OT* y
Kaftan H y col®. Otros autores han utilizado Pentobarbital intraperitoneal®®’*. Mientras
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que Estrem SA y col™ han utilizado la via inhalatoria con isofluorano.
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Nuestro interés por elegir la mitomicina C en el desarrollo del modelo tiene su
justificacion, al ser una sustancia muy experimentada en las Ultimas décadas, con buen
resultado en la cronicidad de las perforaciones timpanicas asociada a miringotomias
laser. La mitomicina C es un agente citostatico que tiene un efecto inhibitorio de la
mitosis y la sintesis de proteinas y altera la replicacion de los fibroblastos, con lo que

retrasa la cicatrizacion de las heridas®.

Existe experiencia en la utilizacion de mitomicina C para la regeneracion de
perforaciones timpanicas, pero en los diferentes estudios hay poca uniformidad, y se
caracterizan por una gran variabilidad en los métodos de aplicacion, en los que se
emplean distintas concentraciones de mitomicina C y diferentes tiempos de aplicacion
de este agente, por lo que resulta dificil su reproductibilidad y no hay protocolo
claramente validado y utilizado de forma generalizada. Por otro lado, también son

variables los animales que se han utilizado.

Tras un cuidadoso estudio de la literatura, decidimos emplear la dosis de 0.4 mg/ml de
mitomicina C que es la que mejor resultado ofrecié a Jassir D y col®® tras comparar las
dosis de 0.2 — 0.4 con la dosis de 2 mg/ml en un estudio realizado en conejillos de
indias. En este estudio concluye que a las 8 semanas estaban cerradas todas las
miringotomias que se realizaron con 2 mg/ml de mitomicina C, aumentando la otorrea
y la toxicidad en el oido medio. A las 8 semanas permanecian abiertas el 11 % de las
miringotomias tratadas con 0.2 mg/ml. La dosis de 0.4 mg/ml permitié la
permeabilidad de las miringotomias en el 50 % a las 8 semanas y un 30 % a las 12

semanas.

En otro estudio sobre toxicidad publicado por Babu SC y col’® se preconiza la
utilizacion de gelfoam empapado en mitomicina C. En un estudio comparativo cuyos
datos se resumen en la Tabla 8, estos autores compararon la aplicacion directa de
mitomicina C en oido medio de un grupo de animales y en otro grupo utilizaron
gelfoam con mitomicina C. La evaluacion comparativa de ambos grupos la realizaron
mediante la prueba de respuesta auditiva de tronco cerebral, antes y después de la
utilizacion de diferentes concentraciones de mitomicina C. Como puede verse en los
resultados obtenidos, la aplicacion realizada con gelfoam evitd completamente la

toxicidad de la aplicacion, por lo que esta justificada su utilizacion.
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Tabla 8 Resumen de Resultados del trabajo de Babu Sc’™

Tratamiento Resultados

Babu SC*™ Mitomicina C
12 Ratas Aplicacion directa oido medio--- Toxicidad : > 0.20 mg/ml
Aplicacion con gelfoam------------ No toxicidad

En nuestra serie hemos aplicado la mitomicina C a una concentracion de 0.4 mg/ml
durante 10 minutos, tanto antes como después de las miringotomias. Jang CH y col”
realizaron un estudio in vitro de los efectos de la mitomicina C sobre los fibroblastos de
la membrana timpanica cuyos datos se exponen resumidos en la Tabla 9. Para ello
realizaron cultivos de fibroblastos con mitomicina C a distintas concentraciones y con
distintos tiempos de exposicion. Evaluaron la respuesta por observacion microscépica y
por prueba de viabilidad celular, obteniendo los mejores resultados al aplicar la

mitomicina C durante 10 minutos a una concentracion de 0.4 mg/ml.

Tabla9 Resumen del trabajo de Jang CH"™

Tratamiento Resultados

Jang CH Fibroblastos in vitro Viabilidad de fibroblastos

+ Mitomicina C

0.4 mg/ml 10 42%
0.4 mg/ml 5 64%
0.2 mg/ml 10 57%

El equipo de Strem SA y col®

realizd un estudio en 60 ratas, haciendoles
miringotomias mediante un equipo laser y aplicacion de mitomicina C a una
concentracion de 2 mg/ml. Estos investigadores realizaron varios Qrupos

experimentales con distintos tiempos de aplicacion de la mitomicina C (10 y 20
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minutos) e incluso con dosis repetidas de mitomicina (dos dosis de 10 minutos

separadas una semana Yy una dosis de 20 minutos y otra de 10 minutos separadas una
semana). Tras el analisis de los datos concluyeron que no se amplia la tasa de
permeabilidad utilizando mas de 10 minutos la aplicacion de la mitomicina C ni

repitiendo las dosis.

En otro trabajo de Jassir y col* se estudia la seguridad y la eficacia de la mitomicina C
a una concentracion de 0.4 mg/ml, aplicada durante 10 minutos tras la realizacion de
una miringotomia mediante un equipo laser. Los investigadores consiguieron mantener
abiertas el 52.6% de las miringotomias a los 42 dias y el 28.6 % a los 131 dias.
También realizaron el estudio de productos de distorsién de otoemisiones acusticas sin

evidenciar ototoxicidad.

La duracion de la permeabilidad de las miringotomias realizadas en este trabajo es
superior al que hemos obtenido en nuestro estudio. Hay que considerar que aunque la
concentracion de mitomicina C y la duracion de aplicacion son las mismas, las
miringotomias fueron realizadas mediante un equipo laser que podria influir en la

duracion de la permeabilidad.

En nuestro trabajo no se utilizo profilaxis antibidtica, resultando con otorrea cuatro
oidos de dos ratas, en una rata un oido a las 3 semanas y el contralateral a las 9 semanas
y en la segunda rata los dos oidos a las 17 semanas. Yucel OT * no aplica profilaxis
antibiotica, obteniendo resultados similares a los nuestros, con dos oidos de los 40

estudiados con otorrea. Jassir D y col®?

tampoco mencionan la administracion de una
profilaxis antibi6tica, reportando 5 casos de otorrea de 40 timpanos tratados.

|73

Otros autores que han utilizado profilaxis antibidtica, como O"Reilly RC y col™ que

empleé ampicilina a dosis de 150 mg/kg aplicado intramuscularmente durante 3 dias,

no describen casos de otorrea. Kaftan H y col®

utilizaron trimeptoprim a dosis de 16
mg/ml y 80 mg/ml de sulfametoxazol por via subcutdnea a una dosis de 0.2 ml/kg,

tampoco refieren casos de otorrea.

Dada la baja frecuencia de casos de otorrea, en nuestro estudio un 6.1 % de los oidos
estudiados, y lo distantes del inicio del estudio, a las 3, 9 y 17 semanas, no parece
justificado emplear profilaxis antibidtica en los ensayos clinicos sobre cronicidad de

perforaciones timpanicas con mitomicina C en ratas.
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En nuestro estudio hemos investigado el resultado de la aplicacion de mitomicina C a
un grupo de animales después de las perforaciones (grupo A) y en otro grupo de
animales aplicamos la mitomicina C antes de las miringotomias, (grupo B), resultando
una duracion media en el primer grupo de 18.6 dias superior a los 15.1 dias en el

segundo grupo, aunque esta diferencia no fue significativa.

Nuestros resultados son similares a los obtenidos por Kaftan H y col®®, que realizaron
un ensayo con 12 ratas a las que les realizaron miringotomias y después les aplicaron
mitomicina C a una concentracion de 1 mg/ml durante 5 minutos, el resultado fue cierre
de las perforaciones antes del dia 35. En los oidos contralaterales aplicaron mitomicina
C a una concentracion de 2 mg/ml durante 10 minutos y después realizaron las
miringotomias incisionales, permaneciendo abiertas el 42% de las perforaciones a los
35 dias.

En este trabajo se aplican dos concentraciones y dos periodos de tiempo distintos. Si
bien la diferencia de concentracién no supone mayor permeabilidad segln el trabajo
desarrollado por Jassir D y col®*, la diferencia de tiempo de exposicién de la

1. Nosotros

mitomicina C si puede influir, como demuestra en su estudio Jang CH y co
con iguales concentraciones y tiempos de aplicacion de la mitomicina C obtenemos en
el grupo de aplicacion del citostatico tras la miringotomia una duracién mayor que en el
grupo en el que la aplicacion es previa a la miringotomia, pero la diferencia no es
significativa.

En el trabajo de O’Reilly RC y col”®

trataron mediante miringotomias incisionales a 24
ratas y después les aplicaron mitomicina C a una concentracion de 0.2 mg/ml durante 5
minutos en 40 oidos, aplicandoles a los 8 restantes solucion salina. Las perforaciones
de los controles se cerraron antes del dia 14 mientras que las tratadas con mitomicina C

curaron el dia 14 un 32%, el dia 25 un 75% vy el dia 44 un 92.5%.

La duracién de la permeabilidad de las perforaciones timpanicas mayor de 6 semanas
en un pequefio porcentaje de casos (7.5 %), se correlaciona méas con nuestros resultados
en el grupo en el que la aplicacion de la mitomicina se hizo tras la miringotomia. No
obstante en nuestro estudio el 80 % cerrd en las dos primeras semanas, mientras que en

este de O"Reilly solo curo el 32 % a los 14 dias.

Dado que los resultados obtenidos no presentan una diferencia significativa entre los

grupos de animales en los que se realiz6 la aplicacion de la mitomicina C antes o

65



PINS 6]

después de las miringotomias, adoptamos la técnica de poner la mitomicina C antes de
la perforacion porque esto ademas nos ha permitido comparar la influencia en la
permeabilidad de las perforaciones timpanicas con amputacion del mango del martillo

y sin amputacion.

Cuando realizamos primero la miringotomia, las maniobras de colocacién y extraccion
del gelfoam empapado en mitomicina C producian un arrancamiento del mango del
martillo con mucha frecuencia. Sin embargo la aplicacion previa a la miringotomia,
permitia la realizacion de una amputacion del mango del martillo o su conservacion

segun interesara.

La comparacion entre perforaciones con amputacion del mango del martillo con otras
sin amputacion se justifica porque existen trabajos en los que se han localizado células

madre epiteliales en las regiones anulares y en la regién del mango del martillo.

En nuestro caso hemos obtenido en el grupo de animales en el que hemos realizado una
perforacion con amputacién del mango del martillo (grupo B2), una duracién media de
las perforaciones timpanicas de 17.5 dias, mientras que en el grupo de animales en el
que no se realizd la amputaciéon (grupo B1), la duracion media fue de 12.6 dias, no
siendo una diferencia significativa. En el grupo C de animales tratados con mitomicina
C antes de la perforacion y dexametasona después de la misma, también se realizé un
brazo C2 con amputacion del mango del martillo con una duracion media de 130.5 dias
y un brazo C1 sin amputacién del mango del martillo con una duracién media de 95
dias cuya diferencia tampoco fue significativa. Por tanto en nuestras series de animales
no hemos observado diferencias entre realizar amputacion del mango del martillo y no

realizarla.

En cuanto a los oidos tratados con solucidn salina, que han servido de controles,
obtuvimos resultados similares a los publicados en la mayoria de los trabajos, una
permeabilidad media de 8.3 dias. Esta duracion fue significativamente menor que la

obtenida en los grupos de ratas tratadas con mitomicina C.

La asociacion de dexametasona a la mitomicina C prolonga la tasa de permeabilidad de
las miringotomias. Estos resultados coinciden con el estudio realizado en ratas por
Kaftan H y col®® en el que utiliza mitomicina C a una concentracién de 2 mg/ml
aplicada durante 10 minutos antes de la perforacion timpanica. En las revisiones

realizadas los dias 3, 6, 9 y 14 desde el inicio del trabajo, aplica una solucion de
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dexametasona a una concentracion de 4 mg/ml en los oidos de las ratas. Reporta unos
resultados de 17.5 dias de media en la permeabilidad de las miringotomias cuando

utiliza solo mitomicina C y 32 dias cuando asocia dexametasona a la mitomicina C.

En nuestro estudio hemos conseguido una permeabilidad media en los timpanos
tratados con miringotomias tras la aplicacion de mitomicina C, grupo B de 15.1 dias,
mientras que en el grupo C con la aplicacion de mitomicina C y dexametasona la
permeabilidad media ha sido de 112.7 dias. Similar a los resultados de Kaftan H y col®*
cuando hemos utilizado mitomicina C sola pero muy superior cuando hemos asociado

dexametasona a la mitomicina C.

En nuestro protocolo hemos seguido el modelo de aplicacion de la dexametasona de
Kaftan H y col, aunque con pequefias variaciones. Hemos utilizado la concentracion de
mitomicina C de 0,4 mg/ml justificado por los trabajos que hemos mencionado con
anterioridad y hemos revisado los dias 3, 7, 10 y 14 pues nos parece que estd mas
equilibrada la distribucion de las cuatro dosis de dexametasona entre los primeros 14
dias. La diferencia de tiempo de permeabilidad de las perforaciones timpanicas
obtenida entre el trabajo de Kaftan H y col y el nuestro, cuando hemos aplicado
dexametasona, pensamos que se debe a la diferencia de concentracién de la mitomicina
C (Tabla 10).

La aplicacién de dexametasona intratimpanica es segura en humanos, no afectando a la
funcion de las células ciliadas externas del oido interno. Esto ha sido comprobado

mediante otoemisiones otoacusticas por Yilmaz I y col”’

Los grupos A y B (aplicacion de mitomicina C después y antes de la miringotomia
respectivamente) de nuestro trabajo no llegan, en duracion de las perforaciones

timpanicas, a las 8 semanas que se necesitan para establecer el criterio de cronicidad.

Sin embargo en el grupo C (aplicacion de mitomicina C y dexametasona), a las 8
semanas, en el brazo C2 queda el 77.7% de los oidos perforados y en el brazo C1 un
62.5% de los timpanos. De ahi que podamos establecer este método como modelo de

cronificacion de las perforaciones timpanicas en ratas.

Otro objetivo de nuestra investigacion fue comprobar si el método que nos ha permitido
conseguir el modelo animal de cronificacion de perforaciones timpanicas, nos podria
servir para tratar las otitis seromucosas sin necesidad de colocar un drenaje

transtimpanico. Para ello revisamos los resultados obtenidos a las 13 semanas pues
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seria el momento en el que podamos establecer cronificada una perforacion timpanica

en clinica médica.

Tabla 10 Resultados de los ensayos con miringotomias incisionales y + aplicacion de mitomicina C

Tratamiento Resultados
Kaftan H* | Incisional + Mitomicina C 5 Semanas
12 Ratas 1 mg/ml. 5 0%
Mitomicina C + Incisional 42%
2 mg/ml. 10
O'Reilly” | Incisional + Mitomicina C 2 Semanas 25 Dias 44 Dias
24 Ratas 0.2 mg/ml 5 68% 25% 7.5%

Kaftan H* | Mitomicina C (2mg/ml) 10" + | 17.5 Dias de media

12 Ratas Incisional
Mitomicina C (2mg/ml) 10" + 39 0 Dias de media
Incisional + Dex. 4 mg/ml
Nosotros Mitomicina C (0.4 mg/ml) 10" + | 15.1 Dias de media 0% 0%
20 Ratas Miringotomia incisional 8 Semanas 13 Sem.
Mitomicina C (0.4mg/ml) 10° 112.7 Dias de media |  70.5% 62.5%

+Miringotomia incisional + Dex.

4 mg/ml

Incisional: Miringotomia incisional.

Dex.: Dexametasona

En el grupo C de nuestro estudio, a las 13 semanas queda un 75% de los timpanos
perforados en el brazo C2 (con amputacion del mango del martillo) y un 50% de los

oidos perforados en el brazo C1 (sin amputacion del mango del martillo). Por tanto
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podria plantearse hacer un ensayo en humanos con este método para tratar la otitis

media cronica seromucosa sin necesidad de colocar un drenaje transtimpanico.

Hay algun estudio realizado con mitomicina C como alternativa a los drenajes
transtimpanicos pero casi siempre realizando las miringotomias con equipo laser. En
2004 D’ereditd R realiz6 un ensayo con 15 nifios a los que les aplicé en uno de los
oidos mitomicina C antes de realizar una miringotomia con un laser de diodo y en los
oidos contralaterales aplico solucion salina y después realizo la miringotomia con dicho
laser. No obtuvo diferencias significativas entre ambos tratamientos, resultando un
tiempo medio de curacién de las perforaciones timpanicas de 3-4 meses. La evaluacion
se prolong6 hasta los 2 afios desde el comienzo del estudio, no teniendo complicaciones

significativas.

En el estudio realizado por Hesham A y col® en humanos, comparan la aplicacion
previa de mitomicina C a la colocacion de un drenaje transtimpanico, con la aplicacion
de solucidn salina previa a la colocacién del drenaje. Concluyen que no hay diferencias
significativas en la duracion de la permanencia de los drenajes transtimpanicos entre

los dos métodos.

La mayor duracion de los drenajes transtimpanicos respecto a la miringotomia realizada
tras la aplicacion de mitomicina C, hace que no se observen diferencias entre la

aplicacidn previa de solucion salina y la de la mitomicina C.

Otros trabajos han intentado cronificar las perforaciones timpanicas en humanos
comparando la colocacion de drenajes transtimpanicos con las miringotomias con laser
0 asociandoles otras sustancias como la dexametasona.

Kuo CL y col”

han realizado un trabajo en pacientes con carcinoma nasofaringeo
tratados con radioterapia que presentaban otitis media cronica seromucosa. Trataron a
27 pacientes (44 oidos) mediante miringotomia laser y la aplicacion semanal durante 3
semanas de 0.5 ml de dexametasona a una concentracion de 5 mg/ml. Consiguieron una
perforacion timpanica persistente en el 52.3 %, revisando los oidos un periodo medio
de 37 semanas. En el 40.9 % desarrollaron una otitis media cronica seromucosa

recidivante.

Los ensayos clinicos en humanos realizados por Youssef TF y col*® utilizaron el laser
de CO, para realizar una miringotomia sin colocacion de tubos de drenaje, en el

tratamiento de la otitis seromucosa. La duracién de las perforaciones timpanicas
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cuando se utilizo el laser de CO, solo fue de 23 dias de media, mientras que con los
drenajes transtimpéanicos fue de 4 meses. Estos autores concluyen que este enfoque es
un tratamiento alternativo al clasico de la colocacion de drenajes transtimpanicos a

corto plazo.

Hay multiples trabajos realizados en ratas con miringotomias mediante laser solo o con
mitomicina C, comparado con los de miringotomias incisionales. La mayor parte de los
trabajos asocian mitomicina C con miringotomias realizadas mediante un equipo laser,
dado que el tiempo de permeabilidad de las miringotomias es mayor que cuando se

utiliza la técnica incisional.

Poyrazoglu E y col® utilizaron los equipos laser para realizar miringotomias con
intencion de cronificar las perforaciones timpanicas en ratas. La mayor parte de las
perforaciones realizadas con laser de CO2 permanecieron abiertas entre dos y siete
semanas, sin pasar de 50 dias, mientras que las realizadas mediante incision con bisturi
frio se cerraron entre el dia 3 y el dia 15. La duracion de la permeabilidad de las
perforaciones realizadas mediante laser de CO2 fue significativamente mas larga que la
realizada mediante una incision clasica.

Sin embargo en otro trabajo realizado por Castagno y col®

en el que se comparan la
duracién de las perforaciones timpanicas en ratas mediante miringotomia incisional con
la miringotomia realizada mediante un equipo laser, se obtuvieron resultados sin

diferencias entre ambas técnicas, con cicatrizacion antes de 10 dias.

Yucel OT* ha utilizado la combinacién de miringotomia laser y la aplicacién de
mitomicina C a las concentraciones de 1 y 2 mg/ml, obteniendo como resultado una
tasa de permeabilidad media de 5.8 y 6.0 semanas respectivamente, mientras que
cuando se utiliza solo el laser sin mitomicina C la permeabilidad media fue de 1.5
semanas.

Estrem y col®®

realizan miringotomias con un equipo laser en 20 timpanos de ratas, tras
la aplicacion de mitomicina C a una concentracion de 2 mg/ml y 15 minutos de
duracion. Obtienen una permeabilidad media de 9.5 semanas, similar a la
permeabilidad conseguida en otros estudios en los que se aplica mitomicina C tras la

miringotomia realizada con un equipo laser.

Los resultados de estos estudios se resumen en la Tabla 11 y, como era de esperar, son

diferentes a los obtenidos en nuestro estudio que muestran, usando solo mitomicina C
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después y antes de la miringotomia 18.6 dias de permeabilidad media en el grupo Ay

en el grupo B de 15.07 dias respectivamente.

Pero no en todos los laboratorios hay disponibilidad de estos caros equipos laser, por lo

que resulta obligado investigar otras técnicas de similar eficacia pero méas asequibles y

factibles para un laboratorio de investigacion sin tecnologia muy sofisticada.

Por tal motivo en nuestro estudio nos enfocamos a la puesta en marcha de una técnica

protocolizada, sin necesidad de equipo laser, e investigamos asociaciones de la

mitomicina C con la dexametasona, de forma que se prolongara la duracién de las

miringotomias, consiguiendo unas medias en duracién de perforaciones timpéanicas de

112.7 dias en el grupo C, comparables con los trabajos de laser comentados.

Tabla 11 Resultados de miringotomias laser y aplicacion de £ mitomicina C o dexametasona

Tratamiento

Resultados (Permeabilidad)

Déredita R"™ Mit. C + Léser diodo
(15 Nifos) Solucion salina + Laser 3-4 meses de media (No diferencia significativa)
Jassir’” Léser + Mit. C 8 semanas 12 semanas
(40 Conejillos 0.2 mg/mli 11%
de Indias) 0.4 mg/ml 50%
0,
2.0 mg/mi 0% 30%

Strem SA® Laser + Mit.C (2mg/ml)
(60 Ratas) 10 Mejor resultado con 10

20"

10"----semana 10

20"----semana 10
Jassir” Léser + Mit. C 6 semanas 19 semanas
(20 Cobayas) (0.4 mg/ml. 107) 52.6% 28.6%
Kuo CI”® Léser + Dex. (5mg/ml) 37 semanas
(44 Oidos OMS) 52.3%
Poyrazoglu E vy Laser CO, (34 Oidos) 2-7 semanas
col®® (34 Ratas) . ) ]

Incisionales (34 Oidos) 3-15 dias

71



DISCUSION

Tratamiento Resultados (Permeabilidad)
Castagno y col Laser Argoén (34 Qidos)
(34 Ratas) Incisionales (34 Oidos) < 10 dias en ambos
Yucel® Laser CO, ., Mit. C 6 semanas
(2mg/ml) (10 Oidos)
(40 Oidos) Laser CO, + Mit. C (1
mg/ml) (10 Oidos) 5.8 semanas
Laser CO, solo (10 Oidos) 1.5 semanas
Youssef*® Laser CO, 23 dias
(86 Pacientes) Drenajes transtimpanicos 120 dias
Estrem® Laser KTP
(120 Oidos) +
Mit. C 10 minutos 6.5 semanas
Mit. C 20 minutos 5.5 semanas
Mit. C 10 y 10 minutos 6.5 semanas
Mit. C 20 y 10 minutos 8.5 semanas
Solucioén Salina 1.5 semanas

Mit. : mitomicina C. Dex.: dexametasona. Laser: miringotomias con laser. Incisionales: miringotomias incisionales

La disminuciéon de la fibrosis que es una propiedad de la mitomicina C, se usa
habitualmente en las intervenciones quirargicas en las que se esperan grandes fibrosis
como complicacién postquirdrgica. Cincik H y col®® estudiaron 70 ratas tras dividirlas
en tres grupos, un primer grupo de 30 ratas a las que les aplicaron mitomicina C (0,4
mg/ml), otro grupo de 30 ratas que trataron con 5 fluorouracilo (50 mg/ml) y un grupo
control de 10 ratas tratado con solucion salina. Realizaron una comparativa de la
fibrosis timpanica entre los tres grupos, concluyendo que el grupo control mostraba una
fibrosis moderada y los otros dos grupos una fibrosis leve. Encuentran una diferencia
significativa entre los grupos tratados con mitomicina C y 5 fluorouracilo con respecto
al grupo control, no hallando diferencia significativa entre el grupo de mitomicina C y

el de 5 fluorouracilo.

La mitomicina C se ha utilizado en patologias de especialidades como

otorrinolaringologia y oftalmologia.
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La utilizacion de mitomicina C en el tratamiento de los queloides de oido a una
concentracion de 1 mg/ml, ha conseguido prevenir las recurrencias y dar un resultado
estético aceptable®®. También se ha utilizado para reducir la incidencia de sinequias en
la cirugia de los senos paranasales. Se ha usado a una concentracion de 1 mg/ml,
aplicandolo tépicamente tras la cirugia y con ello se consigue una reduccion de la

formacion de sinequias®™.

En oftalmologia se ha utilizado la mitomicina C en las recidivas de la trabeculectomia

para mejorar la presion intraocular®.

Se han utilizado otras sustancias para generar cronicidad en las perforaciones
timpanicas en animales.

El 5-fluorouracilo ha sido utilizado por Cincik H y col®

, realizando una miringotomia
incisional y comparando la aplicacion de 5-fluorouracilo a dosis de 50 mg/ml y 10
mg/ml con la aplicacion de una solucion salina. La maxima permeabilidad la consiguen
con dosis de 50 mg/ml, cerrando todas las perforaciones antes del dia 25, con lo que no
se consigue la cronicidad. La dosis de 10 mg/ml obtiene unos resultados superponibles
a los de la solucion salina.

NaderPour M y col®®

compararon la cronicidad del 5-fluorouracilo a dosis de 50 mg/mi
con una solucién de mitomicina C a dosis de 4 mg/ml en perforaciones de membrana
timpanica de ratas. Consiguen una permeabilidad de las perforaciones timpanicas de 37
dias con la mitomicina C, 16 dias con el 5-fluorouracilo y 12 dias con la solucion
salina, siendo la diferencia significativa entre la mitomicina C y las otras sustancias, 5-

fluorouracilo y solucion salina.

Halofuginona topica es otra sustancia que se ha probado en la cronicidad de las
perforaciones timpénicas en ratas. Ozdemir T y col®® compararon halofuginona en gel
con un gel de solucion salina obteniendo una permeabilidad de las perforaciones
timpanicas de 21.43 dias de media con la halofuginona y 7.50 dias con la solucion
salina, siendo la diferencia significativa. Pero no pudiendo establecerla como modelo

de cronicidad de perforaciones timpanicas en ratas.

Se ha estudiado la aplicacién de colchicina® a distintas concentraciones, observando
ototoxicidad cuando se aplica en oido medio a una concentracion superior a 0.1%. En

ese mismo estudio aplicaron colchicina a concentracion de 0.01 % en ratas, con
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resultados positivos en la prolongacion de la duracion de las perforaciones siendo
superiores a 2.14 semanas, con diferencia significativa respecto a los controles tratados
con solucion salina. No obstante no se aproxima a las 8 semanas que se precisan para

establecer cronificada una perforacion timpanica en animales.

La utilizacion de corticoides (hidrocortisona) en gotas diariamente durante 10 dias para
la cronificacion de las perforaciones timpanicas en ratas, fue utilizada por Rahman®?,

tras la miringotomia con laser. En un estudio realizado por Spandow O y col*®

se aplico
hidrocortisona tdpica durante 10 dias tras haber realizado miringotomias incisionales,
comparandolas con la aplicacion de una solucion salina. Obtuvieron como resultado
una permeabilidad timpanica mayor de 50 dias en todos los oidos y una persistencia de
3 meses de las perforaciones en un tercio de los timpanos. En los oidos controles se
observo un aumento de la duracion de la permeabilidad, atribuido a la absorcién
sisttmica de la hidrocortisona aplicada en los oidos contralaterales. Con la
hidrocortisona se precisan anestesias durante los primeros 10 dias para aplicarla, lo que

aumenta el riesgo de complicaciones en las ratas.

Otra sustancia utilizada en la cronicidad de las perforaciones timpanicas ha sido el
glutaraldehido al 2%, ensayado en perros por Truy E y col®®, obteniendo unos
resultados de un 57% de permeabilidad de las perforaciones tratadas, a las 15 semanas.
Habiendo una diferencia significativa en la duracion de las perforaciones timpanicas

entre los oidos no tratados y los tratados con glutaraldehido al 2%.

El glutaraldehido no se ha probado en otros animales y los perros no son animales

faciles de conseguir ni de mantener para la investigacion.

También se han utilizado chinchillas en un estudio realizado por Amoils y col®* sin
aplicar sustancias quimicas en las perforaciones. Realizaron microcolgajos con los
fragmentos timpanicos perforados. Consiguieron con este sistema mantener las
perforaciones timpéanicas abiertas en un 84 % de los casos a las 8 semanas de haber
realizado la perforacion. Esto ademas de no poder reproducirse en las ratas
técnicamente, presenta un riesgo elevado de generacion de colesteatomas. Ademas la

chinchilla no es un animal facil de conseguir en todos los paises.

Emami N y col® han intentado reproducir el ensayo de Amoils y col®* no consiguiendo
los resultados descritos. La media del tiempo de cicatrizacion de las perforaciones

timpanicas fue de 4.8 semanas (rango de 4 a 6 semanas).
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En definitiva, tras analizar los resultados de todos estos grupos, consideramos que los

datos de nuestra serie se comparan favorablemente con la mayoria de ellos y que
pueden ser considerados como una alternativa factible, segura y apropiada para el

desarrollo de modelos preclinicos de perforacion timpanica crénica en ratas.
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En base a los datos obtenidos en este trabajo podemos concluir:

1.

Hemos logrado establecer un modelo murino de perforaciones timpanicas
cronicas aplicando mitomicina C (0.4 mg/ml durante 10°) previamente a la
miringotomia incisional y asociando dexametasona (4 mg/ml). Este modelo
realizado en ratas Sprague Dawley es robusto, reproducible y muy préctico para

la investigacion de novedades terapéuticas en esta patologia.

2. La amputacion del mango del martillo y el orden de aplicacion de la mitomicina

3.

C, antes o después de la perforacion timpanica, no influyen en la duracion de la

permeabilidad de la miringotomia incisional en rata.

La asociacion de dexametasona a la mitomicina C es un componente clave para

la eficacia del modelo.

Este modelo murino de cronificacion de perforacidon timpanica mantiene una
duracion de las miringotomias superior a 3 meses, lo que justificaria su empleo
en los estudios preclinicos de nuevas terapias en el tratamiento de las otitis

seromucosas, sin la utilizacion de los drenajes transtimpanicos.
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ANEXO 1

Servicio de Sanidad Animal T. 012
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RESOLUCION

Vista la solicitud presentada con fecha 28/09/2014 y n° de registro de entrada
3000N°201400493930, para la autorizacion de la realizacion de un proyecto de
investigacién con animales presentada por D. Jose Maria Moraleda Jiménez, como
responsable del mismo.

Vista la propuesta del proyecto denominado:"Modelo de cronicidad de perforaciones
timpanicas en ratas”.

Visto el informe favorable del comité ético del establecimiento usuario con cédigo
REGA ES300305440012.

Visto el resumen no técnico del proyecto.

Visto el resultado favorable de la evaluacién del proyecto por el 6rgano habilitado
“Comité Etico de Experimentacion Animal (CEEA) de la Universidad de Murcia”.

Visto que en dicha evaluacion se clasifica el proyecto como Tipo Il y se indica que
no es necesario llevar a cabo la evolucién retrospectiva del mismo.

Visto que en la evaluacion del proyecto se indica que hay personal participante en
las tareas de investigacion, que no dispone de la capacitacion previa adecuada, pero que
seréa supervisada por Jose Maria Moraleda Jiménez, que si dispone de la capacitacion.

Visto el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacién y otros
fines cientificos, incluyendo la docencia.

Visto el Informe emitido por el Jefe del Servicio de Sanidad Animal el 3 de
noviembre de 2014.

Considerando la competencia que tiene atribuida esta Direcciéon General sobre la
base de lo dispuesto en el Decreto 26/2011, de 25 de febrero, por el que se establece la
estructura organica de la Consejeria de Agricultura, y Agua y lo dispuesto en el Decreto de
Gobierno n°® 42/2014, de 14 de abril, por el que se establecen los Organos Directivos de la
Consejeria de Agricultura y Agua, y con independencia de otras actuaciones que esta u otra
Administracién puedan emprender, esta Direccion General

Proyecto de investigacion A1320141101
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Servicio de Sanidad Animal T.012

T.968.368913

Regién de Murcia Plaza Juan XXIII s/n F. 968 362863
Consejeria de Agricultura y Agua 30008 Murcia F.968.394378

Direccién General de Ganaderfa y Pesca www.carm.es/cagric

RESUELVE

Conceder autorizaciéon a D. Jose Maria Moraleda Jiménez, para la realizacion del
proyecto solicitado, como responsable y usuario del mismo, asignéndole el cédigo de
identificacion N° A1320141101, teniendo esta autorizacién una validez que se
correspondera con la duracién prevista en su memoria, con un maximo de cinco afios,
siempre y cuando no se produzca una modificacidn relevante en dicho procedimiento, en
cuyo caso seria necesario efectuar una nueva solicitud de autorizacién a la autoridad
competente.

El proyecto se llevard a cabo en el establecimiento usuario con cédigo REGA
ES300305440012.

Se autoriza al personal mencionado en la evaluacion del proyecto, sin capacitacion
suficiente, a participar en los procedimientos dentro del marco del proyecto citado siempre
que se trabaje bajo la supervision del investigador D. Jose Maria Moraleda Jiménez, que si
dispone de la capacitacion.

Lo que en cumplimiento del Art. 58 de la Ley de Régimen Juridico de las
Administraciones Publicas y del Procedimiento Comun (Ley 30/1992, de 26 de noviembre)
se le NOTIFICA, significandole que contra dicha RESOLUCION cabe Recurso de Alzada
ante el Excmo. Sr. Consejero de Agricultura y Agua en el plazo de UN MES desde la
recepcion de la presente notificacion, sin perjuicio de poder ejercitar, en su caso, cualquier
otro que se estime pertinente.

Murcia, a 3 de noviembre de 2014
La Directora General de Ganaderia y Pesca
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“€armen T. Morales Cuenca
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Salina. (3x3): 3 unidades rosen de ancho x 3 unidades de alto. Dx: dexametasona. Cerrada: cicatrizacion de la perforacion timpanica.
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ANEXO 3

DIARIO A

RATAN°1.

Primera anestesia el dia 19-9-14. Marco con n® 1 en la cola. Dia 0.

La rata pesa 347 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Después se realiza una perforacion timpanica en ambos oidos que afecta a cuadrantes
anteriores y posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen (es la
medida de un despegador de rosen pequefio, nimero 5 de la caja de timpanoplastia, que
mide 0,8 mm de didmetro). Se realiza la amputacion de ambos mangos de martillo,

extrayendo los fragmentos fracturados con una micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C reconstituida (5ml de agua
bidestilada en frasco de 2 mg. de mitomicina C, quedando una concentracion de 0,4
mg/ml) durante 10 minutos en Ol y un espongostan con solucién salina durante 10
minutos en el OD. Extrayendo los espongostanes mediante micropinza de pico de pato,

sin aspirar.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 22-9-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. EI Ol tiene una
perforacion de 3 medidas de Rosen de ancho por 2 medias de alto. EI OD presenta una

perforacion de 2x1,5 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.
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Tercera anestesia el dia 26-9-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. EI Ol mantiene una
perforacion de 3x 1,5 unidades rosen. EI OD practicamente esta cerrado, tiene una
costra grande y queda una minima perforacion anteroinferior que supone la décima

parte de un rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 29-9-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml pero no llega a dormirse bien y se tiene que poner 0,1 ml mas.

El Ol tiene una perforacion de 2 x 1 unidades rosen. En OD el timpano estéa integro, sin

perforacion.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 3-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml y le cuesta dormirse.
El Ol presenta una perforacion de 1,5 x 1 unidades rosen.
Se realiza fotografia del Ol.

Sexta anestesia el dia 10-10-14. Dia 21.

Se anestesia con 0,4 ml.
El Ol tiene una perforacion de 1,5x1 unidades rosen.
Se realiza fotografia del Ol.

Séptima anestesia el dia 17-10-14. Dia 28.

Se anestesia con 0,4 ml.
El Ol tiene una perforacion de 1x0,5 unidades rosen.
Se realiza fotografia del Ol.

Octava anestesia el dia 24-10-14. Dia 35.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla.

El Ol presenta una perforacion de 1x0,5 unidades rosen.
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Se fotografia el Ol.

Novena anestesia el dia 31-10-14. Dia 42.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla.
Continua la perforacion del Ol de 0,5x0,5 unidades rosen.
Se fotografia el Ol.

Décima anestesia el dia 7-11-14. Dia 49.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla.
El Ol presenta perforacion cerrada.

Se realiza fotografia de Ol.

RATAN®?2

Primera anestesia 19-9-14. Dia 0.

La rata pesa 312 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Después se realiza una perforacion timpanica en ambos oidos que afecta a cuadrantes
anteriores y posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. Se
realiza la amputaciéon de ambos mangos de martillo, extrayendo los fragmentos

fracturados con una micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracion de 0,4
mg/ml durante 10 minutos en Ol y un espongostan con solucién salina durante 10
minutos en el OD. Extrayendo los espongostanes mediante micropinza de pico de pato,

sin aspirar.

No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.
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Sequnda anestesia el dia 22-9-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. En el Ol persiste la
perforacion de 3 x 3 unidades rosen. En el OD presenta una perforacion de 2x2

unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 26-9-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

En el Ol hay una perforacion de 3 x 2 unidades rosen. En el OD queda una perforacion
puntiforme que es la décima parte de un Rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 29-9-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El control de los timpanos refleja en Ol una perforacion de 1,5 x1 unidades rosen. En

OD el timpano esta integro, sin perforacion.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 3-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla.
Los timpanos presentan el OD persiste cerrado, integro y el Ol esta cerrado .

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

RATA N3

Primera anestesia. 19-9-14. Dia 0

La rata pesa 345 gramos y tiene 8 semanas.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y Xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.

Se realizan fotografias de los timpanos integros.
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Después se realiza una perforacion timpanica en ambos oidos que afecta a cuadrantes

anteriores y posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. Se
realiza la amputacion de ambos mangos de martillo, extrayendo los fragmentos

fracturados con una micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos en Ol y un espongostan con solucién salina durante 10
minutos en el OD. Extrayendo los espongostanes mediante micropinza de pico de pato,

sin aspirar.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 22-9-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. EI Ol mantiene la
perforacion de 3 x 3 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion de 3 x 2 unidades

rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 26-9-14. Dia 6.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. EI Ol tiene una
perforacion de 3 x 2 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion de 2 x 1 unidades

rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 29-9-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla de ketamina y xilacina.

El control de los timpanos refleja en Ol una perforacién de 3 x 2 unidades rosen. En

OD el timpano esta integro, sin perforacion.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 3-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla.



ANEXOS

El Ol mantiene la perforacion de 2 x 1,5 unidades rosen.
Se realiza fotografia del Ol.

Sexta anestesia el dia 10-10-14. Dia 21.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla.
El Ol mantiene una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen.
Se realiza fotografia del Ol.

Séptima anestesia el dia 17-10-14. Dia 28.

Se anestesia con 0,4 ml.
El Ol presenta una perforacion de 1,5x1 unidades rosen.
Se realiza fotografia del Ol.

Octava anestesia el dia 24-10-14. Dia 35.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla.
El Ol mantiene una perforacion de 1x1 unidades rosen.
Se realiza fotografia del Ol.

Novena anestesia el dia 31-10-14. Dia 42.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla.
El Ol presenta una perforacion de 1x0,5 unidades rosen.
Se fotografia el Ol.

Décima anestesia el dia 7-11-14. Dia 49.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla.
El Ol presenta timpano cerrado.

Se fotografia el Ol.

RATAN4

Primera anestesia el dia 19-9-14. Dia 0.

La rata pesa 329 gramos y tiene 8 semanas.
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Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble

cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Después se realiza una perforacion timpanica en ambos oidos que afecta a cuadrantes
anteriores y posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. Se
realiza la amputacion de ambos mangos de martillo, extrayendo los fragmentos

fracturados con una micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos en Ol y un espongostan con solucién salina durante 10
minutos en el OD. Extrayendo los espongostanes mediante micropinza de pico de pato,

sin aspirar.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 22-9-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. ElI Ol presenta una
perforacion de 3 x2,5 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion de 3x2 unidades

rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 26-9-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. EI Ol mantiene una
perforacion de 3x1,5 unidades rosen. EI OD presenta una perforacién de 2 x1 unidades

rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 29-9-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla de ketamina y xilacina.
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El Ol tiene una perforacion de 3x 1,5 unidades rosen. EI OD el timpano esta integro,

sin perforacion.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 3-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla.
Los timpanos se encuentran cerrados tanto el derecho como el izquierdo.

Se realiza fotografia solo del oido izquierdo.

RATAN°5

Primera anestesia. 19-9-14. Dia 0.

La rata pesa 367 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Después se realiza una perforacion timpanica en ambos oidos que afecta a cuadrantes
anteriores y posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. Se
realiza la amputacion de ambos mangos de martillo, extrayendo los fragmentos

fracturados con una micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracion de 0,4
mg/ml durante 10 minutos en Ol y un espongostan con solucién salina durante 10
minutos en el OD. Extrayendo los espongostanes mediante micropinza de pico de pato,

sin aspirar.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 22-9-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.



ANEXOS

El Ol presenta una perforacion de 3x2 unidades rosen. EI OD tiene una perforacién de

3 X 2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 26-9-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. EI Ol mantiene una
perforacion de 3 x 2 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion de 2,5 x 1

unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 29-9-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla de ketamina y xilacina.

El control de los timpanos refleja en Ol una perforacién de 1,5 x 1,5 unidades rosen. En

el OD el timpano esta integro, sin perforacion.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 3-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla.
Los timpanos se encuentran cerrados tanto el derecho como el izquierdo.

Se realiza fotografia solo del oido izquierdo.

RATAN°6

Primera anestesia. 19-9-14. Dia 0.

La rata pesa 330 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Después se realiza una perforacion timpanica en ambos oidos que afecta a cuadrantes

anteriores y posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. Se
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realiza la amputacion de ambos mangos de martillo, extrayendo los fragmentos

fracturados con una micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracion de 0,4
mg/ml durante 10 minutos en Ol y un espongostan con solucién salina durante 10
minutos en el OD. Extrayendo los espongostanes mediante micropinza de pico de pato,

sin aspirar.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 22-9-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. EI Ol mantiene una
perforacion de 3x3 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion de 3x1,5 unidades

rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 26-9-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol presenta una perforacion de 3 x 2,5 unidades rosen. El OD tiene una perforacion
de 2 x 1 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 29-9-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla de ketamina y xilacina.

El control de los timpanos refleja en Ol una perforacion de 2,5x 2 unidades rosen. En

OD el timpano esta integro, sin perforacion, con costras.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 3-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla.
El timpano derecho sigue cerrado y el Ol esta cerrado.

Se realiza fotografia solo del oido izquierdo.
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RATAN°7

Primera anestesia. 19-9-14. Dia 0.

La rata pesa 346 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Después ser realiza una perforacion timpanica en ambos oidos que afecta a cuadrantes
anteriores y posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. Se
realiza la amputacion de ambos mangos de martillo, extrayendo los fragmentos

fracturados con una micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos en Ol y un espongostan con solucién salina durante 10
minutos en el OD. Extrayendo los espongostanes mediante micropinza de pico de pato,

sin aspirar.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 22-9-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. ElI Ol presenta una

perforacion de 3x3 unidades rosen. EI OD tiene una perforacion de 3x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 26-9-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol mantiene una perforacion de 3x2 unidades rosen. EI OD presenta una

perforacion de 2x1,5 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.
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Cuarta anestesia el dia 29-9-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla de ketamina y xilacina.

El control de los timpanos refleja en Ol una perforacion de 1x1 unidades rosen. En OD

el timpano estéa integro, sin perforacion.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 3-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla.
Los timpanos se encuentran cerrados tanto el derecho como el izquierdo.

Se realiza fotografia solo del oido izquierdo.

RATAN°8

Primera anestesia. 19-9-14. Dia 0.

La rata pesa 340 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucién de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Después se realiza una perforacion timpanica en ambos oidos que afecta a cuadrantes
anteriores y posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. Se
realiza la amputacion de ambos mangos de martillo, extrayendo los fragmentos

fracturados con una micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos en Ol y un espongostan con solucién salina durante 10
minutos en el OD. Extrayendo los espongostanes mediante micropinza de pico de pato,

sin aspirar.

No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.
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Segunda anestesia el dia 22-9-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. ElI Ol presenta una
perforacion de 3x2,5 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion de 2 x 1,5

unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 26-9-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol presenta la perforacion de 3 x 2 unidades rosen. El OD tiene una perforacion de 1
x1,5 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 29-9-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla de ketamina y xilacina.

El control de los timpanos refleja en Ol una perforacion de 2 x 1,5 unidades rosen. En

OD el timpano esta integro, con costras, sin perforacion.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 3-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla.
Los timpanos se encuentran cerrados tanto el derecho como el izquierdo.

Se realiza fotografia solo del oido izquierdo.

RATAN®9

Primera anestesia. 19-9-14. Dia 0.

La rata pesa 335 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.

Se realizan fotografias de los timpanos integros.
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Después se realiza una perforacion timpanica en ambos oidos que afecta a cuadrantes

anteriores y posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. Se
realiza la amputacion de ambos mangos de martillo, extrayendo los fragmentos

fracturados con una micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracion de 0,4
mg/ml durante 10 minutos en Ol y un espongostan con solucion salina durante 10
minutos en el OD. Extrayendo los espongostanes mediante micropinza de pico de pato,

sin aspirar.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Sequnda anestesia el dia 22-9-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. ElI Ol presenta una
perforacion de 3x3 unidades rosen. EI OD tiene una perforacion de 3 x 2 unidades

rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 26-9-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol presenta una perforacion de 3 x 2 unidades rosen. EI OD presenta una

perforacion de 2x1 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 29-9-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla de ketamina y xilacina.

El control de los timpanos refleja en Ol una perforacion de 0,5x0,5 unidades rosen. En

OD el timpano esta integro, sin perforacion.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 3-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla.



ANEXOS

Los timpanos se encuentran cerrados tanto el derecho como el izquierdo.

Se realiza fotografia solo del oido izquierdo.

RATAN°10

Primera anestesia. 19-9-14. Dia 0.

La rata pesa 322 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Después se realiza una perforacion timpanica en ambos oidos que afecta a cuadrantes
anteriores y posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. Se
realiza la amputacion de ambos mangos de martillo, extrayendo los fragmentos

fracturados con una micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos en Ol y un espongostan con solucién salina durante 10
minutos en el OD. Extrayendo los espongostanes mediante micropinza de pico de pato,

sin aspirar.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 22-9-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. ElI Ol presenta una
perforacion de 3 x 3 unidades rosen. ElI OD tiene una perforacion de 2x1,5 unidades

rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 26-9-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
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El Ol mantiene una perforacion teniendo de 3 x 2 unidades rosen. EI OD presenta una

perforacidn anteroinferior de 0,5x0,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 29-9-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla de ketamina y xilacina.

El control de los timpanos refleja en Ol una perforacion de 2x1 unidades rosen. En OD

el timpano estéa integro, sin perforacion.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 3-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de mezcla.
Los timpanos se encuentran cerrados tanto el derecho como el izquierdo.

Se realiza fotografia solo del oido izquierdo.

DIARIO B

RATAN°1.

Primera anestesia el dia 3-10-14. Marco con n®1 en la cola. Dia 0

Pesa 327 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes

mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Despues se realiza una perforacion timpanica en OD en cuadrantes anteriores y

posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el Ol se
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realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Sequnda anestesia el dia 6-10-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. ElI Ol presenta una
perforacion de 3 x 3 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion practicamente

igual de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 10-10-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol tiene una perforacion de 3x3 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion de
3x3 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 13-10-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol mantiene una perforacion de 3x2,5 unidades rosen. EI OD presenta una

perforacion de 1x1 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 17-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol tiene una perforacion de 2x1 unidades rosen. EI OD presenta el timpano integro

sin perforacion.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Sexta anestesia el dia 24-10-14. Dia 21.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
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Se comprueba con el microscopio el timpano del Ol, persistiendo una perforacion de

0,5x0,5 unidades rosen.
Se realiza fotografia del timpano de Ol.

Séptima anestesia el dia 31-10-14. Dia 28.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
El Ol presenta un timpano integro.

Se realiza fotografia del Ol.

RATAN® 2.

Primera anestesia el dia 3-10-14. Marco con n° 2 en la cola. Dia 0.

Pesa 334 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y Xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes
mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en Ol en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el OD se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Sequnda anestesia el dia 6-10-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol presenta una perforacion de 3x3 unidades rosen. EI OD tiene una perforacion de

3x3 unidades rosen.
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Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 10-10-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. EI Ol mantiene una
perforacion de 3x2 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion de 3x3 unidades

rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 13-10-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. Tanto el Ol como el OD

estan cerrados sin costra.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

RATA n° 3.

Primera anestesia el dia 3-10-14. Marco con n°® 3 en la cola. Dia 0.

Pesa 321 gramos Y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucioén de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes

mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en OD en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el Ol se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.

Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
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No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 6-10-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. EI Ol mantiene una
perforacion de 3 x3 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion practicamente
igual de 3x3 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 10-10-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol presenta una perforacion de 3x2,5 unidades rosen. EI OD tiene una perforacién

de 2,5x2,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 13-10-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. EI Ol tiene una

perforacion de 3x2 unidades rosen. EI OD esté cerrado.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 17-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
El Ol presenta una perforacion de 2x1 unidades rosen.
Se realiza fotografia del oido izquierdo.

Sexta anestesia el dia 24-10-14. Dia 21.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
El Ol tiene una perforacion de 2x1 unidades rosen.
Se realiza fotografia del oido izquierdo.

Séptima anestesia el dia 31-10-14. Dia 28.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
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El Ol presenta una perforacion puntiforme, es la décima parte de un rosen.

Se realiza fotografia del oido izquierdo.

Octava anestesia el dia 7-11-14. Dia 35.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
El Ol presenta un timpano integro.

Se realiza fotografia del oido izquierdo.

RATA n°4.

Primera anestesia el dia 3-10-14. Marco con n® 4 en la cola. Dia 0.

Pesa 316 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes

mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en Ol en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el OD se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 6-10-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. EI Ol presenta una
perforacion de 3x3 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion de 3x3 unidades

rosen.
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Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 10-10-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol tiene una perforacion de 2x2 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion de

2x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 13-10-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol tiene una perforacion de 0,5x0,5 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion
de 0,3x0,3 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 17-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos y ambos estan cerrados,

sin perforacion.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

RATAN°5.

Primera anestesia el dia 3-10-14. Marco con n°5 en la cola. Dia 0.

Pesa 335 gramos Y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucién de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracion de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes

mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.
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Después se realiza una perforacion timpanica en OD en cuadrantes anteriores y

posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el OI se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 6-10-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situaciéon de los timpanos. EI Ol presenta una
perforacion de 3 x 3 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion de 3x2,5 unidades

rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 10-10-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol tiene una perforacion de 2,5x 2 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion

de 2x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 13-10-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol mantiene una perforacién de 2,5x2 unidades rosen. EI OD tiene la perforacién

cerrada.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 17-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
El Ol presenta una perforacion de 2x1 unidades rosen.
Se realizan fotografia del Ol.

Sexta anestesia el dia 24-10-14. Dia 21.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
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Se comprueba con el microscopio la situacién del timpano del Ol. Esta cerrada la

perforacion.

Se realiza fotografia del Ol.

RATAN°6.

Primera anestesia el dia 3-10-14. Marco con n° 6 en la cola. Dia 0.

Pesa 324 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y Xxilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes
mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en Ol en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el OD se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen pero amputando el mango del martillo, que se
extrae con micropinza de pico de pato. Se realizan fotografias de los timpanos

perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 6-10-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol presenta una perforacion de 3x3 unidades rosen. El OD tiene una perforacion de

3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 10-10-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol muestra una perforacion de 3x3 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion

de 2,5x2,5 unidades rosen.
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Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 13-10-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y Xxilacina.

El Ol tiene una perforacion de 3x3 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion de

1,5 x 1 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 17-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y Xxilacina.

En el Ol persiste una perforacion de 3x3 unidades rosen. EI OD presenta una
perforacion de0,5x0,5 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Sexta anestesia el dia 24-10-14. Dia 21.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
El Ol tiene una perforacion de 0,5x0,5 unidades rosen. EI OD esta cerrado.
Se realizan fotografias de los timpanos.

Séptima anestesia el dia 31-10-14. Dia 28.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
El Ol esta cerrado.

Se realiza fotografia del Ol.

RATAN®7.

Primera anestesia el dia 3-10-14. Marco con n° 7 en la cola. Dia 0.

Pesa 334 gramos Y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.

Se realizan fotografias de los timpanos integros.
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Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4

mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes

mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en OD en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el Ol se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que

extraigo con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 6-10-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y Xxilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. ElI Ol presenta una
perforacion de 3x3 unidades rosen. EI OD tiene una perforacion de 3x2,5 unidades

rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 10-10-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol muestra una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen. EI OD presenta una

perforacion de 2x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 13-10-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
El Ol tiene una perforacion de 1,5x1 unidades rosen. EI OD esta cerrado sin costra.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 17-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. El Ol esta cerrado con

costra.
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Se realizan fotografias de ambos timpanos.

RATA n°8.

Primera anestesia el dia 3-10-14. Marco con n° 8 en la cola. Dia 0.

Pesa 349 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes

mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en Ol en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el OD se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 6-10-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. El Ol presenta una
perforacion de 3x3 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion igual de 3x3

unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 10-10-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol muestra una perforacion de 2x2 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion

de 2x2 unidades rosen.
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Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 13-10-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol presenta una perforacion de 1,5 x 1,5 unidades rosen. El timpano del OD esta

cerrado.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 17-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
El Ol tiene una perforacion de 0,5x0,5 unidades rosen.
Se realiza fotografia del Ol.

Sexta anestesia el dia 24-10-14. Dia 21.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
El Ol estéa cerrado.

Se realiza fotografia del Ol.

RATAN°9

Primera anestesia el dia 3-10-14. Marco con n® 9 en la cola. Dia 0.

Pesa 320 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes

mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Despues se realiza una perforacion timpanica en OD en cuadrantes anteriores y

posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el Ol se
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realiza la misma perforacién, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que

extraigo con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Sequnda anestesia el dia 6-10-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. ElI Ol presenta una
perforacion de 3x2,5 unidades rosen. EI OD muestra una perforacion de 2,5x2,5

unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 10-10-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. ElI Ol tiene una
perforacion de 3x2 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion de 1,5x1 unidades

rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 13-10-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
El Ol muestra una perforacion de 1,5x1 unidades rosen. EI OD esta cerrado.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 17-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
El Ol esté cerrado.

Se realiza fotografia del Ol.

RATA n° 10.

Primera anestesia el dia 3-10-14. Marco con n° 10 en la cola. Dia 0
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Pesa 345 gramos Y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucién de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracion de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes

mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en Ol en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el OD se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Sequnda anestesia el dia 6-10-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. ElI Ol presenta una
perforacion de 3x2 unidades rosen. EI OD tiene una perforacion de 3x3 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 10-10-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol muestra una perforacion de 2,5x2 unidades rosen. EI OD presenta una

perforacion de 3x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 13-10-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

En el Ol persiste una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen. EI OD presenta una

perforacion de 2,5x2 unidades rosen.
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Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Quinta anestesia el dia 17-10-14. Dia 14.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol muestra una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen. EI OD tiene una perforacion

de 2,5x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Sexta anestesia el dia 24-10-14. Dia 21.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

En el Ol esta cerrada la perforacion. EI OD presenta una perforacion de 2x1,5 unidades

rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Séptima anestesia el dia 31-10-14. Dia 28

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
El OD presenta una perforacion de 1,5x1 unidades rosen.
Se realiza fotografia de OD.

Octava anestesia el dia 7-11-14. Dia 35

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
El OD estéa cerrado sin costra.

Se realiza fotografia de OD.

RATAN°11.

Primera anestesia el dia 3-10-14. Marco con n® 11 en la cola. Dia 0

Pesa 328 gramos Y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.

Se realizan fotografias de los timpanos integros.
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Se coloca espongostan con suero fisioldgico durante 10 minutos, en cada uno de los

timpanos. Extrayendo los espongostanes mediante micropinza de pico de pato, sin

aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en OD en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el Ol se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 6-10-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y Xxilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos. ElI Ol presenta una
perforacion de 3x2 unidades rosen. EI OD muestra una perforacion de 2x2 unidades

rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 10-10-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol muestra una perforacion de 2x1 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion

de 1,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 13-10-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos, estando cerrados los

dos.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.
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RATAN°12

Primera anestesia el dia 3-10-14. Marco con n® 12 en la cola. Dia 0

Pesa 337 gramos Y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan con suero fisiolégico durante 10 minutos, en cada uno de los
timpanos. Extrayendo los espongostanes mediante micropinza de pico de pato, sin

aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en Ol en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el OD se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Sequnda anestesia el dia 6-10-14. Dia 3.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.

El Ol presenta una perforacion de 2x2 unidades rosen. EI OD muestra una perforacion

de 2x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Tercera anestesia el dia 10-10-14. Dia 7.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y Xxilacina.

El Ol tiene una perforacién de 2x1,5 unidades rosen. EI OD presenta una perforacion

puntiforme de 0,1x0,1 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Cuarta anestesia el dia 13-10-14. Dia 10.

Se anestesia con 0,4 ml de la mezcla de ketamina y xilacina.
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Se comprueba con el microscopio la situacion de los timpanos, estando cerrados los

dos.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

DIARIO C

RATAN°1.

Primera anestesia el dia 24-10-14. Marco con n® 1 en la cola. Dia 0

Pesa 342 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucién de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracion de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes

mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en OD en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el Ol se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Sequnda anestesia el dia 27-10-14. Dia 3

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 3x3 unidades rosen.

Se realizan fotografias.
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Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Tercera anestesia el dia 31-10-14. Dia 7

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen, seca

y en el OD una perforacion de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos oidos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Cuarta anestesia el dia 3-11-14. Dia 10

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen, seca y

en el OD una perforacién de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Quinta anestesia el dia 7-11-14. Dia 14

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen, seca

y en el OD una perforacion de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Sexta anestesia el dia 14-11-14. Dia 21

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.



ANEXOS

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen,

seca y en el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Séptima anestesia el dia 21-11-14. Dia 28

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen,

seca y en el OD una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Octava anestesia el dia 28-11-14. Dia 35

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen,

seca Yy en el OD una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Novena anestesia el dia 05-12-14. Dia 42

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen,

seca y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décima anestesia el dia 12-12-14. Dia 49

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen,

seca y en el OD una perforacion de 1x1 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.
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Décimo primera anestesia el dia 19-12-14. Dia 56

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen,

seca y en el OD una perforacion de 1x1 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo sequnda anestesia el dia 26-12-14. Dia 63

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen,

seca y en el OD una perforacién de 0,5x1 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo tercera anestesia el dia 2-1-15. Dia 70

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y observo en Ol una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen,

seca y en el OD una perforacion de 0,5x0,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo cuarta anestesia el dia 9-1-15. Dia 77

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x1 unidades rosen,

seca y en el OD una perforacién de 0,5x0,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo quinta anestesia el dia 16-1-15. Dia 84

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
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Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x1 unidades rosen,

seca Yy en el OD una perforacion muy pequefia de 1/3 x 1/3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo sexta anestesia el dia 23-1-15. Dia 91

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x1 unidades rosen,

seca y el OD tiene cerrada la perforacion con costra.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo séptima anestesia el dia 30-1-15. Dia 98

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x1 unidades rosen,
seca Yy el OD continua cerrado con costra.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo octava anestesia el dia 6-2-15. Dia 105

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x1 unidades rosen,

seca y el OD cerrado sin costra.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo novena anestesia el dia 13-2-15. Dia 112

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el timpano del Ol observando una perforacion de 2x1 unidades rosen, seca.

Se realiza fotografia del Ol.
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Vigésima anestesia el dia 20-2-15. Dia 119

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el timpano del Ol observando una perforacion de 2x1 unidades rosen, seca.
Se realiza fotografia del Ol.

Vigésima primera anestesia el dia 27-2-15. Dia 126

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el timpano del Ol observando una perforacion de 2x1 unidades rosen, seca.
Se realiza fotografia del Ol.

Vigésima segunda anestesia el dia 6-3-15. Dia 133

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el timpano del Ol observando una perforacion de 2x1 unidades rosen, seca.
Se realiza fotografia del Ol.

Vigésima tercera anestesia el dia 13-3-15. Dia 140

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el timpano del Ol observando la perforacién cerrada.

Se realiza fotografia del Ol.

RATAN® 2.

Primera anestesia el dia 24-10-14. Marco con n® 1 en la cola. Dia 0

Pesa 333 gramos Y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.

Se realizan fotografias de los timpanos integros.
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Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4

mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes

mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en Ol en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el OD se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

La rata aparece muerta al dia siguiente.

RATAN° 3.

Primera anestesia el dia 24-10-14. Marco con n®1 en la cola. Dia 0

Pesa 316 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble cantidad
de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura toda la

intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes

mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en OD en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el Ol se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.

No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.
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Segunda anestesia el dia 27-10-14. Dia 3

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x3 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Tercera anestesia el dia 31-10-14. Dia 7

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x3 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Cuarta anestesia el dia 3-11-14. Dia 10

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x3 unidades rosen y en

el OD una perforacién de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Quinta anestesia el dia 7-11-14. Dia 14

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
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Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacién de 3x3 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 3x3 unidades rosen. Se realizan fotografias de ambos

timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Sexta anestesia el dia 14-11-14. Dia 21

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en
el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Séptima anestesia el dia 21-11-14. Dia 28

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Octava anestesia el dia 28-11-14. Dia 35

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en
el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Novena anestesia el dia 05-12-14. Dia 42

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.
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Décima anestesia el dia 12-12-14. Dia 49

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 3x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo primera anestesia el dia 19-12-14. Dia 56

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2 unidades rosen y

en el OD una perforacién de 2,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo sequnda anestesia el dia 26-12-14. Dia 63

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2x1,5 unidades rosen y

en el OD una perforacion de 2x1 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo tercera anestesia el dia 2-1-15. Dia 70

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2x1,5 unidades rosen y

en el OD una perforacién de 2x1 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo cuarta anestesia el dia 9-1-15. Dia 77

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
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Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2x1,5 unidades rosen y

en el OD una perforacion de 2x1 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo quinta anestesia el dia 16-1-15. Dia 84

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2x1,5 unidades rosen y

en el OD una perforacion de 2x1 unidades rosen, con costra alrededor.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo sexta anestesia el dia 23-1-15. Dia 91

Se anestesia con soluciéon de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1,5x1 unidades rosen y
en el OD una perforacion de 2x1 rosen, con costra alrededor que se retira.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo séptima anestesia el dia 30-1-15. Dia 98

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1,5x1 unidades rosen y

en el OD una perforacién de 2x1 unidades rosen, con costra alrededor que no se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo octava anestesia el dia 6-2-15. Dia 105

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1,5x1 unidades rosen,
con discreta humedad y en el OD una perforacion de 2x1 unidades rosen, con pequefia
costra en el borde de la perforacion.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.
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Décimo novena anestesia el dia 13-2-15. Dia 112

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1,5x1 unidades rosen,

con discreta humedad y en el OD una perforacion de 2x1 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima anestesia el dia 20-2-15. Dia 119

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observan ambos timpanos con otorrea en oido medio, por

lo que se excluye la rata del estudio.

RATANn°4.

Primera anestesia el dia 24-10-14. Marco con n® 1 en la cola. Dia 0

Pesa 326 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes
mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en Ol en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el OD se
realiza la misma perforacidn, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que

extraigo con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

En el Ol se desepiteliza totalmente el mango del martillo aunque se respeta.
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Sequnda anestesia el dia 27-10-14. Dia 3

Se anestesia con soluciéon de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x3 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Tercera anestesia el dia 31-10-14. Dia 7

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en OD una perforacion de 3x2 unidades rosen y
en el Ol una perforacién de 3x3 unidades rosen, con el mango del martillo necrotico

(fue el que se quedo desepitelizado en el momento de la perforacion).
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Cuarta anestesia el dia 3-11-14. Dia 10

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en OD una perforacion de 3x2 unidades rosen y
en el Ol una perforacion de 3x3 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Quinta anestesia el dia 7-11-14. Dia 14

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
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Se revisan los timpanos y se observa en OD una perforacion de 3x2 unidades rosen y

en el Ol una perforacion de 3x3 unidades rosen. Se realizan fotografias de ambos

timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Sexta anestesia el dia 14-11-14. Dia 21

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en OD una perforacion de 2x1 unidades rosen y
en el Ol una perforacién de 3x2 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Séptima anestesia el dia 21-11-14. Dia 28

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacién de 2x1 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Octava anestesia el dia 28-11-14. Dia 35

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforaciéon de 3x2 unidades rosen y en
el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Novena anestesia el dia 05-12-14. Dia 42

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacién de 1,5x1,5 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.
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Décima anestesia el dia 12-12-14. Dia 49

Se anestesia con soluciéon de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo primera anestesia el dia 19-12-14. Dia 56

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo sequnda anestesia el dia 26-12-14. Dia 63

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo tercera anestesia el dia 2-1-15. Dia 70

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo cuarta anestesia el dia 9-1-15. Dia 77

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
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Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforaciéon de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo quinta anestesia el dia 16-1-15. Dia 84

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo sexta anestesia el dia 23-1-15. Dia 91

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen con
costra que ser retira y en el OD una perforacién de 1,5x1,5 unidades rosen, con costra

en el fondo que no se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo séptima anestesia el dia 30-1-15. Dia 98

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x1,5 unidades rosen,
seca, con costra que no se retira y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen,

con costra que no se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo octava anestesia el dia 6-2-15. Dia 105

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x1,5 unidades rosen,
seca, con costra que se retira y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen,

con una costra que no se retira.



ANEXOS

Se realizan fotografias.

Décimo novena anestesia el dia 13-2-15. Dia 112

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x1,5 unidades rosen,
seca, con escasa costra y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen, con una

costra que no se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima anestesia el dia 20-2-15. Dia 119

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x1,5 unidades rosen,
seca, con pequefia costra que no se retira y en el OD una perforacion de 1,5x1,5

unidades rosen, con pequefia costra que no se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima primera anestesia el dia 27-2-15. Dia 126

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x1,5 unidades rosen,
seca, con costra que se retira y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen,

con pequefia costra que no se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima segunda anestesia el dia 6-3-15. Dia 133

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x1,5 unidades rosen,
seca, con costra que no se retira y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen,

con pequefia costra que no se retira.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.
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Vigésima tercera anestesia el dia 13-3-15. Dia 140

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x1,5 unidades rosen,
seca, con costra que se retira y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen,

con pequefia costra que no se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima cuarta anestesia el dia 20-3-15. Dia 147

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x1,5 unidades rosen,
seca, sin costra y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen, con pequefia

costra que se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima quinta anestesia el dia 27-3-15. Dia 154

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x1,5 unidades rosen,

seca, sin costra y en el OD se ha cerrado la perforacion.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima sexta anestesia el dia 3-4-15. Dia 161

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.

Se revisa el Ol observando una perforacion de 2x1,5 unidades rosen, seca, con pequefia

costra.
Se realiza fotografia del Ol.

Vigésima séptima anestesia el dia 10-4-15. Dia 168

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.
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Se revisa el Ol observando una perforacién de 2x1,5 unidades rosen, seca, con pequefia

costra posterior.
Se realiza fotografia del Ol.

Vigésima octava anestesia el dia 17-4-15. Dia 175

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisa el Ol observando una perforacion de 2x1 unidades rosen, seca, con pequefia

costra posterior que se retira.
Se realiza fotografia del Ol.

Vigésima novena anestesia el dia 24-4-15. Dia 182

Se anestesia con soluciéon de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol observando cerrada la perforacion con costra.

Se realiza fotografia del Ol.

RATAN°5.

Primera anestesia el dia 24-10-14. Marco con n®1 en la cola. Dia 0

Pesa 320 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y Xxilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes

mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Despues se realiza una perforacion timpanica en OD en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el Ol se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
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Se realizan fotografias de los timpanos perforados.

No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 27-10-14. Dia 3

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y observo en Ol una perforaciéon de 3x3 unidades rosen y en el

OD una perforacion de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Tercera anestesia el dia 31-10-14. Dia 7

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x3 unidades rosen y en

el OD una perforacién de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Cuarta anestesia el dia 3-11-14. Dia 10

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforaciéon de 3x3 unidades rosen y en

el OD una perforacién de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.
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Quinta anestesia el dia 7-11-14. Dia 14

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x3 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Sexta anestesia el dia 14-11-14. Dia 21

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en OD una perforacion de 3x2 unidades rosen y

en el Ol una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Séptima anestesia el dia 21-11-14. Dia 28

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacién de 1,5x1 unidades rosen y

en el OD una perforacién de 2,5x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Octava anestesia el dia 28-11-14. Dia 35

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1,5x1 unidades rosen y

en el OD una perforacién de 2,5x1,5 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.



ANEXOS

Novena anestesia el dia 05-12-14. Dia 42

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x0,5 unidades rosen y

en el OD una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décima anestesia el dia 12-12-14. Dia 49

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x0,5 unidades rosen y

en el OD una perforacién de 2,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo primera anestesia el dia 19-12-14. Dia 56

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x0,5 unidades rosen,

seca y en el OD una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo sequnda anestesia el dia 26-12-14. Dia 63

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x0,5 unidades rosen y

en el OD una perforacién de 2,5x1,5 unidades rosen, con una costra.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo tercera anestesia el dia 2-1-15. Dia 70

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
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Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x0,5 unidades rosen y

en el OD una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen, persistiendo la costra.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo cuarta anestesia el dia 9-1-15. Dia 77

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x0,5 unidades rosen y

en el OD una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen, sin costra.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo quinta anestesia el dia 16-1-15. Dia 84

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x0,5 rosen, seca y en el
OD una perforacion de 2,5x1,5 rosen, seca, sin costra.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo sexta anestesia el dia 23-1-15. Dia 91

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x0,5 unidades rosen,

seca, con costra gue se retira y en el OD una perforacién de 2,5x1,5 rosen, seca.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo séptima anestesia el dia 30-1-15. Dia 98

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacién de 1x0,5 unidades rosen,
seca, con costra parcial que no se retira 'y en el OD una perforacion de 2,5x1,5 unidades

rosen, seca.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.
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Décimo octava anestesia el dia 6-2-15. Dia 105

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x0,5 unidades rosen,
seca, con costra que no se retira y en el OD una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen,

seca.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo novena anestesia el dia 13-2-15. Dia 112

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x0,5 unidades rosen,

seca, con costra y en el OD una perforacién de 2,5x1,5 unidades rosen, seca.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima anestesia el dia 20-2-15. Dia 119

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x0,5 unidades rosen,
seca, con costra que se retira y en el OD una perforacién de 2,5x1,5 unidades rosen,

seca.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima primera anestesia el dia 27-2-15. Dia 126

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x0,5 unidades rosen,

seca y en el OD una perforacién de 2,5x1,5 unidades rosen, seca.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima sequnda anestesia el dia 6-3-15. Dia 133

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.
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Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x0,5 unidades rosen,

con costra que se retira y en el OD una perforacion de 2,5x1,5 rosen con costra que no

se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima tercera anestesia el dia 13-3-15. Dia 140

Se anestesia con soluciéon de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x0,5 rosen, seca y en el

OD una perforacion de 2,5x1,5 rosen con costra que no se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima cuarta anestesia el dia 20-3-15. Dia 147

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x0,5 unidades rosen,

seca, sin costra y en el OD la perforacién cerrada.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima quinta anestesia el dia 27-3-15. Dia 154

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol presentando una perforacion de 1x0,5 unidades rosen, seca, Sin costra.
Se realiza fotografia del Ol.

Vigésima sexta anestesia el dia 3-4-15. Dia 161

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol presentando una perforacion de 1x0,5 unidades rosen, seca, sin costra.

Se realiza fotografia del Ol.
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Vigésima séptima anestesia el dia 10-4-15. Dia 168

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol observando cerrada la perforacion, con costra.

Se realiza fotografia del Ol.

RATAN°6.

Primera anestesia el dia 24-10-14. Marco con n® 1 en la cola. Dia 0

Pesa 319 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracién de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes

mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en Ol en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el OD se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 27-10-14. Dia 3

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x3 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.
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Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Tercera anestesia el dia 31-10-14. Dia 7

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en OD una perforacion de 3x2 unidades rosen,

seca y en el Ol una perforacion de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Cuarta anestesia el dia 3-11-14. Dia 10

Se anestesia con soluciéon de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en OD una perforacion de 3x2 unidades rosen,

seca y en el Ol una perforacion de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Quinta anestesia el dia 7-11-14. Dia 14

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en OD una perforacion de 3x2 unidades rosen y

en el Ol una perforacién de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Sexta anestesia el dia 14-11-14. Dia 21

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
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Se revisan los timpanos y se observa en OD una perforacion de 3x2 unidades rosen y

en el Ol una perforacion de 3x3 unidades rosen. Se realizan fotografias de ambos

timpanos.

Séptima anestesia el dia 21-11-14. Dia 28

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x3 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Octava anestesia el dia 28-11-14. Dia 35

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen y
en el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Novena anestesia el dia 05-12-14. Dia 42

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen y

en el OD una perforacién de 3x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décima anestesia el dia 12-12-14. Dia 49

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,

seca, con costra y en el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.
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Décimo primera anestesia el dia 19-12-14. Dia 56

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,

seca, con costra 'y en el OD una perforacion de 2,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo sequnda anestesia el dia 26-12-14. Dia 63

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,

seca, con costra y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo tercera anestesia el dia 2-1-15. Dia 70

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,

seca, con costra 'y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo cuarta anestesia el dia 9-1-15. Dia 77

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,

seca, con costra y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo sexta anestesia el dia 23-1-15. Dia 91

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
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Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,

seca, con costra que se retira y en el OD una perforaciéon de 1,5x1,5 unidades rosen,

con costra que se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo séptima anestesia el dia 30-1-15. Dia 98

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,
seca, ahora sin costra y en el OD una perforacién de 1,5x1,5 unidades rosen, con costra

parcial que no se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo octava anestesia el dia 6-2-15. Dia 105

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,
seca, con costra posterior y en oido medio y en el OD una perforacion de 1,5x1,5

unidades rosen, con costra parcial que no se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Décimo novena anestesia el dia 13-2-15. Dia 112

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,
seca, con costra alrededor y en el oido medio y en el OD una perforacion de 1,5x1,5

unidades rosen, con una costra que casi cierra la perforacion en su totalidad.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima anestesia el dia 20-2-15. Dia 119

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.
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Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,

seca, con pequefia costra que no se retira y en el OD una perforacion de 1,5x1,5

unidades rosen, con costra que se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima primera anestesia el dia 27-2-15. Dia 126

Se anestesia con soluciéon de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,
seca, con costra que se retira y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen,

seca.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima segunda anestesia el dia 6-3-15. Dia 133

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,
seca, con costra que no se retira 'y en el OD una perforacién de 1,5x1,5 unidades rosen,

seca con costra que no se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima tercera anestesia el dia 13-3-15. Dia 140

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,
seca, con costra que se retira y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen,

seca con costra que no se retira.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima cuarta anestesia el dia 20-3-15. Dia 147

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
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Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,

seca, con costra que se retira y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen, sin

costra.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima quinta anestesia el dia 27-3-15. Dia 154

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,

seca, sin costra y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen, sin costra.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima sexta anestesia el dia 3-4-15. Dia 161

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,
seca, con costra que se retira y en el OD una perforacién de 1,5x1,5 unidades rosen, sin

costra.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima séptima anestesia el dia 10-4-15. Dia 168

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,
seca, sin costra y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen, sin costra.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima octava anestesia el dia 17-4-15. Dia 175

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,
seca, con costra que se retira 'y en el OD una perforacién de 1,5x1,5 unidades rosen, sin

costra.
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Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Vigésima novena anestesia el dia 24-4-15. Dia 182

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2,5 unidades rosen,
seca, con minima costra y en el OD una perforacion de 1,5x1,5 unidades rosen, con

pequefia costra.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

RATAN°7.

Primera anestesia el dia 24-10-14. Marco con n® 1 en la cola. Dia 0

Pesa 335 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucién de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracion de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes

mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en OD en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el Ol se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 27-10-14. Dia 3

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
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Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2 unidades rosen y

en el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Tercera anestesia el dia 31-10-14. Dia 7

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en
el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Cuarta anestesia el dia 3-11-14. Dia 10

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforaciéon de 3x2 unidades rosen y en
el OD una perforacién de 3x2 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Quinta anestesia el dia 7-11-14. Dia 14

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.
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Sexta anestesia el dia 14-11-14. Dia 21

Se anestesia con soluciéon de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2,5x2 unidades rosen,

seca y en el OD cerrada la perforacion, con otorrea.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Séptima anestesia el dia 21-11-14. Dia 28

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol observando una perforacion de 2,5x2 unidades rosen, seca.
Se realiza fotografia del Ol.

Octava anestesia el dia 28-11-14. Dia 35

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol y se observa una perforacion de 2,5x2 unidades rosen, seca.
Se realiza fotografia del Ol.

Novena anestesia el dia 05-12-14. Dia 42

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol y se observa una perforacion de 2x2 unidades rosen, seca.
Se realiza fotografia del Ol.

Décima anestesia el dia 12-12-14. Dia 49

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol y se observa una perforacion de 2x1,5 unidades rosen, seca.

Se realiza fotografia del Ol.
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Décimo primera anestesia el dia 19-12-14. Dia 56

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol y se observa una perforacion de 2x0,5 unidades rosen, seca.
Se realiza fotografia del Ol.

Décimo sequnda anestesia el dia 26-12-14. Dia 63

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol y se observa otorrea que cubre la totalidad de la perforacion.

Se realiza fotografia del Ol. Queda eliminada del ensayo.

RATA n°8.

Primera anestesia el dia 24-10-14. Marco con n® 1 en la cola. Dia 0

Pesa 326 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracion de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes

mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en Ol en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el OD se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.

No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.
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Sequnda anestesia el dia 27-10-14. Dia 3

Se anestesia con soluciéon de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en el Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y

en el OD una perforacion de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Tercera anestesia el dia 31-10-14. Dia 7

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacién de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Cuarta anestesia el dia 3-11-14. Dia 10

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Quinta anestesia el dia 7-11-14. Dia 14

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacién de 3x3 unidades rosen.
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Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Sexta anestesia el dia 14-11-14. Dia 21

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol dos perforaciones de 1x1 y 0,5x0,5
unidades rosen, porque se ha tabicado la perforacion y en el OD una perforacion de

2x1,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Séptima anestesia el dia 21-11-14. Dia 28

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion puntiforme de 0,1x0,1

unidades rosen y en el OD una perforacién de 1,5x1 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Octava anestesia el dia 28-11-14. Dia 35

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion cerrada y en el OD una

perforacion de 1x0,5 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Novena anestesia el dia 05-12-14. Dia 42

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.
Se revisa el OD y se observa una perforacion de 0,5x0,5 unidades rosen.

Se realiza fotografia del OD.
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Décima anestesia el dia 12-12-14. Dia 49

Se anestesia con soluciéon de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el OD y se observa la perforacion cerrada.

Se realiza fotografia del OD.

RATAN°9.

Primera anestesia el dia 24-10-14. Marco con n® 1 en la cola. Dia 0

Pesa 314 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucién de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracion de
0,4mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los

espongostanes mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en OD en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el Ol se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Sequnda anestesia el dia 27-10-14. Dia 3

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 3x3 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.
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Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Tercera anestesia el dia 31-10-14. Dia 7

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacién de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Cuarta anestesia el dia 3-11-14. Dia 10

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacién de 3x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Quinta anestesia el dia 7-11-14. Dia 14

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacién de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacién de 3x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Sexta anestesia el dia 14-11-14. Dia 21

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
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Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2x1 unidades rosen y en

el OD cerrada la perforacion.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Séptima anestesia el dia 21-11-14. Dia 28

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol y se observa una perforacion de 2x1 unidades rosen.
Se realiza fotografia del Ol.

Octava anestesia el dia 28-11-14. Dia 35

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol y se observa una perforacion de 1,5x1 unidades rosen.
Se realiza fotografia del Ol.

Novena anestesia el dia 05-12-14. Dia 42

Se anestesia con soluciéon de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol y se observa una perforacion de 1,5x1 unidades rosen.
Se realiza fotografia del Ol.

Décima anestesia el dia 12-12-14. Dia 49

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol y se observa una perforacion de 1x1 unidades rosen.
Se realiza fotografia del Ol.

Décimo primera anestesia el dia 19-12-14. Dia 56

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol observando cerrado el timpano.

Se realiza fotografia del Ol.
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RATA n° 10.

Primera anestesia el dia 24-10-14. Marco con n® 1 en la cola. Dia 0

Pesa 330 gramos Yy tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan empapado con mitomicina C con una concentracion de 0,4
mg/ml durante 10 minutos, en cada uno de los timpanos. Extrayendo los espongostanes
mediante micropinza de pico de pato, sin aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en Ol en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el OD se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 27-10-14. Dia 3

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Tercera anestesia el dia 31-10-14. Dia 7

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacién de 3x2 unidades rosen.
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Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Cuarta anestesia el dia 3-11-14. Dia 10

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en

el OD una perforacién de 3x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Quinta anestesia el dia 7-11-14. Dia 14

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2x2 unidades rosen y en

el OD una perforacién de 3x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de una ampolla de dexametasona de 4 mg. con un aspirador de oido,

en ambos oidos medios y externos.

Sexta anestesia el dia 14-11-14. Dia 21

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 0,5x0,5 unidades rosen y

en el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Séptima anestesia el dia 21-11-14. Dia 28

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
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Se revisan los timpanos y se observa el Ol con la perforacion cerrada y en el OD una

perforacion de 2x1 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Octava anestesia el dia 28-11-14. Dia 35

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el timpano del OD observando una perforacion de 2x1 unidades rosen.
Se realiza fotografia del OD.

Novena anestesia el dia 05-12-14. Dia 42

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el timpano del OD vy se observa una perforacion de 2x1 unidades rosen.
Se realiza fotografia del OD.

Décima anestesia el dia 12-12-14. Dia 49

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.
Se revisa el timpano del OD y se observa una perforacion de 2x1 unidades rosen.
Se realiza fotografia del OD.

Décimo primera anestesia el dia 19-12-14. Dia 56

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el timpano del OD y se observa una perforacion de 2x1 unidades rosen.
Se realiza fotografia del OD.

Décimo sequnda anestesia el dia 26-12-14. Dia 63

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el timpano del OD vy se observa una perforacion de 2x1 unidades rosen.

Se realiza fotografia del OD.
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Décimo tercera anestesia el dia 2-1-15. Dia 70

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisa el timpano del OD y se observa una perforacion de 2x1 unidades rosen con

costra.
Se realiza fotografia del OD.

Décimo cuarta anestesia el dia 9-1-15. Dia 77

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisa el timpano del OD y se observa una perforacion de 2x1 unidades rosen con

costra.
Se realiza fotografia del OD.

Décimo quinta anestesia el dia 16-1-15. Dia 84

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisa el timpano del OD y se observa una perforacion de 2x1 unidades rosen con

costra.
Se realiza fotografia del OD.

Décimo sexta anestesia el dia 23-1-15. Dia 91

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisa el timpano del OD y se observa una perforacion de 2x1 unidades rosen con

una costra que no se retira.
Se realiza fotografia del OD.

Décimo séptima anestesia el dia 30-1-15. Dia 98

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
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Se revisa el timpano del OD y se observa una perforacion de 2x1 unidades rosen con

costra que se retira.
Se realiza fotografia del OD.

Décimo octava anestesia el dia 6-2-15. Dia 105

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisa el timpano del OD y se observa una perforacion de 2x1 unidades rosen, seca,

con costra que no se retira.
Se realiza fotografia del OD.

Décimo novena anestesia el dia 13-2-15. Dia 112

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisa el timpano del OD y se observa una perforacion de 2x1 unidades rosen, seca,

con costra que se retira.
Se realiza fotografia del OD.

Vigésima anestesia el dia 20-2-15. Dia 119

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el timpano del OD y se observa una perforacion de 2x1 unidades rosen, seca.
Se realiza fotografia del OD.

Vigésima primera anestesia el dia 27-2-15. Dia 126

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.
Se revisa el timpano del OD y se observa una perforacion de 2x1 unidades rosen, seca.
Se realiza fotografia del OD.

Vigésima sequnda anestesia el dia 6-3-15. Dia 133

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.
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Se revisa el timpano del OD y se observa una perforacion de 2x1 unidades rosen, seca,

se retira costra.
Se realiza fotografia del OD.

Vigésima tercera anestesia el dia 13-3-15. Dia 140

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el timpano del OD y se observa una perforacion de 2x1unidades rosen, seca.
Se realiza fotografia del OD.

Vigésima cuarta anestesia el dia 20-3-15. Dia 147

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisa el timpano del OD observando una perforacion de 2x1 unidades rosen, seca,

con costra que se retira.
Se realiza fotografia del OD.

Vigésima quinta anestesia el dia 27-3-15. Dia 154

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisa el OD presentando una perforacion de 2x1 unidades rosen, seca, con pequefia

costra en caja timpanica.
Se realiza fotografia del OD.

Vigésima sexta anestesia el dia 3-4-15. Dia 161

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisa el OD presentando una perforacién de 1,5x1 unidades rosen, seca, con

pequefia costra.

Se realiza fotografia del OD.
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Vigésima séptima anestesia el dia 10-4-15. Dia 168

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisa el OD presentando una perforacion de 1,5x1 unidades rosen, seca, con

pequefia costra que se retira.
Se realiza fotografia del OD.

Vigésima octava anestesia el dia 17-4-15. Dia 175

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisa el OD presentando una perforacion de 1,5x1 unidades rosen, seca, con

pequefia costra que se retira.
Se realiza fotografia del OD.

Vigésima novena anestesia el dia 24-4-15. Dia 182

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisa el OD presentando una perforacion de 1,5x1 unidades rosen, seca, con

minima costra que no se retira.

Se realiza fotografia del OD.

RATAN°11.

Primera anestesia el dia 24-10-14. Marco con n® 1 en la cola. Dia 0

Pesa 338 gramos y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.

Se realizan fotografias de los timpanos integros.
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Se coloca espongostan con suero fisioldgico durante 10 minutos, en cada uno de los

timpanos. Extrayendo los espongostanes mediante micropinza de pico de pato, sin

aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en OD en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el Ol se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 27-10-14. Dia 3

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x2 unidades rosen y en
el OD una perforacion de 3x2 unidades rosen.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de solucién salina con un aspirador de oido, en ambos oidos medios y

externos.

Tercera anestesia el dia 31-10-14. Dia 7

Se anestesia con solucién de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 1x1 unidades rosen y el
OD esta cerrado.

Se realizan fotografias de ambos timpanos.
Se aplica 0,1 ml de solucién salina con un aspirador en el oido externo y medio de Ol.

Cuarta anestesia el dia 3-11-14. Dia 10

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.
Se revisa el Ol y se observa la perforacién cerrada.

Se realiza fotografia de Ol.
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RATA N°12.

Primera anestesia el dia 24-10-14. Marco con n® 1 en la cola. Dia 0

Pesa 327 gramos Y tiene 8 semanas de edad.

Se anestesia con 0,7 ml de una solucion de ketamina y xilacina, donde hay doble
cantidad de la primera que de la segunda. Se aplica la anestesia intraperitoneal. Dura

toda la intervencion.
Se realizan fotografias de los timpanos integros.

Se coloca espongostan con suero fisiolégico durante 10 minutos, en cada uno de los
timpanos. Extrayendo los espongostanes mediante micropinza de pico de pato, sin

aspirar.

Después se realiza una perforacion timpanica en Ol en cuadrantes anteriores y
posteriores, respetando el mango del martillo, de 3x3 unidades rosen. En el OD se
realiza la misma perforacion, 3x3 rosen, pero amputando el mango del martillo, que se

extrae con micropinza de pico de pato.
Se realizan fotografias de los timpanos perforados.
No sangra nada ni se tiene que usar el aspirador.

Segunda anestesia el dia 27-10-14. Dia 3

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencién.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 3x3 unidades rosen y en

el OD una perforacién de 3x3 unidades rosen.
Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de solucion salina con un aspirador de oido, en ambos oidos medios y

externos.

Tercera anestesia el dia 31-10-14. Dia 7

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en Ol una perforacion de 2x1 unidades rosen y en

el OD una perforacién de 2x1 unidades rosen.
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Se realizan fotografias de ambos timpanos.

Se aplica 0,1 ml de solucién salina con un aspirador de oido, en ambos oidos medios y

externos.

Cuarta anestesia el dia 3-11-14. Dia 10

Se anestesia con solucion de ketamina y xilacina (0,4 ml), con doble cantidad de la

primera que de la segunda. Dura toda la intervencion.

Se revisan los timpanos y se observa en ambos oidos las perforaciones cerradas.
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ANEXO 4

FOTOGRAFIAS A

RATA1

OD 19-9-14 (Integro) OD 19-9-14 OD 22-9-14

OD 26-9-14 OD 29-9-14

’

Ol 19-9-14 (Integro)

Ol 22-9-14

Ol 26-9-14 Ol 29-9-14 Ol 3-10-14
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Ol 10-10-14 Ol 17-10-14 Ol 24-10-14

Ol 31-10-14 Ol 7-11-14

RATA 2

OD 19-9-14(Integro) OD 19-9-14 OD 22-9-14

OD 26-9-14 OD 29-9-14



ANEXOS




ANEXOS

Ol 19-9-14(Integro) 0119-9-14 Ol 22-9-14

Ol 26-9-14 Ol 29-9-14 Ol 3-10-14

OD 19-9-14(Integro) OD 19-9-14 OD 22-9-14

RATA 3

OD 26-9-14 OD 29-9-14



ANEXOS




ANEXOS

Ol 19-9-14(Integro) 0119-9-14 Ol 22-9-14

Ol 26-9-14 Ol 29-9-14 Ol 3-10-14

Ol 10-10-14 Ol 17-10-14 Ol 24-10-14

-

Ol 31-10-14 Ol 7-11-14



ANEXOS




ANEXOS

RATA 4

OD 19-9-14(Integro) OD 19-9-14 OD 22-9-14

OD 26-9-14 OD 29-9-14

Ol 19-9-14(Integro) Ol 19-9-14 Ol 22-9-14

Ol 26-9-14 Ol 29-9-14 Ol 3-10-14



ANEXOS




ANEXOS

RATAS

OD 19-9-14(Integro) OD 19-9-14 OD 22-9-14

OD 26-9-14 OD 29-9-14

Ol 19-9-14(Integro) Ol 19-9-14 Ol 22-9-14

-~

s

Ol 26-9-14 Ol 29-9-14 Ol 3-10-14




ANEXOS




ANEXOS

RATA6

OD 19-9-14(Integro) OD 19-9-14 OD 22-9-14

Ol 19-9-14(Integro) Ol 19-9-14 Ol 22-9-14

Ol 26-9-14 Ol 29-9-14 Ol 3-10-14

OD 26-9-14




ANEXOS




ANEXOS

RATA 7

OD 19-9-14(Integro) OD 19-9-14 OD 22-9-14

OD 26-9-14 OD 29-9-14
Ol 22-9-14

Ol 19-9-14(Integro)

Ol 26-9-14 Ol 29-9-14 Ol 3-10-14



ANEXOS




ANEXOS

RATAS8

OD 19-9-14(Integro) OD 19-9-14 OD 22-9-14

OD 26-9-14 OD 29-9-14

Ol 19-9-14(Integro) Ol 19-9-14 Ol 22-9-14

Ol 26-9-14 Ol 29-9-14 Ol 3-10-14



ANEXOS




ANEXOS

RATA9

OD 19-9-14(Integro) OD 19-9-14 OD 22-9-14

OD 26-9-14 OD 29-9-14

Ol 19-9-14 (Integro) Ol 19-9-14 Ol 22-9-14

Y

Ol 26-9-14 Ol 29-9-14 Ol 3-10-14



ANEXOS




ANEXOS

RATA 10

OD 19-9-14(Integro) OD 19-9-14 OD 22-9-14

OD 26-9-14 OD 29-9-14

’V;

Ol 19-9-14(Integro) Ol 19-9-14 Ol 22-9-14

Ol 26-9-14 Ol 29-9-14 Ol 3-10-14



ANEXOS




ANEXOS

FOTOGRAFIAS B

RATA1

OD 3-10-14(Integro) OD 3-10-14 OD 6-10-14

OD 10-10-14 OD 13-10-14 OD 17-10-14

i

Ol 3-10-14(Integro) Ol 3-10-14 Ol 6-10-14

Ol 10-10-14 Ol 13-10-14 Ol 17-10-14



ANEXOS




ANEXOS

Ol 24-10-14 Ol 31-10-14

RATA 2

OD 6-10-14

Ol 3-10-14(Integro) Ol 3-10-14 Ol 6-10-14



ANEXOS




ANEXOS

Ol 10-10-14 Ol 13-10-14

RATA S

4

-

OD 3-10-14(Integro) ~ OD 3-10-14 OD 6-10-14

OD 10-10-14 OD 13-10-14

3

r

Vv | ©

Ol 3-10-14(Integro) Ol 3-10-14 Ol 6-10-14



ANEXOS




ANEXOS

Ol 10-10-14 Ol 13-10-14 Ol 17-10-14

Ol 24-10-14 Ol 31-10-14 Ol 7-11-14

.-

OD 3-10-14 (Integro) ~ OD 3-10-14 OD 6-10-14

RATA 4

OD 10-10-14 OD 13-10-14 OD 17-10-14



ANEXOS




ANEXOS

Ol 3-10-14 (Integro) Ol 3-10-14 Ol 6-10-14

b
-

Ol 10-10-14 Ol 13-10-14 Ol 17-10-14

RATAS

-~

\‘-.

OD 3-10-14(Integro) OD 3-10-14 OD 6-10-14

OD 10-10-14 OD 13-10-14



ANEXOS




ANEXOS

“* .
[*]

Ol 3-10-14(Integro) Ol 3-10-14 Ol 6-10-14

Ol 10-10-14 Ol 13-10-14 Ol 17-10-14

Ol 24-10-14

RATA6

|
OD 3-10-14(Integro) OD 3-10-14 OD 6-10-14



ANEXOS




ANEXOS

999

OD 10-10-14 OD 13-10-14 OD 17-10-14

&

OD 24-10-14

Ol 3-10-14(Integro) Ol 3-10-14 Ol 6-10-14

Ol 10-10-14 Ol 13-10-14 Ol 17-10-14

Ol 24-10-14 Ol 31-10-14



ANEXOS




ANEXOS

RATA 7

OD 3-10-14(Integro) OD 6-10-14
OD 10-10-14 OD 13-10-14
.
Ol 3-10-14(Integro) Ol 3-10-14 Ol 6-10-14

Ol 10-10-14 Ol 13-10-14 Ol 17-10-14



ANEXOS




ANEXOS

RATAS8

»

o

OD 3-10-14(Integro) OD 3-10-14 OD 6-10-14
OD 10-10-14 OD 13-10-14

Ol 3-10-14(Integro) Ol 3-10-14 Ol 6-10-14

Ol 10-10-14 Ol 13-10-14 Ol 17-10-14

Ol 24-10-14



ANEXOS




ANEXOS

RATA9

OD 3-10-14 OD 6-10-14

OD 10-10-14 OD 13-10-14

Ol 3-10-14 (Integro) Ol 3-10-14 Ol 6-10-14

Ol 10-10-14 Ol 13-10-14 Ol 17-10-14



ANEXOS




ANEXOS

RATA 10

OD 3-10-14 (Integro) OD 3-10-14 OD 6-10-14

OD 10-10-14 OD 13-10-14 OD 17-10-14

OD 24-10-14 OD 31-10-14 OD 7-11-14

ﬂ

Ol 3-10-14 (Integro) Ol 3-10-14 Ol 6-10-14

4

-

Ol 10-10-14 Ol 13-10-14 Ol 17-10-14




ANEXOS




ANEXOS

RATA 11

Ol 24-10-14

-

OD 3-10-14 (Integro) OD 3-10-14 OD 6-10-14

OD 10-10-14 OD 13-10-14

Ol 3-10-14 (Integro) Ol 3-10-14 Ol 6-10-14



ANEXOS




ANEXOS

RATA 12

Ol 10-10-14 Ol 13-10-14

OD 3-10-14 (Integro) OD 3-10-14 OD 6-10-14

OD 10-10-14

Ol 3-10-14 (Integro) Ol 3-10-14 Ol 6-10-14




ANEXOS




ANEXOS

e

Ol 10-10-14 Ol 13-10-14

FOTOGRAFIAS C

RATA1

OD 24-10-14 (integro) ~ OD 24-10-14 OD 27-10-14

OD 31-10-14 oD 3-11-14 OD 7-11-14

"‘.‘ H

OD 14-11-14 OD 21-11-14 OD 28-11-14




ANEXOS




ANEXOS

OD 5-12-14

OD 19-12-14

OD 26-12-14 OD 2-1-15

m

OD 16-1-15 OD 23-1-15 OD 30-1-15

OD 6-2-15

[

Ol 24-10-14 (integro) Ol 24-10-14 Ol 27-10-14



ANEXOS







ANEXOS




ANEXOS

Ol 6-2-15 Ol 13-2-15 Ol 20-2-15

Ol 27-2-15 Ol 6-3-15 Ol 13-3-15

RATA 2

OD 24-10-14(Integro)  OD 24-10-14

-

Ol 24-10-14(Integro) Ol 24-10-14



ANEXOS




ANEXOS

RATA 3

OD 24-10-14(Integro) ~ OD 24-10-14 OD 27-10-14

OD 31-10-14 oD 3-11-14 OD 7-11-14

OD 14-11-14 OD 21-11-14 OD 28-11-14

OD 5-12-14 OD 12-12-14

OD 26-12-14 OD 2-1-15 OD 9-1-15



ANEXOS




ANEXOS

OD 30-1-15

OD 6-2-15 OD 13-2-15

o
K

Ol 24-10-14(Integro) Ol 24-10-14 Ol 27-10-14

Hm

Ol 31-10-14 Ol 3-11-14 Ol 7-11-14

Ol 14-11-14 Ol 21-11-14 Ol 28-11-14



ANEXOS







ANEXOS




ANEXOS

RATA 4

OD 24-10-14(Integro)  OD 24-10-14 OD 27-10-14

OD 31-10-14 oD 3-11-14 OD 7-11-14

OD 14-11-14 OD 21-11-14 OD 28-11-14

OD 5-12-14 OD 12-12-14 OD 19-12-14

OD 26-12-14 OD 2-1-15 OD 9-1-15



ANEXOS




ANEXOS

£y

L

OD 16-1-15 OD 23-1-15 OD 30-1-15

OD 6-2-15 OD 13-2-15 OD 20-2-15

|

OD 27-2-15 OD 6-3-15 OD 13-3-15

OD 20-3-15 OD 27-3-15

-

Ol 24-10-14(Integro) Ol 24-10-14 Ol 27-10-14




ANEXOS




ANEXOS

Ol 31-10-14 Ol 3-11-14 Ol 7-11-14

Ol 14-11-14 Ol 21-11-14 Ol 28-11-14

. .
Ol 5-12-14 Ol 12-12-14 Ol 19-12-14

Ol 26-12-14 Ol 2-1-15 Ol 9-1-15

!-

Ol 16-1-15 Ol 23-1-15 Ol 30-1-15



ANEXOS




Ol 6-2-15 Ol 13-2-15 Ol 20-2-15

Ol 27-2-15 Ol 6-3-15 Ol 13-3-15

Ol 20-3-15 Ol 27-3-15 Ol 3-4-15

Ol 17-4-15 Ol 24-4-15



ANEXOS




ANEXOS

RATAS

[l

OD 24-10-14 (Integro)  OD 24-10-14 OD 27-10-14

OD 31-10-14 OD 3-11-14 OD 7-11-14

OD 14-11-14 OD 21-11-14 OD 28-11-14

OD 5-12-14 OD 12-12-14 OD 19-12-14

HE

OD 26-12-14 OD 2-1-15 OD 9-1-15




ANEXOS




ANEXOS

OD 16-1-15 OD 23-1-15 OD 30-1-15

OD 6-2-15 OD 13-2-15 OD 20-2-15

OD 27-2-15 OD 6-3-15 OD 13-3-15

OD 20-3-15

Ol 24-10-14(Integro) Ol 24-10-14 Ol 27-10-14




ANEXOS







ANEXOS




ANEXOS

Ol 6-2-15 Ol 13-2-15 Ol 20-2-15

Ol 27-2-15 Ol 6-3-15 Ol 13-3-15

Ol 20-3-15 Ol 27-3-15 Ol 3-4-15

Ol 10-4-15



ANEXOS




ANEXOS

RATA6

OD 24-10-14(Integro)  OD 24-10-14 OD 27-10-14

OD 31-10-14 oD 3-11-14 OD 7-11-14

OD 14-11-14 OD 21-11-14 OD 28-11-14

A

| S

OD 5-12-14 OD 12-12-14 OD 19-12-14

OD 26-12-14 OD 2-1-15 oD 9-1-15



ANEXOS




OD 16-1-15

OD 6-2-15

OD 27-2-15

OD 20-3-15

OD 10-4-15

ANEXOS

OD 23-1-15

OD 13-2-15

OD 6-3-15

OD 27-3-15

OD 17-4-15

OD 20-2-15

OD 13-3-15

OD 3-4-15

OD 24-4-15



ANEXOS




ANEXOS

-

Ol 24-10-14(Integro) Ol 24-10-14 Ol 27-10-14

Ol 31-10-14

Ol 7-11-14

Ol 14-11-14 Ol 21-11-14

Ol 5-12-14 Ol 12-12-14 Ol 19-12-14

Ol 26-12-14 Ol 2-1-15 Ol 9-1-15




ANEXOS







ANEXOS




ANEXOS

OD 24-10-14(Integro) ~ OD 24-10-14 OD 27-10-14

OD 31-10-14 oD 3-11-14 OD 7-11-14

RATA7

OD 14-11-14

Ol 24-10-14(Integro) Ol 24-10-14 OD 27-10-14

OD 31-10-14 OD 3-11-14 OD 7-11-14



ANEXOS




ANEXOS

Ol 14-11-14 Ol 21-11-14

Ol 5-12-14 Ol 12-12-14 Ol 19-12-14

Ol 26-12-14

RATAS8

OD 24-10-14(Integro) ~ OD 24-10-14 OD 27-10-14



ANEXOS







ANEXOS




ANEXOS

Ol 14-11-14 Ol 21-11-14 Ol 28-11-14

RATA9

ME

OD 24-10-14(Integro) ~ OD 24-10-14 OD 27-10-14

OD 31-10-14 OD 3-11-14 OD 7-11-14

e 4

4

T
-

OD 14-11-14



ANEXOS




ANEXOS

Ol 24-10-14(Integro) Ol 24-10-14

Ol 31-10-14 Ol 3-11-14 Ol 7-11-14

Ol 14-11-15 Ol 21-11-15 Ol 28-11-15

Ol 5-12-15 Ol 12-12-15 Ol 19-12-15



ANEXOS




ANEXOS

RATA 10

”

OD 24-10-14(Integro) OD 24-10-14 OD 27-10-14
OD 31-10-14 oD 3-11-14 OD 7-11-14
oD 14-11-14 OD 21-11-14 OD 28-11-14

OD 5-12-14 OD 12-12-14 OD 19-12-14

OD 26-12-14 OD 2-1-15 oD 9-1-15



ANEXOS







ANEXOS




ANEXOS

Ol 24-10-14(Integra) Ol 24-10-14 Ol 27-10-14

Ol 31-10-14 Ol 3-11-14 Ol 7-11-14
-
o
Ol 14-11-14 Ol 21-11-14 Ol 6-2-15
RATA 11

OD 24-10-14(Integro) OD 24-10-14 OD 27-10-14

OD 31-10-14



ANEXOS

Ol 24-10-14(Integro) Ol 24-10-14 Ol 27-10-14

Ol 31-10-14 Ol 3-11-14

OD 24-10-14(Integro) ~ OD 24-10-14 OD 27-10-14

RATA 12

OD 31-10-14 OD 3-11-14



ANEXOS




ANEXOS

E H
N

Ol 24-10-14(Integro) Ol 24-10-14 Ol 27-10-14

Ol 31-10-14 Ol 3-11-14







