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Resumen

El objetivo de este trabajo fue describir los métodos y técnicas para sacrificar las
madres y evaluar el posible efecto toxico sobre los fetos. Tuvimos en cuenta los locales,
personal requerido, condiciones previas, equipamiento, procedimiento de diseccion, variables
analizadas, sexado de los fetos, peso de los fetos, técnica para la tincién con alizarina de los
fetos de rata y evaluacién de los fetos de rata fijados en Bouin. Pensamos que este trabajo sea
util para los lectores de la revista asi como para la comunidad cientifica en general.

Palabras claves: Segmento Ill, toxicologia de la reproduccion, teratologia, ratas.

Abstract

Post mortem procedure to evaluate the 111 segment in reproduction toxicology study
(rats teratology).

The aim of this work was to describe the methods and technical for sacrifice the mothers and
to evaluate the possible toxic effect on the fetuses. We kept in mind the local, required
personnel, previous condition, equipment, dissection procedure, variables analyzed, sexing of
the fetuses, fetuses weight, technique for the tint with alizarin of the rat fetuses and evaluation
of the rat fetuses fixed in Bouin. We think that this work is useful for the journal readers as
well as for the scientific community in general.

Key words: |1l segment, reproduction toxicology, teratology, rats.

Introduccion

El nacimiento de miles de nifios con focomelia como consecuencia del consumo por
parte de sus madres de un sedante que habia mostrado ser muy poco toéxico para el adulto,
llevé a la inclusidon de los estudios de teratogenicidad como parte de las pruebas de inocuidad
requeridas para la aprobacién de nuevos medicamentos, aditivos alimenticios o plaguicidas.*

En la actualidad se utilizan protocolos experimentales estandarizados que se consideran
evaluaciones aceptables y sélidas del desarrollo embrio-fetal. Con ellos es posible evaluar el

efecto de una sustancia dada sobre practicamente todas las fases del proceso reproductivo.*
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Sin embargo, el gran nimero de sustancias quimicas que deben ser evaluadas con

estos métodos han llevado al desarrollo de sistemas in vitro que podrian utilizarse para
establecer prioridades en las pruebas con animales, pero aun asi estos sistemas no han podido

reemplazar las pruebas en animales, siendo aln necesarios estos ensayos in vivo los cuales

manifiestan con mayor veracidad el efecto teratogénico o no de un producto a evaluar.5

El objetivo de este trabajo fue describir los métodos y técnicas para sacrificar las
madres y evaluar el posible efecto toxico sobre los fetos. Tuvimos en cuenta los locales,
personal requerido, condiciones previas, equipamiento, procedimiento de diseccion, variables
analizadas, sexado de los fetos, peso de los fetos, técnica para la tincién con alizarina de los
fetos de rata y evaluacion de los fetos de rata fijados en Bouin. Pensamos que este trabajo sea

atil para los lectores de la revista asi como para la comunidad cientifica en general.

Desarrollo

Describir los métodos y técnicas a seguir para sacrificar las madres y evaluar el
posible efecto téxico sobre los fetos.

Locales: Antes de que los animales sean apareados el investigador principal tiene que
asegurar que los locales estaran disponibles en las fechas requeridas. En el caso de la rata los
postmortem seran normalmente realizados el dia 20 del periodo de gestaciéon a menos que se
indique otra cosa en el protocolo.®

Personal requerido: Cada equipo consistira normalmente de dos personas: un teratélogo
experimentado encargado de la diseccion y un asistente para buscar los animales y pesar,
sexar y colocar los fetos en el fijador.

Condiciones previas:

Toda la documentacion, frascos para especimenes y equipamiento, necesarios para un dia de
trabajo, deben estar listos e instalados en el local de autopsia antes de que sean introducidos
los animales. Cada animal tiene que tener preparado un modelo de teratologia materna donde
indique todas las variables que seran analizadas asi como las observaciones pertinentes.” Debe
llenarse la siguiente informacion: Cddigo del estudio, grupo de tratamiento y numero del

animal. Preparar frascos para especimenes, para cada animal:
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- Para las preparaciones con alizarina; un frasco de cristal de 250 ml, a medio llenar con

alcohol al 95%.

- Para la preparacion de las secciones de Wilson; un frasco de cristal de 250 ml, a medio llenar
con liquido de Bouin.

Equipamiento:

- Instrumentos de diseccion: Tijeras pequefas, pinzas pequefas (punta curva y punta recta),
tijeras grandes, pinzas grandes.

- Equipos: Balanza (precision: dos lugares decimales), microscopio de diseccion.

- Soluciones: Liquido de Bouin, Alcohol 95 %

- Otros: Camara letal para asfixia por éter, placas petri, dos bandejas plasticas esponja y
jaboén liquido o detergente, papel absorbente desechable, bolsas para los cadaveres y
desechos, etiquetas adhesivas.

Procedimiento de diseccion: Antes de comenzar se tomara el peso del cuerpo de los
animales que seran sacrificados. Los animales para sacrificar seran transportados al local en
sus jaulas, en carro transportador. La primera jaula se cogera del carro y se llevara a un area
separada de sacrificio. En el area de sacrificio, debe encontrarse dos etiquetas para frascos. El
numero del animal segun identificacion en la jaula sera reflejado en el modelo y las etiquetas,
ademas se anotara la fecha del sacrificio.

El asistente debe comprobar que el numero individual del animal coincida con el nimero
anotado en el modelo, la ficha de la jaula y las etiquetas de los frascos. La rata seréa sacrificada
por asfixia con éter y llevada a la mesa de diseccion, acompafiada del modelo
correspondiente.® Dos bandejas plasticas o tablas de corcho se cubriran con papel absorbente
y se marcaran una "lzquierdo" y la otra "Derecho", listas para recibir los fetos de los
respectivos cuernos del Utero. La rata debe colocarse sobre su lomo en la tabla de disecciéon y
la superficie ventral se humedecera con agua usando una esponja, observar la figura 1.

La piel por encima del perineo sera levantada ligeramente y se hara un corte usando la
tijera méas grande y curva. Usando la punta de las tijeras y comenzando en el corte, la piel se
cortara en la linea media hasta el esternén punto (2).% La pared peritoneal se sujetara con las
pinzas dentadas y se cortara encima del perineo. De nuevo usando las tijeras grandes se hara
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una incisién en la linea media hasta el esternén punto (2). Dos incisiones mas en la pared

peritoneal, como se muestra en el diagrama de abajo, completaran la abertura de la cavidad
abdominal puntos (3 y 4)

Variables analizadas: Las visceras maternas seran examinadas macroscopicamente y se
registraran las observaciones principales. Los ovarios seran extraidos y colocados en un
recipiente previamente marcado. Los cuerpos luteos (CL) seran contados inmediatamente bajo
el microscopio de diseccién y su niumero registrado en el modelo.®

El Gtero gravido sera extraido con cuidado de no confundir los cuernos derecho e izquierdo.
Usando una pinza y una tijera pequefas se abrira el cuerno uterino izquierdo desde el extremo
ovarico hasta la vagina a lo largo del lado opuesto a los sitios de implantacion, exponiendo los
sacos amni6ticos. Debe tenerse cuidado de no dafiar los fetos durante esta operacion.®

Se abrirdan los sacos amnidticos y de nuevo comenzando desde el extremo ovarico y
trabajando hacia la vagina, los implantes (IMP) deben ser examinados y clasificados como: **

e Vivos (FV),

e Recientemente muertos, muerte fetal (FM), fetos completamente formados pero mas
palidos que los normales,

e Muerte tardia o reabsorcion tardia (RTA), en la cual la organogénesis ha ocurrido asi que
el embridén es visible pero el desarrollo no ha progresado al estadio fetal,

e Muerte temprana o reabsorcion temprana (RTE), cuando la muerte ha ocurrido poco
después de la implantacion asi que no es visible el embrion, el implante es un area de tejido
placental degenerado.

Los resultados de las evaluaciones tienen que ser registrados en el modelo usando las iniciales
adecuadas para denotar un feto vivo y las muertes fetales, tardias o tempranas.

Tiene que ser registrado el numero total de cada categoria de implante y sitios de
implantacion.

Luego corte el cordén umbilical de cada feto y coléguelo en la bandeja plastica en el orden que
tenian en el cuerno uterino correspondiente. Hay que poner el ndmero de identificacion

materna en cada bandeja.
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Los fetos deben ser cuidadosamente examinados en busca de anormalidades morfoldgicas.

Debe hacerse un examen externo de cabeza a cola con particular referencia a aquellas
anormalidades las cuales son mas dificiles de detectar post fijacion, ej. micrognatia,
macroglosia, torsién de miembros, artrogriposis.’> Si existe duda en la naturaleza de una
anormalidad debe consultarse a un especialista experimentado.

Bajo un microscopio de diseccién se examinaran los labios y el paladar abriendo la boca
suavemente con las pinzas, a fin de revisar si estas estructuras estan hendidas. Examinar la
forma de la cabeza de perfil. Examinar la forma y tamarfio de los ojos (cerrados), orejas,
maxilares, hocico.

Las malformaciones externas del tronco son féaciles de determinar. Ellas incluyen:
cranioraquisquisis, gastrosquisis, hernia umbilical, espina bifida, etc.

Los miembros se examinaran respecto a la forma, tamafio y posicion y los digitos en cuanto a
su numero y profundidad de los surcos digitales. Ejemplos de anormalidades son: polidactilia
(digitos extra), ectrodactilia (digitos ausentes) y sindactilia (digitos fusionados).®

La cola se examinara fijandose en la presencia, tamafio, forma, y posicion. Una cola normal es
ligeramente curva y de 3 cm de largo en la rata.

Cualquier anormalidad encontrada debe ser anotada, antes de que los fetos sean colocados en
la bandeja.

Si se considera necesario preservar un feto muerto, éste debe ser colocado inmediatamente en
un frasco para espécimen separado, marcado con el numero del animal, la fecha y el cédigo
del estudio. El hecho de la preservacion debe ser anotado en algin modelo.

La madre, el Utero abierto y los otros desechos deberan ser colocadas en bolsas y se amarrara
el cuello de la bolsa. La mesa de diseccion debe limpiarse para antes de comenzar con la
préxima rata.

Sexado de los fetos:

Examinar la distancia entre la papila genital y la base de la cola. En los machos esta distancia

es mayor que en las hembras.
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Peso de los fetos: 3

La balanza debe haber sido chequeada para su exactitud. Las bandejas de fetos deben ser
llevadas al banco de peso por el asistente, junto con el modelo y las etiquetas de los frascos.
Las etiquetas deben ser pegadas a los frascos los cuales deben estar listos para recibir los
fetos. Cada feto debe ser secado sobre el papel absorbente que cubre la bandeja, pesado a dos
lugares decimales, y el peso registrado en el modelo. El cero de la balanza debe ser chequeado
después de cada pesada y corregido si fuera necesario usando el dispositivo de tara dado el
peso tan bajo. Los fetos de ambos cuernos derecho e izquierdo deben ser pesados antes de
fijar los fetos.

- Fotografia.

Los fetos con malformaciones externas deben ser fotografiados, si existiesen las condiciones,
al concluir el examen externo, antes de ser fijados como constancia del hallazgo encontrado.

- Fijacion.

La mitad de los fetos vivos de cada camada son seleccionados al azar para examen visceral en
fresco o son preservados en liquido de Bouin, segun lo indique el Protocolo. Se registrara el
dato de cuales fetos se fijaran en alcohol (A) y cuales en Bouin (B). Si en el examen
postmortem se encuentra un feto con una anormalidad que seria mejor investigar después de
preservado en alcohol que en Bouin, o viceversa, ese feto debe ir al fijador apropiado. Los
fetos seleccionados deben ser colocados en el frasco de Bouin. °

La mitad restante debe ser colocada en el frasco de espécimen que contiene alcohol etilico 95
%. A estos fetos se les puede practicar un pequefio corte en la zona ventral, extrayéndoles
parte de las visceras abdominales (higado e intestinos).

Tincidén de alizarina para fetos de rata.

Este procedimiento describe el tratamiento que se dara a los fetos de rata para poder llevar a
cabo el examen del esqueleto, los requerimientos para la preparacion de la tincion lo podemos
observar en la tabla 1.

Soluciones:

Las soluciones deben prepararse en lotes de 5 litros en un frasco que permita la mezcla
apropiada.
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A Solucion al 196 de Hidroxido de Potasio (KOH).
Precaucion: Esta solucién es caulstica. Cuando se manipule o prepare deben usarse ropas
protectoras, guantes y espejuelos de seguridad. Cualquier contaminacion de la piel debe ser

lavada inmediatamente.

Pesar 50 g de KOH con + 1g de precision.

Colocar 1L de agua destilada en el frasco, y afiadir el KOH.

e Cuando el solido se haya disuelto, agregar los restantes 4L de agua destilada y mezclar.

Transferir la solucién preparada a un dispensador etiquetado.

B. Rojo Alizarina S.

Colocar 1 litro de agua destilada en un frasco.

Afadir 0.5 g de rojo alizarina S y agitar vigorosamente para dispersar el material.

Afadir 50 g de KOH vy agitar.

e Completar con 4 litros de agua destilada y agitar.

e Antes de usar, filtrar la solucion en un frasco limpio y descartar el sedimento.

C. Solucién de aclaramiento.

e Colocar 1 litro de agua destilada en un frasco y afiadir 10 g de hidréxido de potasio y agitar

¢ Afadir otros 4 litros de agua destilada y agitar.

Afadir 1 litro de glicerina y agitar.

Pasos a seguir

El régimen de procesamiento debe ser flexible, de acuerdo a la experiencia. El que aqui se da

se refiere a fetos de rata que no han sido eviscerados ni despellejados. Si se realizan estas

operaciones, se pueden disminuir los tiempos de los diferentes pasos.

Deshidratacion

- La deshidrataciéon toma un minimo de una semana en alcohol al 95 %. Los fetos
deshidratados estan rigidos y de color beige palido.

- El alcohol tiene que ser cambiado al menos una vez durante la fijacién. Cambiar los
frascos uno a uno.

- Recipiente de desechos.

- Anadir alcohol fresco, suficiente para cubrir los fetos.

http://www.sertox.com.ar/retel/default.htm Sertox © Copyright 2003




[retal]

ravista de toxicologia en linea
- Durante el procedimiento, comprobar el niUmero del animal en el frasco.

Maceracion
- Este paso toma aproximadamente 1-3 dias en la rata.
- La maceracion es completa cuando los huesos de los fetos se muestran claramente a
través del tejido blando.
- Escurrir el alcohol usando el colador y el embudo, y afiadir KOH al 1%.
- Si es necesario, cambiar el KOH diariamente, de nuevo usando colador y embudo. Es
importante tratar el tejido ablandado muy suavemente.
Tincion
- Este paso debe ser combinado con las dltimas etapas de la maceracion y toma
aproximadamente 24 horas.
- Afadir la solucion de rojo alizarina a cada uno de los frascos.
- Examinar los frascos regularmente para chequear la intensidad del color. La coloracion
es completa cuando los huesos son obvios. Debe evitarse la sobretincion.
Aclaramiento
- Botar el KOH y el colorante escurriendo los fetos adecuadamente.
- Afadir la solucion de aclaramiento. Los fetos inicialmente flotaran en esta mezcla, pero
después se hundiran por su propio peso.
- Si es necesario la solucion de aclaramiento serd cambiada.
Almacenaje
- Escurrir la solucion de aclaramiento y transferir los fetos a una solucion a partes iguales
de glicerina y agua destilada.
- Si se quieren conservar los fetos se debe aumentar paulatinamente la cantidad de
glicerina disminuyendo la de agua destilada.
- Después de 5 afos, los especimenes pueden ser destruidos.

Evaluaciéon de los fetos de rata fijados en Bouin.*®

Este procedimiento describe el examen visceral microscopico de fetos de rata obtenidos el dia

20 de la gestacion, con referencia a especimenes estandar.
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Materiales, instrumentos y equipos

Microscopio estereo binocular, cajas Petri plasticas de 3", cuchillas de afeitar, pinzas curvas de

3", alcohol 70%, tabla de corcho, papel absorbente y etiquetas adhesivas.

Evaluacion®®

10.

11.

12.

13.

14.

Seleccionar un frasco conteniendo fetos para ser examinados.

Localizar el correspondiente modelo post mortem de la camada.

Comprobar que coinciden el numero anotado de fetos y el niumero de los fetos en el
frasco.

Pasar los fetos del frasco a un recipiente con alcohol 70% a fin de "lavarlos".

Colocar los fetos sobre papel absorbente en la tabla de corcho.

Escribir una etiqueta adhesiva identificada para cada feto, conteniendo todos los datos
necesarios para su identificacion.

Seleccionar un feto y secarlo con el papel.

Usando tijeras, cortar la cola y los miembros, separandolos del cuerpo.

Cortar el tope de la cabeza usando una cuchilla interpuesta entre los maxilares y debajo
de las orejas.

Comenzando por la parte de atras de la cabeza hacer cortes transversales en secuencia,
a un intervalo maximo de 1mm. Debe ser tomado particular cuidado para asegurar que
sean seccionados el tallo del cerebro, los ventriculos laterales, los ojos y la nariz.
Colocar las secciones de la cabeza en secuencia a lo largo del margen de la caja Petri.
Seccionar el cuerpo del feto desde el cuello hasta el final del higado y colocar las
secciones en secuencia en la caja Petri. Las secciones a través del térax tienen que ser
tan delgadas como sea posible para mostrar la disposicion de los vasos y la estructura
interna del corazoén.

Ambos rifiones tienen que ser seccionados transversalmente por la mitad. Colocar una
etiqueta de identificacién sobre la caja Petri.

Examinar las gonadas y vejiga in situ en el piso de la cavidad abdominal y determinar el

sexo de los fetos.

http://www.sertox.com.ar/retel/default.htm Sertox © Copyright 2003




[ l ] Pag/ 43
msta de towicologia en linea

5. Repetir del paso 7 al 14 para cada feto de la camada.

16. Colocar la primera caja Petri sobre el microscopio y ajustar la iluminacién para dar luz
reflejada.

17.Examinar las secciones a una magnificacion x4 a x10.

18.Poner particular atencién a las secciones a través de la cabeza en la region de los
ventriculos laterales y la médula, los drganos toracicos, los rifiones y los uréteres.
Registrar todas las observaciones.

19. Repetir el examen microscoépico para todos los fetos de la camada
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Figura 1. Proceso de diseccion.

Cavidad Toraxica

\

Linea Media

|

Cavidad

/

Corte Inicial

Tabla 1. Requerimientos.

Reactivos Cantidades (rata)
Alcohol etilico 95 % 25 L
Glicerina 25L
Hidréxido de potasio 750 g
Rojo alizarina S 2.5g
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