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RESUMEN 

BARRERA MORALES ANDRES GUSTAVO. Téaliea de Fijación de Ttjidos y Orpnoa por 

Pemisión, Meclilnte la UlilWlción de una BoDIN de RodiDos de Cin:ulldóa Exlrlrorpóres. 

(B~ la Dirección de MVZ Susana Gállego Martin del Cmq>o, MVZ NwU de Buen de 

Algüero, M on C Dolores González BllTlllco y MC GuiJlenno Cueap ~-) 

u fijación es uno de los ai;peetos mas m.>ortaotes m el trlQmicato de los tejidos para oer 

obse<Vados en el microscópio fotónico o electrónico. 

Se utilizaron IO cerdos lu'IJ1idos de trup11io de 3-5 meses de edad QOO 17 lg de peso 

promedio. Se les realizó traqueostomía através de la cual se les conectó a una bomba de 

~iraciim modelo 16-24 (CF palmer) Londoo UK, se realiW una incisión quiníigic.o m la 

región medial de los rwslos para reterir y c.ooalinr la ll1eria y vma femodl por lu wales se 

efectuó la e"8111guinacióo y perfusión de la solución fijadora utiliundo una bonft de rodillos de 

cimilación extracorpórca, hasta observar la presoncia de formol on tdquea y Zlllll de inci&ióo en 

muslo~ Después de 24 horas se realizó la necropsia y se observó que los órganos eaoNron 

de color nornW a diferentes tonos de blanco grisáceo. A la palpación se encontró coruistencia 

finoe, posición y relación aoatómiea muy semej1ntes a las existontes on IDI animal Í!!.YM!· Estó 

indicó que la distribución de la solución fijadora fue homogmea consiguia¡do de eota manera una 

buona fij1ción de los órg1nos i!Llity. Se detemúnó que éste modo es una buona alternativa en 

la fijación de te:jidos y órganos para diferentes modelos e>qJerimentales que asilo requiedn. 
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INTRODUCCIÓN 

Uno de los upectos más imponantes en el uatamiento de los tejidos pan ser obSC1V1dos con 

el microseópio fotónico y electrónico, es la fijación, ya que de ésta depende el que las diferentes 

eiUUcturas telulares y tisulares muestren una configuración e interrelaciones lo más parecidas a 

las e><ilaentes iuiYl! ( 6). 

Un fijldor es cualquier sub>tancia et11lleada para preservar y endurecer los tejidos pan su 

evalwición bistológic.. Aunque el ~le proceso puede ser dañino y provocar efectos en la 

morfologla oelular (2). 

En Medicina Humana como en Medicina Veterinaria wio de los fijadores connínmente 

et11lleados para la preSC1Vación de tejidos es la fonnalina amortiguada al 10%, la cual actúa 

removiendo el agua contenida en las moléculas del tejido (proteinas primarias y ácidos nucleicos) 

con lo que se obtiene una estructura más finne de los órganos (2, 12). 

Exmen distintas técnicas de fijación como la inmersión en fonnalina o glutaraldehido, fijadores 

pan la observación del tejido en microscopía fotónica o electrónica. Esta técnica ofrece algunas 

ventajas como son su ticil manejo y bajo costo. Sin embargo, es necesario practicar eones de 3-

'11111 de gJosor por la calidad de la fijación y para eliminar anificios; además que la fonnalina es 

tóxica, iltamente initante para las membranas mucosos y picL ademas de que es potencialmoote 

carcinogénica, Jo cuaL al no tener una ca~ana de extracción adecuada prona1eve la 

contaminación del 1mbiente y daños al operador ( l, 13 ). 

Existen otros métodos de fijación como son la congelación, que se utiliu de manero constante 

en la p1tologla quinírgica e innllllop1tologia. Algw1as de sus ventajas son Ja buena preservación 
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de la morfulogla i:Ailar, la r111idez y una buaY C011scrvación de la lllligcnicidld de los tejido1 o 

de agentes infeccio10s. Sin eniiugo se requiere de ..W-cias tijadorao como glularaldchido 

ai alcohol absoluto, equipo co!lloso para la C0111clación, que mantaiga 1811 ~ de 

maios 70 grados cmllBtados y 111mtos como el crioshto, ademis de que lu tlllCCioaea ele tejido 

debca ser menores a 1·2mm (9). Elae tipo de téaúcls tiene 1111 rango cono de tieqlo pan ., 

interpretación ya que no detiene la autólisis. 

Por ouo lado el eqileo del uso de las mictooodas combm.das con llUbtllallCiaa fijadoras es de 

pan utilidad ya que los tejidos puedai procesane imnediaUmente detpllés de la irndiaoióa, se 

reduce el tiempo de fijación, la dismioucióo o all9Cllcia toul de fijadores, es ecooón*:o, y adcmis 

se evila la exposición del personal a los vapores tóidco1 del formaldehido. Deufonuoadammte 

Ju desv"'tajas de utiliur é!lla técnica es que la fijación no es homogénea y al8unaa áreas quedan 

mejor fijadas que otras, al no eiaar bion eiaandariudos los tiempos y cantidad de tejido inadiado, 

aunado a que el tunailo de las pieus debe ser mmor a 4-5cm de grosor (1). 

Se ha utiliz.ado la téatie.1 de fijación por petfusióo, la cu.i COllUe en la utiliz.ación de un 

aparato de petfusión con!llituido de 2 botellas colocadas a 11111 altura de l.4(}.l.50cm del nivel de 

la mesa de trabajo donde 11111 botella contiene una solución uturada de lmger en la cual, se 

introduce una me1.cla de aire/C02 (95/5%) a bwbujco mo, y la otta b<JleDa cooticne la aolucióo 

fijadora. Cada uoa de las botellas esiá con«:11da con un tubo de lctn de dil-.. externo el cual 

111 su extremo inferior se eooecta 1 una válvula de 3 vias que en su salida lime colocüo un 

conector de plástico para adaptarlo al tejido u órgano a petfuodir. El principio de la perfusión de 

ate método es por gravedad. El proceso de fijación depende del tamailo del órgano o del animal 

yde la difusión de la solución fijadora(6,14). 
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En las técnicas de perfusión vascular descritas no existen infonnes de la utili7.ación de bomba 

de rodillos de circulación C!dracorpórea para la perfusión de soluciones ftiadoras a los tejidos. 

La utiliución de ésta bomba de rodillos de circulación extracorpórea ha sido empleada en las 

cirugías de coruón abieno y preservación de órganos con fines de trans¡>laute (11,4). El uso 

de la bomba de rodillos ofrece ventsjas como graduación del volumen perfimdido/minuto, y 

DllDlenimcuto de UIUI perfusión constante; lo que es puticulannellle iqlortsnte en lechos 

capilara pua evitar Cllallcamiento 111guíneo y alteraciones hemodinímicas asociadas a 1111 

ftnómmo de q.oienlÍÓll por bipovolenU lo que pennite mantener al individuo en condiCÍO!'es 

más cercanas a la fisiolosfa nonnal durante d Uefl1'0 que dure el acto quirúrgico asegurando 1111 

adeaiado grado de oxigenación y perfullÍÓD tisular(,), es iqlonante, ademas de éste princ'1io el 

tipo de 111luciones utiliz.adss con la finalidad de regular la presión osmótica pua logru introducir 

al e1pacio vascular el agua secuestrad& en las células endoceliaks e intermcio y evitar la pérdida 

de ffquidos a éste nivel, facilitsndo el Oujo de éstos y 111luciones fijadom através de loa capilarea 

para lop:ar 11111 adecuada perfusión y que e>Ósta una buena fijación de los tejidos y órganos 

( 4,8,9). El mejor eli:cto se logra alladiendo de>rtrín a la solución que se utiliz.a en la perfusión 

(3,8). 

En la investiaación tanto en Medicina Veterinario como en Medicina Humana soa numerosas 

las alteraciones morfológicas y por lo tsnto fisioló,gicas de los tejidos, así como los artificios y 

cambios lisiares, celulares y uhraestructurales, que ocwren durante el proceso de fY.ción de los 

tejidos, que en nádtiples ocasiones en los diferentes experimentos realiudos tanto a nivel 

nacional como intemaciona~ provocan problemas de interpretación en la revisión microscópica 

(l, I0, 13). Por lo anterior, es de gran interés estudiar con más detaDe la técnica de perfusión por 
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medio ele la udüadóo de una bomil ele~· ele dn:ullcl6a __,..por la..,.._. 

que time la lijlcióa ele lo1 tejido• m numerolllll modelos.,...._..., y cm elo 06- 1m1 

allCllllliva lldeaiada m loa pn>ee1111 ele llilCi6e pva bmeficio cln«o m la illel)lllUd6n y 

evaluación ele --aone. lu.ológicls de iMllipciona que ui lo requicrm lo cual podri 

redunclu m los ...;ores readlados de las mismu y m aa ~de conodmimto. 
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HIPOTESIS 

t.- La fijación de tejido• y órg111os con la técnica de perfusión con fonnalioa mediante el uao de 

la bodla de rodilo• de circulacióo extracorpórea es útíl para la fijación do órganos i!uilJ¡. 

2.- El ...,1eo de la bonma de rodillos de circulacióo extracoipórea perDtirá 111111 di&biJución y 

homogeneidad de fijación de tejidos adecuada con la perfusión de fonnalioa ammtiguada al 10% 

OBJETIVOS 

1.- Danotbv que la téalica de pcrfiasióo con funnalioa mediante la bonma de rodillos de 

cin:ulacióa extracoipórea es adecuade para la fijación de los tejidos y ÓlglllOI. 

2.- Demollar la di.aribucióo y homogeneidad de la fijación utiliundo bomba de rodillos de 

cirwlación ex1r1coipórea con fonnalina arnortiguade al IO"A. en la perfusión de órgano• y tejidos. 



7 

MATERIAL V METODOS 

Se uliliaroo 10 cerdo• de tt11p1tio, bllrido1 de 3-5 - de edad con 1'711a de pao 

promedio, cliaicamlnte -·y con óptimu ~de Wdnladón que• pnpanrom p1111 

cinalla ~ por \Ú intnauacular KClllmiDI de 2~ - ir.quilimlle. 

~ filé CllllliDda la - auriailar pllll llOlllU llOll ... vil permeable .. tomllle _,ilÍleO 

que pamiló la adlDnillnción de llllb:iooea y --- PolleliomBle m el quirór.o ae 

indujo 1 l:9da wio de los lllimalea a 1111 plano m~étic:o prolimdo con la aplicación de 15-17 

~ de Tiopcnlll Una vez -etildo y m policiáe de dealllilo donal, ae nÜllÓ 

tnqueo•oRIÍI e intubación pm permilir la vmtilación uillidl del orpiilmo mediamle 1m1 

booft de rapinción modelo 1~24 ( CF) Pa1mer Loodon UK con hx:ión ilupDla de 

oxigeno 21% (fi 02 21 % ) que • conectó 1 la emula mdotnquml Se co1oc:aroa loa C1q1111 

quiníip:oa, p1111 incidir y die:ar la fClióo medial de loa ...... del milml hula locaiDr la 

uteria y vm1 temoral lal cuales • refirieron y canalizaron con .., ca1«er del número 11 y 

llClaMs ae hqiuiniz.ó 1 lo1 lllimales con 300 Ult\g. La ex•9ninación ae efectuó por el cat«er 

colocado m la uteria tcmonl, y limlltíneammte file perfiindido 1 tmél de la vma fanon1 1111 

vobnm proporciooal de Soluá6o Salina F"uiolópca (SSF) y Dexlrin 60,000 MW mediaate la 

bod>a de rodillos Sun1 de circulKión extracorpórea pua reeqilaar el \'oUnm llllgÚleO con 

SSF y Dextrin con la malidad de regular la preiión oncótica. 

Concluido dicho precedimiento se invirtió el flujo del cabeul pu1 perfimdir por w arterial 

fonnalin1 1UJ10rtiguada al 10% con pH de 7.0 . E!lo se realilÍI basta que 11e ob1m1ó 
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extraVlllCión de fbrmalial 111 la ilci&ión tnqual y loa tejidoa expuestos 111 el ic:co qukúrgico 

IDbre ....... medilJ de los namos. 

Pollerionncnte 1e rmnron las cínulu. Se 1e1lizó la necroplil despues de 24 horu pua 

dclenniiar por -.,1e obaeMción direc:t1 de loa Ófllno• y tejidos la fimclonalidld de éá 

témiir.t experimmW de fijación. 
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RESULTADOS 

TESIS 
D~ LA 

NO DF.BE 
B¡JUOTECA 

Loa .........,. cle ,.._ ...,. por ....... llllllimle .. baldle cle rodilos ele 

e:*wlld6n~ lilenm loa .... a: 

Ea los 10 cll1los lllllllildol, la totalidad de los óqmoe ~ ........ _...... 

(-. tcric:il:a y lbdomiul) '1- aucularm .,,..._ .. _.,..., .......... 'I 

Alllel6e .-áair.a ..¡ne a ll eidtllllle m 1111 lllimalilü'iw. E~ de loa órpmoe W 

milbnne m 111...-ficie tin de&«olo caaDo. •el color,•-••.,.,....._.,-. 
lúpdo, tiam, rmt. COIUÓll y mú-io eequdídco pis claro, el Cllllllv, ecóallgo e .......,. 

de tGlor blnlo mmilllllo. Tocloa elot 1:e111 ccmMmcia filme. Por orro lado, 11 ....... de 

corte m lol Ól¡lllOl -6 una dillJtudón llomogínea del color~ -..SO, lo cual 

... que CICillió ... dilUliucióD ademada de la IHICióa ........ lol .... fa loa 

cenloa OlllMlildo& oo • -ro evidmc:ia de lijlción paráll o ...a. de lijlción • didlo1 
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DISCUSION 

Uao de lol upecco1 mía impoltantes ID el llllllDicnto de los tejidos para ser obsel\lldos COll 

el mic:rolll6plo bónico y ~.11 la tijloi6e, lllÍllCll numcroaos artlculos sobre el tema, ya 

que de Ma dlipmde el que lu dillrmtea emuctura• cc*larea y liailarea lllldlm 1m1 

cmllpnci6D e~ lo 11111 paiec:ido 1 lal ClliJ!llllea ill....l!MI (1,6,9,10,13,14). Sin 

....... no exil&e dltOl1D la lilen1W1 me-mílodo. 

& ... tlll1ldio • pudo deleminar que la t«eicl de lijKióo por perfilli6n medilnte la 

llliülQ6a de ... bombl de rodilos de ciR:ullc:ión ~ ea IDll lllC11111iv1 ID el 

ooqiliio p-de qaciáa, oblllliedo DJll!iorea reaallados que loa lllllllado1 COll ocru téalica 

(1,6,9,13~ 

A pem de • im mltodo 11111 ooqrlll!io que los utiliudo1 de nitinl ( 13), - procedilDado 

molllÓ • de IJlll ulilidld YI que COll oca técnicl se obtiene una dWiJuci6o homogénea de la 

.aJCián fijadora m el orglllilmo lo que penDle la oblllVICÍÓll de la morfulop y posición 

mllóoKe --;.te • la de .., lllimll il..m1!, lllnbiaa el proceso de dilbhición de la IOlución 

fijadora m los tejidos ea ldoculdo, evidcncilndo homoglllCidld, lo que CCJGtidenmol nollllros 

111..,. Ucilndo UIO, de élla témif.11 con IOU:iones criltaloidel YI que Ílbl Mm la ntClldón 

de llquidos 1 nMI capilar, clisninucióa del c1i1motro del bnon vucull1 por edema de 111 lléWll 

cndotdillel, logqndo con .. os IDll homogálel dilarhtcióo de la ookicióo fijldorl hacil los 

tc;idos dato que no ....... re se lop con las técnicas de fijación ma1 comuimente uúli7.ldss 

(1,6,9,13) lo que disminuiri sesgos y/o artificios en la inteiprdlcióo de la histolop o 

histop11olop. lndepcndicntemcote de que el método de perfusión con bomb1 de rodillos de 
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ciraallción exll'ICOIJIÓrea requiere de equipo colloso; se jullifica aq>lilmlnte aa ~leo en loa 

modelos experimentales que requieran 1ha precisión de interpretación macro y Dcroicópica, lo 

cual redundará en la genención de conocimiento en la invelligación médica p.,. beneficio del 

hombre y los animales. 

Esle es el primer infonne de la utiliución del mécodo de fijación por perfusión mediante la 

utilización de una bomba de rodillos de circulación extracorpórea en el MIDldo. 
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Sllpc.:!lkic.: tk uH1L' de: p11l111ú11 drnalc se oh~1..·na t11t l'l1fu1 htmi.:o-grb;i¡,,:-c.:o en fmma 
hoi11ogé11c:1 ohtenido por pcrfu.;iú11 de fmma1ina al 10°0 c1111 homh:i de rodillos de 
drL"lllndl1n C\ll íh:oqHlrea. 

SCi.."CiÓll de Jlcoll en donde.: ~e i1JHL'1..'ia el o,;oJor hl;llll'tt-g¡j..;;il..'c..'O L'Ull 1111:1 r.fo•,llÍhth:iÚll 

homng.Cnca tanto L'll L'1 Úl!!:tno l..·01110 en lo~ \ihll, llll..' ... l..'lll~rii.:os ohti.:nido~ por pL•rlil!>iilin 
de fi.JJ1t1ali11:1 :11 10°0 i.:011 bomba <IL· rodillos de 1.:"ÍIL'Ula1.:il.lll c\t1ai.:orpó1ca. 



Sl1pc1fü:h: de conL' de ri1io11 donde ~L' oh:-.L'f\;11111 colo1 hl:1111.:o·gri~:11.:co L'll fi.11ma 
hu111og.C11ca ohtL'nido por perfusiún de fi.u111;ili11a al IOºo 1,:on homha de 1ndillos de 
L'i11.'.ul:1l'ión c'lracorpórea. 

Sc\,·\,.·iún de ririun. hig;ulu. pulmún. ccrchro e íleon. en donde :-.c aprc\,·ia L'I \:ulor hla111.:o·· 
g.ris:h:co \.'Oll una distrihu\,·iún ho111ng.~11l.'a en todos ello" \.:01110 re:-.1il1ado dt..· una adct.:11ada 
fij:11..·iú11 oht..:nida por pc1libió11 d~ fo1111ali11a al IOºo 1.:011 bu111ha de rodillo!'t de d11..·11lal'iú11 
c'tfa\,.·orpórc:1. 
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