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RESUMEN

Introduccioén: los métodos experimentales son un valioso instrumento para estudiar
los procesos bioldgicos del hombre. Se hace necesario buscar el método de eutanasia
a emplear para obtener las menores variaciones posibles del tejido.

Objetivo: identificar la presencia de lesiones histopatolégicas relacionadas con el
método de eutanasia, en busca del adecuado para realizar el estudio del dafio
multiple de érganos.

Métodos: se estudiaron ratones Balb/c, del sexo femenino, de 20 + 2 g, con edad de
12 semanas. Se subdividieron en tres grupos correspondientes a los métodos de
traccion y dislocacioén cervical, de inmersion en nitrégeno liquido durante 7 s y de
sobreanestesia con pentobarbital en dosis de 60 mg/kg. La autopsia se realiz6
inmediatamente in situ, y se obtuvieron fragmentos de varios 6rganos, fijados en
formol al 10 % y procesados para ser incluidos en parafina, cortados y coloreados con
hematoxilina/eosina.

Resultados: las lesiones encontradas entre focales y parciales en el pulmén fueron
aspectos importantes. El edema cerebral se presentd en la dislocaciéon cerebral y en la
sobreanestesia. La inmersiéon en nitrégeno liquido durante 7 s proporcioné muerte
instantanea y obtenciéon de fragmento para estudios histopatoldégicos con el minimo
de alteraciones.

Conclusiones: el estudio histopatoldgico de los diferentes métodos de eutanasia
mostré que la inmersién en nitrégeno liquido fue el de menor cambios posmorten, por
lo que es adecuado para emplear en estudios donde se requiera evaluar cambios
histopatolégicos desde los cambios leves de lesion en los diferentes 6érganos. Por eso,
es recomendable para estudios de la respuesta inflamatoria sistémica en modelos
experimentales.
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ABSTRACT

Introduction: experimental methods are valuable tools for studying human biological
processes. It is necessary to find the proper method of euthanasia to be used for
obtaining the lowest possible variations of tissue.

Objective: To identify the presence of histopathological lesions related to euthanasia
method, in the search of suitable one for the study of multiple organ failure.
Methods: BALB/c, female mice weighing 20 + 2 g, aged 12 weeks. They were
included into three groups corresponding to the methods of traction and cervical
dislocation, immersion in liquid nitrogen for 7 s and over anesthesia with
pentobarbital 60 mg/kg. Autopsy was performed immediately on the spot, and
fragments of various organs were obtained, fixed in 10% formalin. These fragments
were processed for inclusion in paraffin, sectioned and stained with
hematoxylin/eosin.

Results: lesions found in the lung between focal and partial were important aspects.
Cerebral edema occurred in brain dislocation and over anesthesia groups. Immersion
in liquid nitrogen for 7 s afforded instantaneous death nod obtaining fragment for
histopathological studies with minimum alterations.

Conclusions: the histopathological examination of the various methods of euthanasia
showed that immersion in liquid nitrogen had lower postmortem changes, making its
use suitable in studies which require assessing histopathological changes from slight
changes in different organs lesions. It is therefore advisable for studies of systemic
inflammatory response in experimental models.

Key words: histopathological lesions, euthanasia.

INTRODUCCION

Entre los métodos de estudio de la Anatomia Patoldgica, los experimentales son poco
empleados por los patdlogos asistenciales, aunque son un valioso instrumento para
estudiar los procesos biolégicos del hombre.? Desde el siglo XIX el cientifico francés
Claude Bernart plante6 que una de las ventajas de los métodos experimentales es
que permite fijar y controlar las variables y determinar a voluntad la extension del
trabajo a realizar.

Las quemaduras y los traumatismos estimulan la inflamacion sistémica. La deficiencia
en la funcién de los polimorfonucleares neutréfilos y la disminucién de la accién del
sistema monocitico fagocitario han motivado el empleo frecuente de modelos
animales experimentales en estas enfermedades y otras como la sepsis, la
translocacion bacteriana, las alteraciones inmunolégicas y el choque, entre otros.*™

En el estudio de los mediadores de la respuesta inflamatoria se emplean con
frecuencia modelos de ratones quemados, como en la sintesis de prostaglandinas, el
papel de las citocinas, la accién de las especies reactivas de oxigeno, la funcién de las
células linfoides B y los efectos de diferentes agentes terapéuticos.®®

El ratén es uno de los animales de experimentacién mas empleado en los modelos
experimentales; la similitud de su aparato inmune con el humano,? lo hace factible
para estudiar procesos biolégicos en él y traspolarlos al humano. Por eso es adecuado
emplear modelos experimentales de quemaduras con ratones para estudios del
sindrome de disfuncion multiple de 6érganos y su expresion morfoldgica: el dafio
multiple de 6rganos (DMO).°
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¢Cual es el método de eutanasia que en sus caracteristicas histopatolégicas muestre
las menores variaciones histopatoldgicas? El propdsito de la investigacion es
identificar la presencia de lesiones histopatoldgicas relacionadas con el método de
eutanasia, en busca del adecuado para realizar el estudio del DMO en los modelos
experimentales.

METODOS

Para seleccionar el método de eutanasia se estudiaron 15 ratones Balb/c, del sexo
femenino, de 20 £+ 2 g, con edad de 12 sem, supuestamente sanos. Se ubicaron dos
animales por caja de makrolon tipo T4 y fue identificado uno de ellos con tintura
picrica entre las orejas. Se elabor6 una malla metalica con calado de 0,5 cm para
suspender al animal en las cajas, y asi evitar el contacto con orina y heces fecales de
él mismo. Cada caja se identific6 con una tarjeta que contenia los datos siguientes:
titulo del estudio, grupo, cantidad de animales, especie, linea, sexo, peso y edad. Los
animales se subdividieron en tres grupos (n = 5) correspondientes a los métodos
siguientes:

Grupo 1: método de traccidon y dislocacion cervical.
Grupo 2: método de inmersion en nitrogeno liquido durante 7 s.
Grupo 3: método de sobreanestesia con pentobarbital en dosis de 60 mg/kg.

La autopsia se realiz6é inmediatamente, in situ, con la diseccién realizada de forma
convencional. Se tomaron fragmentos de pulmén, corazén, rifiébn y cerebro que se
fijaron en formol al 10 % y se procesaron para ser incluidos en un bloque de parafina;
después se cortaron y colorearon con hematoxilina/eosina.

El estudio histoldgico se realizé en un microscopio de luz de la marca Carl Zeiss con
métodos de morfometria clasicos, con el empleo del microscopio 6ptico (x 100 y x
400). Los parametros evaluados fueron:

e Engrosamiento del tabique pulmonar.
e Congestién vascular pulmonar.

e Tumefaccion subendocardica.

e Congestiéon vascular cardiaca.

e Edema cerebral.

e Congestion vascular cerebral.

e Eosinofilia y tumefacciéon tubular renal.

e Amplitud de la luz tubular renal.
Para valorar cada lesion se aplicaron las categorias siguientes:

Focal: afecta areas aisladas del campo x 100.
Parcial: afecta areas mas extensas hasta el 50 % del campo x 100.
Difusa: afecta areas mas extensas mayor del 50 % del campo x 100.
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Para comparar cada area afectada se establecieron criterios cualitativos de gravedad
de la lesidn, de acuerdo con parametros clasicos establecidos para cada érgano
estudiado y se agruparon en leve, moderada e intensa. Los resultados se agruparon
en tablas y figuras, y las evidencias del estudio realizado se fijaron por
iconopatografia.

RESULTADOS

Los animales fueron colocados en un medio que posibilité que estuvieran libres de
otros contaminantes, como el contacto con las excretas sdlidas y liquidas. Las lesiones
encontradas entre focales y parciales en el pulmén, y la menor congestion fueron
aspectos importantes (Fig. 1).

Fig. 1. Aspecto histoldgico del pulmdn en el método de
inmersién en nitrégenao liquido, Obsérvese la delgadez del
tabique pulmonar y la escasa congestidn.

Se observé ausencia de tumefaccion celular en el corazén en los casos con inmersion
en nitrégeno liquido (Fig. 2).

La presencia del edema cerebral fue moderada o intensa en la dislocacion cerebral y
en la sobreanestesia, mientras fue leve en los casos con inmersidon en nitrégeno
liquido (Fig. 3).
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Fig. 2. Aspecto histoldgico del corazan en el metodo de
inmersion en nitrogena liquido. COhsérvese la ausencia de
tumefaccion celular, con buena definicion de las estrias
musculares.

Fig. 3. Aspecto histologico del cerebro en el meétodo de
inmersion en nitrogeno liquido. Observese la disposicion
del espacio perineuronal, casi ausente y de las celulas
del cuerno de Amon conservadas,

El aumento de volumen de las células en los tabulos contorneados proximales renales
con eosinofilia marcada estuvo presente en los casos fallecidos por los métodos de
dislocacion cervical y sobreanestesia (Fig. 4), y la permeabilidad tubular estuvo
comprometida por esta causa, pero no fue asi en el método de la inmersién (anexo).
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Fig. 4. Aspecto histolagico del rifion en el metodo de
inmersion en nitrogeno liguido. Obseérvese la permeabilidad
tubular conservada.

Anexo. Alteraciones histoldgicas en los diferentes méetodos de eutanasia

| Tipo de eutanasia

Qrganos y Dislocacién cervical | Inmersién en nitrégeno Sobreanestasia

Fitoio0icas rrrrfrfrrﬂ ik |F HEEE

P | Tabique ]
u | engrosado 203 |- 3| 2 - - 4 1 2 | 3
l Congestidn
vascular -l-01-1114 |- - -1l - - _ _ _ 1 2
C | Tumefaccian - - - - - _
o | endocardica 3 1
' | Congestidn ; -] 7 - B B -
vascular 3 1 3 2 2
C | Edema - - - _
e | cerebral 4 |1 3 4
" | Congestién - - - - ] R - i
vascular 5
R. | Eosinofilia
i tubular 5 3 5
N | permeabilidad
o | tubular Espumoso: &5 Cerrados: §
n

Pul: pulmon; Cor: corazon; Cer: cerebro; F: focal; P: parcial; D: difusa; L: leve; M: moderada
I: intensa.

La inmersion en nitrégeno liquido durante 7 s proporcioné:

o Muerte instantanea, o sea, disminuy6 la agonia prolongada del animal.

e La obtencion de fragmentos para estudios histopatolégicos con el minimo de
alteraciones.
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DISCUSION

La relevancia clinica del modelo se basa en que reproduzca alguno de los cambios que
se presentan en el humano, incluso relacionado con la mortalidad.?®” El uso de
modelos experimentales con animales que reproducen las enfermedades humanas
facilita el conocimiento de sus causas, asi como el desarrollo de terapias para
evaluarlas oportunamente. El analisis de las alteraciones histopatoldgicas en un
estudio experimental requiere el conocimiento de las alteraciones que se establecen
con el método de eutanasia a emplear. En cada experimento donde se estudien
alteraciones histolégicas deben conocerse los patrones histolégicos basales tras el
método de eutanasia.

La eleccion del modelo depende de otros factores como el coste, la familiaridad del
personal de investigacion con diferentes especies, la disponibilidad de las
instalaciones para estabular animales grandes, etc. Los animales pequefios (ratas,
ratones, conejos) son apropiados para estudios de mortalidad.*®*!

El método de eutanasia a emplear debe ser el menos traumatico para el animal.’® Las
alteraciones histologicas que aparecen en el proceso agénico de la muerte en algunos
meétodos, o la destruccidén o lesién sobre algun 6rgano que ocurre en otros, obligé a la
busqueda de otras variantes no aceptadas por muchos investigadores.***3

Por lo tanto, el método de eutanasia debe estar acorde con los propdsitos de la
investigacion y los estudios posmortem a realizar. El estudio de casi todos los 6rganos
en un bloque de parafina permite un andlisis integral de los resultados buscados, y
esto reafirma que es la autopsia el mejor método para estudiar la enfermedad. Los
patrones histolégicos obtenidos con el método de inmersidn en nitrégeno liquido
permiten conservar mas adecuadamente los patrones basales normales de los tejidos,
lo cual brinda una morfologia basal mas cercana a la normalidad para comparar
resultados con patrones histopatoldgicos.

El estudio histopatolégico de los diferentes métodos de eutanasia mostré que la
inmersién en nitrégeno liquido fue el de menor cambio posmorten, por lo que es un
método adecuado para emplear en estudios del dafio multiple de 6rganos u otros
estudios donde se requiera evaluar cambios histopatolégicos desde los cambios leves
de lesion en los diferentes 6rganos. Por eso, es recomendable para estudios de la
respuesta inflamatoria sistémica en modelos experimentales.
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