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RESUMEN

BARRERA MORALES ANDRES GUSTAVO. Técnica de Fijacion de Tejidos y Organos por
Perfusion, Mediante la Utilizacién de una Bomba de Rodillos de Circulscion Extracorporea.
(Bajo la Direccién de MVZ Susans Gillego Martin del Campo, MVZ Nuria de Buen de
Argilero, M en C Dolores Gonzilez Barranco y MC Guillermo Careaga Reyna.)

La fijacion es uno de los asp mas imp en ¢l tratami de los tejidos para ser

beervados en e mi Spio foténico

Se utilizaron 10 cerdos hibridos de traspatio de 3-5 meses de edad con 17 kg de peso
promedio. Se les realizd traquoostomia através de In cual se ks conecté a una bomba de
respiracion modelo 16-24 (CF palmer) London UK, se realizd una incision quinirgics en la
region medial de los muslos pars referis y canalizar la arteria y vena femora) por las cuales se
efectud la exsanguinacion y perfusion de la solucion fijadora utilizando una bomba de rodiflos de

circulacion extracorpérea, hasta obscrvar 1a presencia de formol cn triques y zona de incision en

muslos,.  Después de 24 horas se realizo la necropsia y se observé que los érganos cambiaron

de color normal a diferentes tonos de blanco gris A la palpacion se
finne, posicion y relacio Gmica muy j alas exd en un animal in vive. Esté
indicd que la distribucion de [a solucién fijadora fue homogé iguiendo dc esta una

buena fijacion de los drganos in situ. Se determiné que éste método es una bucna alternativa en

1a fijacién de tejidos y drganos para diferentes modelos expeni les que asi bo requi
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INTRODUCCION

Uno de los asp mis imp enel i de los tejidos para ser observados con

el mi 6pio foténico y electrénico, es Ia fijacion, ya que de ésta depende el que las diferentes

estn fulares y tisul una config ¢ interretaciones lo més parecidas a
Ias existentes in vivo (6)-
Un fijador es cualqui b ia empleada para prescrvar y endurecer los tejidos para su

evaluacion histologica. Aunque e} simple proceso puede ser daiino y provocar efectos en la
morfologia celular (2).
En Medicina Humana como en Medicina Veterinaria uno de los fjadores cominmente

empleados para Ia preservacion de tejidos es la fonmalina amortiguada al 10%, la cual actia

a 7

¢l agua en las moléculas del tejido (proteinas primarias y dcidos nucleicos)
con Jo que se obtiene una estructura mas firme de los érganos (2,12).
Existen distintas técnicas de fijacion como 1a inmersion en formalina o glitaraldehido, fijadores

para Ia observacion del tejido en mi pia fotdnica o electroni Esta técnica ofrece algunas

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

Smm de grosor por la calidad de la fijacion y para eliminar antificios; ademas que ls formalina es

(N

téxica, akt frvif para las y piel, ad dequeesp iak

carcmogénica, lo cual, al no tener una P de ion adecuada | la

contsminacion del ambiente y dafios al operador (1,13).
Existen otros métodos de fijacion como son Ia congelacion, que se utiliza de manera constante

en [a patologia quinirgica e inmuncpatologia. Algunas de sus ventajas son la buena preservacion
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de 1a morfologis celular, 1a rapidez y uns buens conservacion de la antigenicidsd de los tejidos o

de agentes infecciosos.  Sin embargo se requiere de substancias fijadoras como ghraraldchido

(TR T R W s .

o , equipo para la congelacion, que g8 uns teap de

menos 70 grados centigrados y ap como el cri sdemis de que fas secciones de tejido
deben ser menores a 1-2mm (9).  Este tipo de técnicas tiene un rango corto de tiempo para su
interpretacion y& que no detienc 1a sutélisis.

Por otro tado el empleo del uso de las microondas combinadas con substancias fijsdoras es de
gran utilidad ya que los tejidos pueden procesarse inmodiatamente después de la irradiacion, s
reduce el tiempo de fijacion, 1a disminucion o ausencia total de fijadores, s econémico, y sdemis
¢ evita b exposicion del p ) a los vap oxicos del formaldehido. Desafortunsdamente

1as desventajas de utilizar éqta téenica es que 1a fijacion no es hbomogénea y algunas dreas quedan

ujor fijadas que otras, el no estar bien darizados los tiempos y cantidad de tejido irradiado,

munado a que el tamailo de las piezas debe ser menor a 4-5cm de grosor (1).
Se ha utilizado 1a técnica de fijacion por perfusion, la cual consiste en la wtilizacion de un
apanato de perfusion constituido de 2 botcllas colocadas a una shtura de 1.40-1.50cm del nivel de

1s mesa de trabsjo donde uns botella iene una sohucid da de Ringer en Ia cual, s¢

introduce uns mezcla de aire/CO2 (95/5%) s butbujeo fino, y Is otra botella conticne la solucion
fijadora. Cada una de las botellas esté conectada con un tubo de 1cm de dismetro extemo el cual

en sy extremo inferior s¢ conecta 2 una vahula de 3 vias que en su salida tiene colocado un

de plastico para adaptario al tejido u drgano a perfundir. El principio de la perfusion de

éste método es por gravedad. El proceso de fijacion depende del fio del Grgano o del animal
y de 1a difusion de b solucion fijadora (6,14).
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En las técnicas de perfusion vascular descritas no existen informes de 1a utilizacién de bomba

de rodillos de circulacion extracorporea para la perfusion de sohuciones fijadoras a los tejidos.

1aad

La utilizacion de ésta bomba de rodillos de circulacio porea ha sido en las

cirugias de corazon sbierto y prescrvacion de 6rganos con fines de transplante (11,4).  Eluso

de Ia bomba de rodillos ofrece jas como graduacion del voh perfundido/mi y

mantenimiento de uns perfusion constante; lo que es particularmente importante en lechos

capil pan ovi iento ngui y akeraci \ PR iadas & un

fendmeno de hip ion por hipavolemia lo que perm of individuo en condici

més cercanas a la fisiologis normal durante el tiempo que dure el acto quinirgico ssegurando un

Py a

ion y perfusion tisular (5), es imy d de éste principio el

grado de

e

tipo de soluciones utilizadas con 1a finalidad de regular la presion osmética para lograr introducir

ol espaci lar ¢l agus da en las células endoteliales e intersticio y evitar la pérdida
de liquidos a éste nivel, facilitando el flujo de éstos y soluciones fijadoras através de los capilares
pars lograr uns sdecuada perfusion y que exista una buena fijacion de los tejidos y organos

(4,8,9). El mejor efecto se logra afiadiendo dextrin a Ia solucién que se utiliza en la perfusion

(3.8).

Enlai igacidn tanto en Medicina Veterinaria como en Medicma H son
las alteraciones morfoldgicas y por lo tanto fisiologicas de los tejidos, asi como los artificios y

] 2o, 01 1 )

y que ocwren durante el proceso de fijacion de los

tejidos, que en multiples ocasiones en los diferentes experimentos realizados tanto a nivel

1 como i ional, p probk de intery ion en la

¥

(1,10,13). Por lo anterior, es de gran interés estudiar con mis detalle [a técnica de perfusion por
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En las técnicas de perfissio lar descritas no existen informes de la utilizacion de bomba

| 4

de rodillos de circulacién extracorpdrea para la perfusion de soluciones fijadoras a los tejidos,

La utilizacion de ésta bomba de rodillos de circulacié porea ha sido empleada en las
cirugiss de corazén abierto y preservacion de érganos con fines de transplante (11,4).  El uso

de 1a bomba de rodillos ofrece jas como graduacion del voh perfundido/mi y

mantenimiento de una perfusion constante; lo que es particularmente importante en lechos

capilares para evitar estancamiento snguineo y akteraciones hemodindmicas asociadas a un

fenémeno de hip ion por hipovolemia lo que permi al individuo en condici
mis a La fisiologil | d ¢l tiempo que dure ¢l acto quinirgico asegurando un
adecusdo grado de oxigenacion y perfusion tisular (5), es imp d de éme principio el

tipo de soluciones utilizadas con la finalidad de regular la presion osmética para lograr introducir

al espaci lar el agua ds en las céhulas endoteliales ¢ intersticio y evitar la pérdida
de liquidos a éste nivel, facilitando el flujo de éstos y soluciones fijsdoras através de los capilares

para lograr una adecuada perfusion y que exista una buena fijacion de los tejidos y érgancs

(4,8,9). El mejor efecto se logra afiadiendo dextrin a Ia sohucion que se utiliza en Ia perfusion
(3.8).

Enla i igacion tanto en Medicina Veterinaria como en Medicina Hi son

L -

las akteraciones morfologicas y por lo tanto fisioldgicas de los tejidos, asi como los artificios y

bios tislares, celulares y ult les, que d elp de fijacion de los
tejidos, que en miiltiples ocasiones en los diferentes experimentos realizados tanto a nivel

1 B PP 1

como P p de interpretacion en la revision microscopica

(1,10,13). Por lo anterior, es de gran interés estudiar con mas detalle la técnica de perfusion por
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medio de la utilizacién de una bomba de rodillos de circulacién extracorpéres por la importancia

que tione I fijacion de los tejidos en numerosos modelos experimentales, y con ello ofrecer una
sllernativa adecusda e los procesos de fijacién pars beneficio directo e ls interpretacion y
evahiacion de socciones histologicas de ivestigaciones que asi lo requicran 1o cual podri
redundar en los mejores resultados de las mismas y en su generacién de conocimiento.



HIPOTESIS

1.- La fijacidn de tejidos y 6rganos con la técnica de perfusion con formaling mediante el uso de
La bomba de rodillos de circulacién extracorpires es itil para Ia fijacion de érganos in sity.

2.- El empleo de b bomba de rodillos de circulacién extracorpores permitirk una distribucién y

homogeneidad de fijacion de tejidos adecuada con Is perfusion de formalina amortiguada al 10%

OBJETIVOS

1.~ Demostrar que !a técnica de perfusion con formaline mediante la bomba de rodillos de
lacié 6rea es adocuads para la fijacion de los tejidos y drganos.

2.- Dy la distribucién y homogeneidad de Is fijacion utilizando bomba de rodillos de
circulacion extracorpérea con formaling amortiguada al 10% en Ia perfusion de érganos y tejidos.
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MATERIALYMETODOS

‘Se utilizaron 10 cerdos de traspatio, hibridos de 3-S meses de edad con 17kg de peso
promedio, clinicamente sanos y con éptimas condiciones de hidratacién que se prepararon para
cirugia sdminigrando por via intramuscular Ketamina de 2-4mg/kg como tranquilizante.
Después, fué canslizada s vena suricular para contar con una via permeable al tormonte senguinco
que pormité la administracion de sokuci y anesésh Postesiormente en ¢l quirdfano se

indujo & cada uno de los snimales & un plano anesésico profundo con La aplicaciba de 15-17
mg/kg de Tiopental.  Una vez snestesiado y en posicion de decibito dorsal, se reslizd
traqueostornia ¢ intubacion para permitir I ventilacién asistids del organismo mediante uns
bombs de respiracién modelo 16-24 ( CF) Palmer London UK con fraccidn inspirads de
oxigeno 21% (Fi O2 21% ) que s¢ conect6 a la cinula endotraquesl.  Se colocaron Jos campos
quinirgicos, para incidir y disecar la region medial de los musios del animal hasta localizar la
arteria y vena femoral las cuales se refirioron y canalizaron con un catéter del namero 18 y
ademis sc heparinizo a los snimales con 300 Ulkg. La exsanguinacion se efectud por el catéter
colocado en la arteria femoral, y simubts fue perfundido a través de s vena femoral un

h proporcional de Sohucién Salina Fisiologica (SSF) y Dextrén 60,000 MW modiante la
bomba de rodillos Sams de circulacion extracorpdres para reenplazar el volumen sanguineo con
SSF y Dextrin con la finatidad de regular la presion oncitics.

Conchuido dicho precedimiento s invirtié ¢ flujo del cabezal para perfundir por via arterial

formalina amortiguada al 10% con pH de 7.0 .  Esto sc realizd hasta que se observd
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sobre la regién medial de los musos.

Posteriormente se retiraron las cinulas. Se realizd la necropsia despues de 24 homs pan
determinar por simple observacion directa de los 6rganos y tejidos la fimcionalidad do ésta
técnica experiments] de fijacion.



ESTA TESIS W% DEBE
SAUR 55 LA G.uiIOTEC
RESULQ'I‘ADOS

Los resultados do fjaciin obtemidos por perfusion medisste lo bombe de rodiios de
ciroulscién extracorpires fseron los siguientes:
En los 10 cerdos estudiados, Is totalided de los irganos contemidos en Ins diforentes cavidades
(cramcens, torécics y sbdominal) y mases musculares prescataron I morfologia, anquitecturs y
relscitn snatomica semtjente a lu existente an un snimal i vivo.  El aspecto de los organos faé
uniforme en su superficie sin dofoctos o cambios en ¢l color, se encontraron los pulinones grises,
higado, bazo, rillon, corazdn y mitsculo eaquelético gris claro, el cerebro, estimsgo ¢ intestinos
de color blanco emarilionto. Todos ellos con consistencia fime.  Por otro ledo, la superficie de
corte en los Grganos mostrd una disribucién homogénca del color prevismente descrito, lo cual
indica que existié uns distribucidn sdecusda de I solucién fjedors on los orgmmos.  En fos
oerdos estudiados 0o se encontrd evidencia de fijacion parcisl o susmcia de fjscibn en dichos
brganos.
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DISCUSION

Uno de los aspectos mis importantes en ¢l tratamiento de los tejidos para ser observados con
ol microscépio fotéaico y electronico, e la fijacién, existen numerosos articulos sobre el temw, yn
que de éata depende o que las difirentes eatn dulares y timulsres muestren uns
coafiguracién ¢ intesrelaciones lo mes parecido a las exisentes i vivo (1,6,9,10,13,14). Sin
embargo, no existen datos en Is litorstura sobre este método.

Ea oste oatudio s¢ pudo determinar que la técnica de fijacion por perfusion modiante la
wilizacién de uns bomba de rodiflos de circdacion pores cs una akiernativa en ol

complejo proceso de fijacion, obteniendo mejores resuktados que los sefialados con otras técnicas
(1,6,9,13).

A peasr do ser un método mas complejo que los utilizados de ntina (13), este procedimiento
mostrd ser de gran utilidad ya que con esta técnica se obtiene una distribucién homogénea de b
solucién fijadors en ¢l organismo lo que penmite la observacion de la morfologia y posicion
snatémica semcjante & la de un anima! in vivo, tambian ¢l proceso de distribucién de la solucion
jadora en los tejidos es sdecuado, evidenciando homogencidad, lo que consideramos nosotros
e Jogrs haciendo uso, de ésta técnica con soluciones cristaloides ya que éatas cvitan la retoncion
de liquidos & nivel capilas, disminucitn del diametro del kuncn vascular por edems de las células
endoteliales, logrando con estos uns homogénea distribucién de 1a solucion fjadora hacia los

tejidos dato que no siempre se logrs con las técnicas de fijacion mas comunmente wilizadss
(1,69,13) lo que disminuird sesgos y/o artificios en la interp ion de la histologia o

B

hisopatologia.  Independientemente de que el método de perfusion con bomba de rodillos de



11
circulacion extracorpérea requiere de equipo costoso; se justifica ampliamente su emploo en los

delos experi les que requicran ska precision de interp .. ym spica, 1o
cusl redundari en la g ion de i on b investigacidn médica pars beneficio del
hombre y los animales.

Este es el primer informe de la utilizacion del método de fijacion por perfusion mediante la

utilizacién de una bomba de rodillos de circulacio pores en el Mund
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Superfivie de corte de pulinan donde se observa un color blanco-grisiceo en forma
homogénea obtenido por perfusion de formatina al 10% con bomba de rodillos de

circulacion extracorporea.

% Sty

Seccion de Neon en donde se aprecia el color blanco-grisiceo con una distribucion
homogenea tanto en el organe como en los vasos mesentéricos obtenidos por perfusion
de formalina al 10% con bomba de rodillos de cirenlacion estracororea,



Superficie de corte de riion dundu se observa un color blanco-grisiceo en forma
Liomogénea obtenido por perfusiin de formaling al 10% con bomba de 1odillos de
circulacion cxlumlpmca

Suuon de rifion. higado, pulmon, cerebro ¢ ileon en donde se aprecia el color blanco-

grisiceo con una disteibucion homoegénea en todos ellas como resultado de una adecuada
fijacion obtenida por perfinnion d2 formalina 4l 10% con bumba de rodillos de circulacion
extracorporea,
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