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RESUMEN

Introduccion: El examen visceral a fetos de ratas sometidos a la técnica fijadora de
Bouin es un procedimiento muy utilizado en estudios de teratogenicidad, pero presenta
algunas limitaciones: requiere de personal especializado, presupone una gran memoria
visual o fotografica, no existe una guia que oriente y optimice el trabajo de los
investigadores. Objetivo: Desarrollar una guia para realizar el examen visceral a fetos
de ratas sometidos a la técnica fijadora de Bouin. Materiales y métodos: La guia se
desarrolld en la Unidad de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Ciencias
Médicas de Villa Clara, a partir de protocolos establecidos para realizar estos
procedimientos y de la experiencia de nuestro equipo de investigacién. Resultados y
discusion: Se desarrolld la primera guia en Cuba para realizar el examen visceral a
fetos de ratas sometidos a la técnica fijadora de Bouin. Se convirtid en un material de
apoyo en nuestra unidad para realizar estudios de teratogenicidad debido al rigor
cientifico, la detallada descripcion de las técnicas y las imagenes proporcionadas por los
propios autores. Conclusiones: Se desarrolld una guia para realizar el examen visceral
a fetos de ratas sometidos a la técnica fijadora de Bouin que orienta y optimiza el

trabajo del investigador.
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INTRODUCCION

La teratogénesis es el proceso que causa defectos de nacimiento o malformaciones en
embriones o fetos por agentes externos. La Teratologia es el estudio de las causas y los
mecanismos causantes de los defectos de nacimientos o malformaciones. Los modelos
animales son utilizados para estudiar estos mecanismos y evaluar productos
terapéuticos (1).

En Latinoamérica se han desarrollado evaluaciones de toxicologia de la reproduccioén,
sobre todo relacionadas con las enfermedades crénicas no transmisibles como la
diabetes. En Brasil destacan los estudios realizados en la Universidad del Estado de Sao
Paulo, Botucatu (2, 3) y en Argentina, las investigaciones en el Centro de Estudios
Farmacoldgicos y Botanicos-Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas,
Escuela de Medicina, Universidad de Buenos Aires (4, 5). En Cuba, en el Instituto
Superior de Ciencias Basicas y Preclinicas “Victoria de Girén”, se han desarrollado
investigaciones con el objetivo de estudiar el efecto de hiperglucemias severas sobre las
malformaciones en la descendencia (6, 7).

En la Unidad de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Ciencias Médicas de
Villa Clara se ha estado implementando, desde hace mas de diez afos, un modelo
experimental de diabetes con hiperglucemias moderadas complicada con gestacion. La
diabetes se desencadena mediante la induccidon neonatal con estreptozotocina en ratas
Wistar y permite estudiar la interaccién diabetes-gestacion en la rata prefiada y sus
productos (8-11). Ademas, se ha comenzado la blusqueda de nuevas estrategias
terapéuticas como extractos vegetales y oligoelementos (12). Los estudios viscerales en
la descendencia son necesarios para evaluar las consecuencias de la gestacion diabética
sobre el crecimiento y desarrollo fetales, asi como el posible efecto teratogénico de un
producto terapéutico.

A pesar de ser un procedimiento muy utilizado en los centros experimentales de nuestro
pais, el examen visceral a fetos de ratas sometidos a la técnica fijadora de Bouin
presenta algunas limitaciones: requiere de personal especializado (embriologia,
reproduccion, toxicologia experimental) y presupone una gran memoria visual o
fotografica. Ademas, no existe una guia que incluya la detallada descripcion de cada
técnica representada por imagenes, que oriente y optimice el trabajo de los

investigadores especialistas o no. Para solucionar este problema se propone como
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objetivo: Desarrollar una guia para realizar el examen visceral a fetos de ratas

sometidos a la técnica fijadora de Bouin

MATERIALES Y METODOS

La guia para realizar el examen visceral a fetos de ratas sometidos a la técnica fijadora
de Bouin (Anexo 1) se desarrollé en la Unidad de Investigaciones Biomédicas (UNIB) de
la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara, en el periodo comprendido entre
septiembre 2018 y enero 2021. Se elabord a partir de protocolos establecidos para
realizar este estudio (13, 14, 15) y de la experiencia de nuestro equipo de trabajo en la
realizacidn de estos procedimientos. Se confecciond un Comité de Expertos para aprobar

Su uso.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se desarrollé la primera guia en Cuba para realizar el examen visceral a fetos de ratas
sometidos a la técnica fijadora de Bouin, en la Unidad de Investigaciones Biomédicas
(UNIB) de la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara. La experiencia del equipo de
investigacién fue necesaria para adaptar estas técnicas a las condiciones de los centros

experimentales de nuestro pais e integrar protocolos anteriores.

El lenguaje sencillo pero con alto rigor cientifico, la detallada descripcién de las
técnicas en idioma espafol y las imagenes proporcionadas por los propios autores,
facilitaron el correcto entendimiento de estas técnicas paso a paso. La utilizacion de la
guia también disminuyd el tiempo de capacitacién, planificacion y consulta de otras

referencias, optimizando el trabajo del investigador.

Esta guia se convirtio en un material de apoyo en nuestra unidad para realizar
evaluaciones de toxicologia de la reproduccidon y ha comenzado a generalizarse en otras
areas de la universidad por parte de docentes, estudiantes de pregrado, residentes,
especialistas, maestrantes y aspirantes a doctorado. Se inscribid en el Libro de Registro
de la ANIR (No. Registro ANIR: 3510), las imagenes se publicaron en la Editorial
Académica Espafiola (EAE) como “Catalogo para realizar el examen morfoldgico visceral
a fetos de ratas. Técnica de solucién fijadora de Bouin” (ISBN: 978-620-3-87565-2) y ha

sido premiada en varios eventos cientificos como parte de su divulgacién.
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Teniendo en cuenta la importancia que se le otorga a los estudios sobre la evaluacién de
seguridad, inocuidad y riesgo beneficio de medicamentos naturales o sintéticos (14), la
presente guia puede facilitar futuros estudios preclinicos en el campo de la farmacologia
y toxicologia experimental. Ademads, es posible que los estudios de teratogenicidad
adquieran mayor connotacion en los proximos afos debido a un aumento en la
incidencia de enfermedades crénicas no transmisibles y de la actual pandemia por Covid-
19. Esperemos que este trabajo contribuya a la divulgacion de la guia y que constituya
una herramienta Util para todos los profesionales que necesiten examinar fetos

procesados con esta técnica.

CONCLUSIONES

1. Se desarrollé una guia para realizar el examen visceral a fetos de ratas sometidos a
la técnica fijadora de Bouin que orienta y optimiza el trabajo del investigador.

2. El rigor cientifico, la detallada descripcion de las técnicas y las imagenes
proporcionadas por los propios autores la convirti6 en un material de apoyo en

nuestra unidad para realizar estudios de teratogenicidad.
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Anexos

Anexo 1. GUIA PARA REALIZAR EL EXAMEN MORFOLOGICO VISCERAL A
FETOS DE RATAS. TECNICA DE SOLUCION FIJADORA DE BOUIN

INTRODUCCION

La Teratolologia (del griego terato, que significa “monstruo”) es una rama de la
Ciencia que estudia el desenvolvimiento prenatal anormal en todos sus aspectos,
incluyendo las causas y los mecanismos por los cuales son producidas las anomalias
congénitas. Por otro lado, la Toxicologia del Desarrollo es la rama de la Toxicologia
gue estudia la cinética de los efectos de agentes quimicos que interfieren con el
desarrollo pre y postnatal, asi como los mecanismos subyacentes. La toxicidad del
desarrollo se manifiesta como malformacién estructural, retardo del crecimiento,
deterioro funcional y muerte del organismo. Comparada con la Teratologia, la

Toxicologia del Desarrollo es considerada una ciencia relativamente nueva.

Las malformaciones o anomalias congénitas suelen desarrollarse en etapa
embrionaria, por lo que es importante el conocimiento de la disciplina conocida como
embriologia. Se excluyen, para algunos casos, las malformaciones posteriores al
nacimiento o realizadas por fuente externa antes de que ocurra y causadas por

traumatismos.

Generalidades de la morfologia interna en la rata Wistar

La rata Wistar es usada en pruebas de laboratorio y en disecciones ya que presenta
una anatomia interna en la que se pueden apreciar perfectamente érganos internos
semejantes a los de la especie humana como corazén, pulmones, estdmago, lengua,
higado, pancreas, intestinos (delgado y grueso), riflones, vejiga urinaria, ovarios o

testiculos.

El corazén estd constituido por cuatro cdmaras de paredes musculosas: el atrio
derecho e izquierdo y los ventriculos derecho e izquierdo. Los lados derecho e
izquierdo estan separados por el septo interatrial y el septo interventricular. Los
septos atrioventriculares separan los atrios de los ventriculos, los apéndices
auriculares izquierdos y derecho del corazén son usualmente asimétricos. En la linea

media se observa la arteria pulmonar que surge de la base del ventriculo derecho
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ventral a la aorta, es relativamente corta y se divide en la rama pulmonar derecha e
izquierda las cuales se extienden a los |Iébulos derecho e izquierdo del pulmén. La
aorta surge del ventriculo izquierdo, dorsal a la arteria pulmonar y se extiende
anteriormente, entonces se dobla lateralmente a la izquierda ante de extenderse

posteriormente como aorta dorsal descendente.

El pulmén derecho tiene cuatro Idbulos, el I6bulo medio se extiende sobre el I6bulo
izquierdo y esta dorsal y caudal al corazon, el pulmén izquierdo tiene un solo Iébulo.
El higado se ubica sobre la cara caudal del diafragma extendiéndose a ambos lados
del plano mediano desde el arco costal derecho hasta el izquierdo,esta dividido en los
I6bulos: el I16bulo derecho que tiene a su vez los lI6bulos anterior y posterior; el I6bulo
izquierdo que es grande; el mediano o Iébulo cistico el cual presenta una fisura
profunda; y el I6bulo caudado que es un pequefio I6bulo. La rata no presenta vesicula
biliar. El rifndn izquierdo descansa mas cefdlicamente que el derecho y sobre el polo

superior de cada uno se encuentran las adrenales.

En la rata hembra el Utero es bicorne, los dos cuernos se fusionan en sus
terminaciones cervicales, pero tienen aberturas separadas en la vagina, se extienden
desde la vagina cranealmente casi hasta los polos caudales de los rifiones,
superiormente los cuernos uterinos estan relacionados a los oviductos y los ovarios.
En el feto macho los testiculos no han descendidos completamente y descansan en la
cavidad pélvica a ambos lados de la vejiga, frente a los testiculos y estrechamente

pegados a ellos descansa la cabeza del epididimo.

EXAMEN VISCERAL A FETOS DE RATAS SOMETIDOS A LA TECNICA FIJADORA
DE BOUIN

El examen visceral se realiza a cada uno de los fetos procesados previamente con la
técnica de solucion fijadora de Bouin descrita por Damasceno y colaboradores (13).

Este procedimiento permite reducir los tejidos finos y descalcificar los huesos.

Técnica de Solucion fijadora de Bouin
Equipamiento
*» Frascos de vidrio

=  Pinzas
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Reactivos

= Acido picrico

» Formaldehido.

= Acido acético glacial

= Alcohol etilico 80%, 90% y 70%

Preparacion de Solucién de Bouin (fijadora)

150 ml de acido picrico saturado, 50 ml de formaldehido y 10 ml de &cido acético
glacial.

Procedimiento

Los fetos se colocan en la soluciéon de Bouin (fijadora) durante tres o cuatro dias.
Luego, en recipientes con alcohol etilico al 80% por dos dias y posteriormente, en
alcohol etilico al 90% por cuatro dias. Finalmente se colocan en recipientes de vidrio

con tapa de rosca en alcohol al 70% (Fig. 1a).

Examen visceral

Equipamiento

» Bloque de parafina

*» Placas de petri

= Pinzas

» Cuchillas de afeitar

= Tijeras de microdiseccién (o tijeras pequefias previamente afiladas)

» Estereoscopio con iluminacién directa

Procedimiento

El examen se debe realizar a ciegas, es decir, el operador no debe conocer el grupo de
dosis de la camada que estd siendo evaluada. Cada operador debe tener abierto sdlo
un frasco de especimenes. Cuando se ha comenzado a evaluar una camada, esa
camada debe ser completada de una vez. No se debe abandonar un frasco de

especimenes abierto en el puesto de trabajo.

El examen visceral se realiza mediante una combinacion de cortes/diseccion
propuestos por Barrow y Taylor (15). En la regién cefdlica se efectia la secuencia de
cortes propuestos por Wilson (16), en la cavidad toracica la técnica de toracotomia

anterior y en la cavidad abdominal una microdiseccién descrita por Damasceno y
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colaboradores (13). Durante este proceso se examinan las cavidades craneal,
toracica, abdominal y la regién lumbar. Se toma evidencia fotografica del estudio
mediante cdmara profesional (Los autores utilizan cdmara Cannon Power Shot G11,

pero puede utilizarse cualquier camara disponible).

Técnica de los cortes Wilson en la regién ceféalica

En la cabeza se realiza un primer corte transversal a nivel de cuello (Fig. 1b) y luego,
un segundo corte en el plano que pasa a través de la abertura de la boca y las orejas
(Fig. 1c). Se separa la parte superior de la cabeza. En la base se retira la lengua y se
examina el cierre del paladar. La cavidad oral debe estar desobstruida y delimitada
por el paladar, que no debe presentar rupturas en su superficie hasta su limite

posterior. También se identifica la traquea, la médula y oido interno (Fig. 1d).

Luego, se realizan cinco cortes verticales en el craneo (Fig. 1e). Las secciones son
examinadas bajo un estereoscopio y se observan ambos lados, comparando la
precedente y la siguiente (Fig. 1e). El primer corte se realiza en la regién del septo
nasal (Fig. 1f). En una vista frontal el septo nasal separa la cavidad nasal, que debe
estar desobstruida. El segundo corte se realiza en la regidon nasal, donde se debe

observar la simetria de los orificios nasales, los cornetes, el septo nasal y el paladar
(Fig. 19).

El tercer corte se realiza a la altura de las drbitas oculares, donde se observa la retina,
la cérnea y los cristalinos de ambos ojos en cuanto a tamafo, uniformidad, curvatura
y el desarrollo de los bulbos olfatorios que se encuentran en la linea media (Fig. 1h).
El cuarto y quinto corte se efectia a nivel de los hemisferios cerebrales (Fig. 1i). En la
vista frontal se deben observar los hemisferios, los ventriculos laterales y el tercer
ventriculo del cerebro. El grado de agrandamiento es utilizado para el diagndstico de

hidrocefalia.

Técnica de toracotomia anterior en la cavidad toracica

Realizar un corte longitudinal a la derecha del centro del térax para observar las
caracteristicas anatémicas del timo, corazén, traquea, esofago y pulmones (Fig. 2a y
2b). Realizar el examen de la traquea y el eséfago en busca de fistulas

tragueoesofagicas. (Fig. 2c).
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Observar apéndices auriculares izquierdos y derecho del corazén, que son usualmente
asimétricos. Identificar el tronco pulmonar que surge de la base del ventriculo derecho
y ventral a la aorta (que surge del ventriculo izquierdo, dorsal a la arteria pulmonar y

se extiende anteriormente) (Fig. 2d y 2e).

Para examinar la anatomia interna del corazén se hacen dos cortes, usando tijeras de
microdiseccion. El primer corte comienza a la derecha de la superficie media ventral
del apice, y se extiende anteriormente y ventralmente dentro de la arteria pulmonar
(Fig. 2e). Se inspecciona la valvula tricispide. El segundo corte es hecho a la
izquierda de la superficie media ventral del apice, y se extiende a través del ventriculo

izquierdo dentro de la aorta ascendente, observandose la valvula bicuspide.

Técnica de microdiseccidon en la cavidad abdominal

Las visceras abdominales son analizadas por la técnica de microdiseccidon. Se observa
la presencia e integridad del diafragma y los |dbulos hepaticos, que se retiran,
visualizandose el estdmago y la porcién distal del eséfago, el duodeno, el pancreas y

las asas intestinales (Fig. 3a).

Al ser retiradas las asas intestinales, se observa el tracto genitourinario, el tamafio y
posicion de las adrenales y los rifones (Fig. 3b). Se realiza un corte transversal del
rifdn para exponer las papilas y la pelvis renal. En la hembra se observa vejiga, utero
(dos cuernos), ovarios, uréteres, rifidn y recto (Fig. 3c). En el macho se observa la

vejiga, testiculo, epididimo, uréteres, rifdn y recto (Fig. 3c).

Aspectos éticos
Se recomienda la manipulacién de los animales segun la Guia para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio (2013) (17). Se deben mantener en condiciones

controladas de temperatura, humedad relativa y ciclos de luz/oscuridad.

Nota al lector: Se realizd una reduccién de las imagenes y su descripcidn para
ajustarse a las normas de presentacion. Para mas informacion consultar el “Catalogo
para realizar el examen morfoldgico visceral a fetos de ratas. Técnica de solucion
fijadora de Bouin”: https://www.casadellibro.com/libro-catalogo-para-realizar-el-
examen-morfologico-visceral-a-fetos-de-ratas/9786203875652/12517241

Los autores certifican la autenticidad de la autoria declarada, asi como la originalidad
del texto.
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Figura 1. Técnica de los cortes Wilson en la region cefdlica. a. Fetos en
recipientes de vidrio con tapa de rosca, en alcohol al 70%. b. Primer corte
transversal realizado a nivel de cuello. c¢. Corte de Wilson transversal a
nivel de la abertura de |la boca y las orejas d. Vista interna de la base del
craneo del corte transversal de la boca: 1- Paladar / 2- Traquea / 3- Oido
interno / 4- Médula. e. Secuencia de cortes de Wilson verticales en el
craneo: 1- Paladar / 2- Cavidad nasal / 3- Tabique nasal / 4- Cristalino / 5-
Retina / 6- Bulbo olfatorio / 7- Ventriculo lateral / 8- tercer ventriculo. f.
Corte frontal en la regién del septo nasal: 1- Septo nasal. g. Corte frontal
de la cavidad nasal: 1- Cavidad nasal/ 2- Septo nasal/ 3- Paladar. h. Corte
frontal del ojo: 1- Bulbo olfatorio/ 2- Retina/ 3- Cdérnea/ 4- Cristalino/ 5-
Paladar. i. Corte frontal de los hemisferios cerebrales (Cuarto y quinto
corte): 1- Hemisferio cerebral/ 2- Ventriculos laterales/ 3- 3er ventriculo/
4- Diencéfalo.
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Figura 2. Técnica de toracotomia anterior en la cavidad toracica. a. Corte
longitudinal a la derecha del centro del térax. b. Vista anterior (arriba) y
posterior (debajo) de las visceras toracicas: 1- Pulmén derecho, lébulo
medio / 2- Corazdn, auricula derecha / 3- Corazdn, ventriculo izquierdo / 4-
Timo / 5- Traquea. c. Examen de la traquea y el es6fago: 1- Traquea. 2-
Esdéfago. d. Vistas de las visceras tordacicas. Vista anterior (arriba): 1-
Pulmén lébulo derecho (3 Lobulos)/ 2- Lobulo medio/ 3- Lébulo izquierdo/
4- Traquea. Vista posterior (debajo): 1- Pulmén izquierdo/ 2- Pulmodn
derecho/ 3- Es6fago/ 4- Trdquea. e. Corazon. Vista anterior (izquierda): 1-
Ventriculo derecho/ 2- Ventriculo izquierdo/ 3- Tronco pulmonar/ 4- Arco
adrtico. Anatomia interna del corazén, primer corte (derecha): 1- Tabique
interventricular/ 2- ventriculo izquierdo/ 3- Salida de la aorta.
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Figura 3. Técnica de microdiseccidon en la cavidad abdominal. a. Visceras
abdominales. Vista anterior de las visceras abdominales integras (arriba,
izquierda). Vista anterior de las visceras abdominales retirando Idbulos
hepaticos (arriba, derecha). Vista lateral del estdmago, las asas intestinales
y la porcion distal del eséfago (abajo, izquierda). Estdémago y porcion distal
del eséfago (abajo, derecha): 1- Higado (lébulos)/ 2- Estémago/ 3-
Duodeno/ 4- Asas intestinales/ 5- Es6fago. b. Sistema urogenital: 1- Rifi6n/
2- Adrenales. c. Sistema urogenital. Femenino (arriba): 1- Vejiga/ 2- Utero/
3- Ovario/ 4- Recto/ 5- Rindn/ 6- Adrenal. Masculino (abajo): 1- Vejiga/ 2-
Testiculos/ 3- Epididimo/ 4- Recto/ 5- Uréter / 6- Rifidn.



