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RESUMEN  

Introducción: los métodos experimentales son un valioso instrumento para estudiar 
los procesos biológicos 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 histopatológicas relacionadas con el 
método de eutanasia, en busca del adecuado para realizar el estudio del daño 
múltiple de órganos.  
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 
tracción y dislocación cervical, de inmersión en nitrógeno líquido durante 7 s y de 
sobreanestesia con pentobarbital en dosis de 60 mg/kg. La autopsia se realizó 
inmediatamente in situ, y se obtuvieron fragmentos de varios órganos, 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 pulmón fueron 
aspectos importantes. El edema cerebral se presentó en la dislocación cerebral y en la 
sobreanestesia. La inmersión en nitrógeno líquido durante 7 s proporcionó muerte 
instantánea y obtención de fragmento para estudios histopatológicos con el mínimo 
de alteraciones.  
Conclusiones: el estudio histopatológico de los diferentes métodos de eutanasia 
mostró que la inmersión en nitrógeno líquido fue el de menor cambios posmorten, por 
lo que es adecuado para emplear en estudios donde se requiera evaluar cambios 
histopatológicos desde los cambios leves de lesión en los diferentes órganos. 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. 

 
 

 
 
INTRODUCCIÓN 

Entre los métodos de estudio de la Anatomía Patológica, los experimentales son poco 
empleados por los patólogos asistenciales, aunque son un valioso instrumento para 
estudiar los procesos biológicos del hombre.1,2 Desde el siglo XIX el científico francés 
Claude Bernart planteó que una de las ventajas de los métodos experimentales es 
que permite fijar y controlar las variables y determinar a voluntad la extensión del 
trabajo a realizar. 

Las quemaduras y los traumatismos estimulan la inflamación sistémica. La deficiencia 
en la función de los polimorfonucleares neutrófilos y la disminución de la acción del 
sistema monocítico fagocitario han motivado el empleo frecuente de modelos 
animales experimentales en estas enfermedades y otras como la sepsis, la 
translocación bacteriana, las alteraciones inmunológicas y el choque, entre otros.3-5 

En el estudio de los mediadores de la respuesta inflamatoria se emplean con 
frecuencia modelos de ratones quemados, como en la síntesis de prostaglandinas, el 
papel de las citocinas, la acción de las especies reactivas de oxígeno, la función de las 
células linfoides  y los efectos de diferentes agentes terapéuticos.6-8 

El ratón es uno de los animales de experimentación más empleado en los modelos 
experimentales; la similitud de su aparato inmune con el humano,2 lo hace factible 
para estudiar procesos biológicos en él y traspolarlos al humano. Por eso es adecuado 
emplear modelos experimentales de quemaduras con ratones para estudios del 
síndrome de disfunción múltiple de órganos y su expresión morfológica: el daño 
múltiple de órganos (DMO).9 
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¿Cuál es el método de eutanasia que en sus características histopatológicas muestre 
las menores variaciones histopatológicas? El propósito de la investigación es 
identificar la presencia de lesiones histopatológicas relacionadas con el método de 
eutanasia, en busca del adecuado para realizar el estudio del DMO en los modelos 
experimentales. 
 
 
MÉTODOS 

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 
pícrica entre las orejas. Se elaboró una malla metálica con calado de 0,5 cm para 
suspender al animal en las cajas, y así evitar el contacto con orina y heces fecales de 
él mismo. Cada caja se identificó con una tarjeta que contenía los datos siguientes: 
título del estudio, grupo, cantidad de animales, especie, línea, sexo, peso y edad. Los 
animales se subdividieron en tres grupos (n = 5) correspondientes a los métodos 
siguientes: 

Grupo 1: método de tracción y dislocación cervical. 
Grupo 2: método de inmersión en nitrógeno líquido durante 7 s. 
Grupo 3: método de sobreanestesia con pentobarbital en dosis de 60 mg/kg. 

La autopsia se realizó inmediatamente, in situ, con la disección realizada de forma 
convencional. Se tomaron fragmentos de pulmón, corazón, riñón 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 histológico se realizó en un microscopio de luz de la marca Carl Zeiss con 
métodos de morfometría clásicos, con el empleo del microscopio óptico (x 100 y x 
400). Los parámetros evaluados fueron: 

 Engrosamiento del tabique pulmonar. 

 Congestión vascular pulmonar. 

 Tumefacción subendocárdica. 

 Congestión vascular cardiaca. 

 Edema cerebral. 

 Congestión vascular cerebral. 

 Eosinofilia y tumefacción tubular renal. 

 Amplitud de la luz tubular renal. 

Para valorar cada lesión se aplicaron las categorías siguientes: 

Focal: afecta áreas aisladas del campo x 100. 
Parcial: afecta áreas más extensas hasta el 50 % del campo x 100. 
Difusa: afecta áreas más extensas mayor del 50 % del campo x 100. 
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Para comparar cada área afectada se establecieron criterios cualitativos de gravedad 
de la lesión, de acuerdo con parámetros clásicos establecidos para cada órgano 
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 
iconopatografía.  
 
 
 
 
RESULTADOS  

Los animales fueron colocados en un medio que posibilitó que estuvieran libres de 
otros contaminantes, como el contacto con las excretas sólidas y líquidas. Las lesiones 
encontradas entre focales y parciales en el pulmón, y la menor congestión fueron 
aspectos importantes (Fig. 1).  
 
 

 
 

 
Se observó ausencia de tumefacción celular en el corazón en los casos con inmersión 
en nitrógeno líquido (Fig. 2). 

La presencia del edema cerebral fue moderada o intensa en la dislocación cerebral y 
en la sobreanestesia, mientras fue leve en los casos con inmersión en nitrógeno 
líquido (Fig. 3).  
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El aumento de volumen de las células en los túbulos contorneados proximales renales 
con eosinofilia marcada estuvo presente en los casos fallecidos por los métodos de 
dislocación cervical y sobreanestesia (Fig. 4), y la permeabilidad tubular estuvo 
comprometida por esta causa, pero no fue así en el método de la inmersión (anexo). 
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La inmersión en nitrógeno líquido durante 7 s proporcionó:  

 Muerte instantánea, o sea, disminuyó la agonía prolongada del animal. 

 La obtención de fragmentos para estudios histopatológicos con el mínimo de 
alteraciones. 
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DISCUSIÓN 
 
 
La relevancia clínica del modelo se basa en que reproduzca alguno de los cambios que 
se presentan en el humano, incluso relacionado con la mortalidad.2,6,7 El uso de 
modelos experimentales con animales que reproducen las enfermedades humanas 
facilita el conocimiento de sus causas, así como el desarrollo de terapias para 
evaluarlas oportunamente. El análisis de las alteraciones histopatológicas 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 histológicas deben conocerse los patrones histológicos basales tras el 
método de eutanasia.  

La elección del modelo depende de otros factores como el coste, la familiaridad del 
personal de investigación con diferentes especies, la disponibilidad de las 
instalaciones para estabular animales grandes, etc. Los animales pequeños (ratas, 
ratones, conejos) son apropiados para estudios de mortalidad.10,11 

El método de eutanasia a emplear debe ser el menos traumático para el animal.10 Las 
alteraciones histológicas que aparecen en el proceso agónico de la muerte en algunos 
métodos, o la destrucción o lesión sobre algún órgano que ocurre en otros, obligó a la 
búsqueda de otras variantes no aceptadas por muchos investigadores.12,13 

Por lo tanto, el método de eutanasia debe estar acorde con los propósitos de la 
investigación y los estudios posmortem a realizar. El estudio de casi todos los órganos 
en un bloque de parafina permite un análisis integral de los resultados buscados, y 
esto reafirma que es la autopsia el mejor método para estudiar la enfermedad. Los 
patrones histológicos obtenidos con el método de inmersión en nitrógeno líquido 
permiten conservar más adecuadamente los patrones basales normales de los tejidos, 
lo cual brinda una morfología basal más cercana a la normalidad para comparar 
resultados con patrones histopatológicos.  

El estudio histopatológico de los diferentes métodos de eutanasia mostró que la 
inmersión en nitrógeno líquido fue el de menor cambio posmorten, por lo que es un 
método adecuado para emplear en estudios del daño múltiple de órganos u otros 
estudios donde se requiera evaluar cambios histopatológicos desde los cambios leves 
de lesión en los diferentes órganos. Por eso, es recomendable para estudios de la 
respuesta inflamatoria sistémica en modelos experimentales. 
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