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EDUCACION VETERINARIA

Dos métodos de inclusion de biopsias de neoplasias enresina
epoxica parala enseianza de anatomia patoldgica veterinaria

Two methods of inclusion of biopsies of neoplasms in epoxy resin for teaching
veterinary pathology

Alexander Ortloff Trautmann!?, Mario Riquelme Gatica!, Gabriel Moran Ruz’

RESUMEN

La tendencia actual en la ensefianza de la patologia veterinaria es promover la parti-
cipacion de los estudiantes en su proceso de aprendizaje y un trabajo mas autonomo en
las actividades de practicas. La practica tradicional de analisis de neoplasias implica el
analisis macroscopico de biopsias fijadas con formalina y el analisis histopatologico. El
objetivo del estudio fue evaluar dos técnicas de inclusion de tejidos con resina epoxica
EPO-100, material de bajo costo y de facil acceso. Se hicieron inclusiones de biopsias
obtenidas de tumores de perros y gatos en clinicas veterinarias de Temuco, Chile. Se
trabajo con muestras con y sin deshidratacion en etanol y acetona antes de la inclusion.
Las muestras no deshidratadas conservaron todos los detalles de la muestra original, sin
alteracion del tamafio, forma o color, siendo mas valoradas por los estudiantes en las
actividades practicas que las muestras deshidratadas. Estas ltimas se vuelven transpa-
rentes y pierden los contrastes entre sus componentes tisulares; sin embargo, tienen la
ventaja de mostrar la vascularizacion de las neoplasias. Ambas técnicas se complemen-
tan entre si y son una contribucion a las actividades practicas desde el punto de vista de
la ensefianza y reducen la exposicion de los estudiantes a formalina.
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Métodos de inclusion de biopsias en resina epoxica para docencia

ABSTRACT

The current trend in the teaching of veterinary pathology is to promote the participation
of students in their learning process and more autonomous work in practical activities. The
traditional practice of neoplasm analysis involves macroscopic analysis of formalin-fixed
biopsies and histopathological analysis. The objective of this study was to evaluate two
tissue inclusion techniques with EPO-100 epoxy resin, material of low cost and easily
accessible. The biopsies were obtained from tumours of dogs and cats in veterinary clinics
in Temuco, Chile. Samples were processed with or without dehydration in ethanol and
acetone before inclusion. The non-dehydrated samples retained all the details of the origi-
nal sample, without altering the size, shape or colour, being more valued by students in
practical activities than the dehydrated samples. The latter become transparent and lose
the contrasts between their tissue components; however, they have the advantage of
showing vascularization of the neoplasms. Both techniques complement each other and
are a contribution to practical activities from the point of view of teaching and reduce the

exposure of students to formalin.
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INTRODUCCION

El conocimiento de la anatomia, la fisio-
logia y la patologia son esenciales para la for-
macion médica, especialmente en el campo
de la cirugia y la interpretacion de imagenes
(Triepels et al., 2018). Este principio se apli-
ca tanto en la ensefianza de la medicina hu-
mana como la medicina veterinaria.

Los procesos de ensefianza-aprendiza-
je tradicionales de la anatomia veterinaria vie-
nen siendo modificados, con tendencia a una
reduccion de las horas, requiriendo que los
estudiantes utilicen mas tiempo para su pro-
pio aprendizaje y, por lo tanto, surge la nece-
sidad de elaborar recursos educativos que
faciliten el proceso de ensefianza-aprendiza-
je no presencial, mejorando la participacion
activa del estudiante, convirtiendo al profe-
sor como un facilitador y un mediador del
conocimiento, y no como un simple transmi-
sor de informacion (Lopez y Lopez, 2004;
Vélezy Ruiz, 2017). Esta tendencia a fomen-
tar el autoaprendizaje también conlleva res-
ponsabilidades de los educadores para con
los estudiantes en cuanto a proveerles el
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material adecuado para su autoestudio; por
ejemplo, que el material anatomico que utili-
ce el estudiante no sea toxico, de alli la im-
portancia de prescindir del uso de la formalina
debido a la evidencia de que esta sustancia
es potencialmente carcinogénica (Duhayon
et al.,2008).

Uno de los métodos mas utilizados en
las actividades practicas clasicas con estu-
diantes de anatomia patoldgica es el analisis
de piezas quirtrgicas (biopsias) y muestras
obtenidas en la necropsia como material de
coleccion fijado en formalina al 10%. Junto
con el analisis macroscopico de estas mues-
tras de casos patoldgicos se analizan las
muestras histopatologicas del mismo caso, lo
que provee al estudiante una vision mas inte-
gral del proceso patologico que se esta estu-
diando. Esto ultimo cobra mayor importancia
cuando el analisis es de neoplasias, donde es
fundamental la descripcion e identificacion
macroscopica de las biopsias (Sledge et al.,
2016; Russell et al., 2017).

Debido a los estudios que han dejado

en evidencia la toxicidad de la formalina en
los estudiantes de medicina (Mohamed y
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Elsayed, 2017), se ha incentivado la busque-
da e implementacion de otras técnicas ana-
todmicas de conservacion como la plastinacion
(Von Hagens et al., 1987) y técnicas de in-
clusién en resina (Valenzuela et al., 2015).
Estas técnicas se vienen utilizando en la en-
sefanza de la anatomia; sin embargo, para la
ensefianza de la anatomia patologica son poco
utilizadas, a pesar de que las piezas anatomi-
cas con lesiones de interés son Unicas y de-
biera facilitarse su conservacion con fines
docentes y de investigacion. Tal como lo in-
dican Valenzuela et a/ (2015), la plastinacion
de piezas anatomicas es una técnica que lo-
gra preparados de muy buena calidad en
cuanto a visualizacién de estructuras, con
buena durabilidad y facil manejo para fines
docentes en morfologia; sin embargo, su alto
costo sigue siendo un factor limitante.

Una técnica para conservar piezas ana-
tomicas a bajo costo es su inclusion en resina
poliéster (P-4), la cual fue descrita por
Valenzuela et al. (2015). En el mercado tam-
bién esta disponible la resina epoxica EPO-
100, de bajo costo y facil acceso. El objetivo
de este trabajo fue comparar dos técnicas de
inclusion de biopsias de neoplasias con esta
resina para fines de docencia en las clases
practicas de neoplasia en Medicina Veteri-
naria.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 15 muestras correspondien-
tes a biopsias quirargicas de neoplasias obte-
nidas por cirujanos veterinarios en clinicas
veterinarias de Temuco, Chile. Las biopsias
fueron obtenidas en el transcurso de 2017 de
casos clinicos de perros con tumores en 6r-
ganos y sospecha de neoplasias, y que fue-
ran remitidas al Laboratorio de Anatomia
Patologica del Departamento de Medicina Ve-
terinaria y Salud Publica de la Universidad Ca-
tolica de Temuco para su confirmacion.
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Los tumores incluidos en este estudio
median entre 3 y 10 cm de longitud (Figura
1) y fueron fijados en formalina acuosa
tamponada al 10% inmediatamente a su re-
seccion para su analisis histopatologico. To-
das las muestras correspondian a la totalidad
de la masa tumoral, por lo que cada pieza
quirargica presentaba los planos de corte que
los cirujanos realizan para este tipo de pato-
logia y que es importante que el patélogo eva-
lte histopatologicamente (Figura 1), basan-
dose en los criterios descritos por Rusell e?
al. (2017) y Sledge et al. (2016) para tumo-
res de origen mastocitico y sarcomas de teji-
dos blandos. Cada pieza quirtrgica se cortd
sagitalmente por la mitad con un cuchillo de
diseccion. Una parte fue procesada para
histopatologia para obtener el diagnostico y
la otra mitad fue utilizada para el ensayo de
inclusion en resina epdéxica EPO-100
(Plasticenter®, Chile). Es importante desta-
car que el corte fue realizado de tal manera
que ambas mitades sean idénticas en cuanto
en los bordes quirargicos y la masa tumoral.

De la mitad destinada a inclusion en re-
sina epoxica EPO-100 se obtuvieron dos sec-
ciones sagitales de 0.5 cm de grosor (Figura
1), que fueron procesadas siguiendo dos pro-
tocolos de inclusion a fin de determinar el
método que mejor conserva los detalles de la
muestra:

- La primera seccion de cada tumor fue
retirada de la solucion de formalina acuo-
sa al 10%, lavada en agua corriente por
2 h y sometida a un proceso de deshi-
dratacion en concentraciones crecientes
de etanol (50, 70, 80, 96 y 100%) duran-
te 1 h por cada concentracion y poste-
riormente con una mezcla de 50% etanol
y 50% acetona por 1 h a temperatura
ambiente y dos pasajes en acetona 100%
por 1 h a4 °C. Una vez deshidratada la
muestra, se dejo durante 4 h en una mez-
cla 1:1 de acetona con resina epoxica
EPO-100 sin endurecedor a temperatu-
ra ambiente (20 °C).
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Figura 1. Cortes sagitales contiguos de una biopsia de tumor de piel de perro. Dos de las
secciones fueron incluidas en resina epdxica utilizando dos técnicas y la tercera fue
procesada para diagnostico histopatologico, el cual reveld que correspondia a un car-
cinoma de células basales. La linea punteada roja indica el borde quirtirgico profundo
y las flechas negras indican los bordes quirurgicos laterales de la biopsia
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Figura 2. Molde para la inclusion. La base y
techo son de acrilico y los bordes son de
silicona de caucho. El espacio funcional del
molde es 7x5x1 cm

- La segunda seccion fue sacada de la
solucion de formalina 10%, lavada en
agua corriente por 2 h y secada con pa-
pel absorbente para retirar el agua su-
perficial al momento de ser incluida. Este
procedimiento de secado superficial fue
realizado en un laboratorio cuya tempe-
ratura ambiental no superaba los 15 °C
para evitar el secado excesivo de la
muestra. A estas secciones no se les rea-
liz6 ningun otro tratamiento, salvo la in-
clusion en resina epoxica EPO-100.

La inclusioén y molde final fue comtn a
ambos métodos. Para el proceso de inclusion
se utilizd como molde una base de lamina de
acrilico y cuatro paredes contenedoras de
silicona de caucho de 1 cm de altura que for-
maban un recipiente (Figura 2). Se calento la
resina epoxica EPO-100 en bafio Maria a
40 °C y se mezclo con el endurecedor END
813 (Plasticenter®, Chile) en una relacion 2:1,
mezclando suavemente durante 5 min para
evitar la formacion de burbujas. La mezcla se
introdujo en una campana de vacio a -0.08 MPa
para reducir el numero de burbujas de la
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mezcla. Posteriormente, se depositd suave-
mente la mezcla en el molde cubriendo hasta
un 75% de su volumen y nuevamente se rea-
liz6 el vacio a -0.08 MPa para eliminar bur-
bujas (Figura 3a). Luego, se introdujo la mues-
tra de cada protocolo en el molde con resina,
se completd con mezcla hasta llenar el molde
y se puso un techo de lamina de acrilico, de-
jando reposar por 48 h a temperatura am-
biente (Figura 3b). Una vez lista la pieza, se
lijaron y pulieron los bordes para mejorar la
estética de la muestra que se utilizara en los
pasos practicos (Figura 3c¢).

Las muestras incluidas en resina fue-
ron medidas y comparadas con el registro
fotografico de la biopsia original para ver si
habia cambios, tanto de tamafio como de co-
lor hasta los 22 meses de la inclusion. Las
muestras fueron utilizadas en los pasos prac-
ticos de neoplasia de segundo afio de Medi-
cina Veterinaria, donde el estudiante evaluo
simultaneamente la muestra macroscopica
real de un caso clinico con la histopatologia
de este. En el analisis practico se observo la
vascularidad, los limites de la neoplasia y los
bordes quirtirgicos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Laresina con las muestras se polimerizo
a partir de las 2 h y en 24 h a temperatura
ambiente ya estaban listas para ser
desmoldadas. La resina no se adhiere a la
silicona de caucho ni a las laminas de acrilico,
por lo que el desmoldado es simple. Se obtu-
vieron preparados sélidos de 8 mm de espe-
sor, resistentes a la traccion y a la manipula-
cion. Se obtuvieron bloques inodoros, trans-
parentes de superficie lisa en los que pueden
verse las biopsias sin distorsion. Los prepa-
rados se pueden pulir facilmente y lograr un
acabado de coleccion (Figura 3¢). Las mues-
tras no presentaron cambios de color ni for-
ma, permaneciendo intactas, hasta 22 meses
después del ensayo.
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Figura 3. Inclusion de biposias en resina epoxica. (a) Las burbujas que se forman en el mezcla-
do de laresina con el solidificante pueden ser eliminadas en la campana de vacio a
-0.08 MPA; (b) La muestra incluida en resina epdxica reposa por 24 horas en el
molde antes de ser desmoldada y pulida; (¢) La muestra, una vez desmoldada, puede
ser cortada con sierra y pulida con una lija para obtener una pieza de coleccion con

bordes romos

Al comparar las dos técnicas de inclu-
sion se observo que las biopsias de tumores
incluidos sin deshidratar mantuvieron sus cua-
lidades originales, lo que muestra que practi-
camente esta resina no altera las cualidades
de la muestra como color, volumen y tamario
(Figura 3c). Distinto es el caso de las mues-
tras que fueron deshidratadas antes de in-
cluir. En el proceso de deshidratacion me-
diante los pasajes por los solventes etanol,
acetona y resina epoxica sin solidificante, la
muestra se fue transparentando, especial-
mente en las zonas con mayor cantidad de
tejido adiposo y conectivo que forman parte
de la hipodermis y dermis o capsula en el
caso de las biopsias de neoplasias de piel.
Este efecto de transparencia redujo el con-
traste entre los distintos componentes del tu-
mor, por ejemplo, entre el parénquima y la
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capsula, siendo practicamente indistinguibles
los limites de la neoplasia. Esta pérdida de
informacion es una seria desventaja de este
método; no obstante, esta transparencia
muestra en forma muy detallada la
vascularidad del tumor, permitiendo describir
patrones de irrigacion; por ejemplo, al obser-
var las muestras con un estereomicroscopio
se pueden visualizar los capilares sanguineos
con mucho contraste (Figura 4).

Desde el punto de vista pedagogico, los
estudiantes valoraron varios aspectos de tra-
bajar en practicos con las biopsias incluidas
en resina y no almacenadas en formalina al
10%, ya que no necesitaron usar guantes de
latex ni mascarilla, podian manipular las
biopsias incluidas mientras trabajaban simul-
tdneamente con el microscopio (Figura 5), y
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Figura4. Eltumor deshidratado antes de incluir pierde los detalles de su estructura, no se observa
la capsula de la neoplasia y hay menos contraste entre sus componentes, excepto los
vasos sanguineos y la sangre que se destacan. En el inserto se muestra el detalle de
vasos sanguineos del tumor observados con estereomicroscopio indicados en el cuadro

de linea punteada (aumento 46x)

podian tener tres visiones simultaneas de una
muestra (biopsia incluida natural, vision de la
vascularizacion y la histopatologia).

Laresina epoxica EPO-100 utilizada en
este trabajo, asi como la resina poliéster tipo
P-4 usada por Valenzuela er al. (2015) en
inclusion de muestras anatomicas son de bajo
costo y se consiguen facilmente en el merca-
do, debido a que son materiales que se usan
cominmente en procesos industriales y de
artesania. Por otra parte, los dos tipos de re-
sina muestran resultados similares en cuanto
a la calidad de la muestra que se logra y su
potencial en el uso de actividades de docen-
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cia. Con estas técnicas de inclusion, asi como
con la plastinacion de muestras (Bravo, 2006)
se logra que el estudiante y el docente no
queden expuestos directamente a la formalina
en los pasos practicos y en las actividades de
autoestudio.

Desde el punto de vista técnico, para
las inclusiones con P-4 se requiere contar con
espacios bien ventilados debido a la toxicidad
de los reactivos usados y para la polimeri-
zacion se necesita una fuente de luz ultra-
violeta. Valenzuela et a/ (2015) recomiendan,
ademas, que las muestras permanezcan in-
moviles en una superficie plana por dos me-
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Figura 5. Los estudiantes en su trabajo auto-
nomo pueden analizar las muestras de biopsias
tumorales de forma segura y simultaneamente
usan el microscopio para estudiar la
histopatologia de la misma muestra

ses para su completa polimerizacion. Este tipo
de requerimiento no fue necesario para la in-
clusion con EPO-100, ya que no se utilizan
solventes (excepto acetona en el caso del
protocolo de transparentado) y la resina em-
pieza a polimerizar a las dos horas de tomar
contacto con el endurecedor y en 24 horas
ya estaba lista para ser desmoldada en un
laboratorio a temperatura ambiente.

Si bien es ventajoso el rapido
polimerizado de EPO-100 porque permite
preparar y usar las muestras con prontitud
en las actividades docentes, presenta la des-
ventaja que las burbujas que se forman du-
rante el proceso de mezclado de la resina con
el endurecedor no alcanzan a llegar a la su-
perficie y quedan atrapadas, alterando de
manera irreversible la calidad de la muestra.
Por otro lado, la tinica ventaja de deshidratar
las muestras antes de incluir es que el tejido,
al quedar transparente, permite visualizar la
vascularizacion de manera clara, pero se pier-
de el contraste y detalle de los demas com-
ponentes de la muestra.
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CONCLUSIONES

e Lainclusion con resina epoxica permite
obtener preparados de bajo costo, de
manera rapida, asi como de muy buena
calidad en cuanto a transparencia,
durabilidad y conservacion de los deta-
lles originales.

e La técnica permite que los tejidos pue-
dan ser deshidratados en forma previa o
ser incluidos directamente. Ambas for-
mas se complementan en cuanto a la
entrega de informacion.

e Reduce los tiempos de exposicion a toxi-
cos como la formalina que estaban so-
metidos los estudiantes y los docentes
cuando usaban muestras fijadas.
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