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RESUMEN

La experimentacion en animales es un componente esencial de la investigacion biomédica
y representa una parte fundamental de los esfuerzos para desarrollar nuevos tratamientos
para una amplia gama de enfermedades. Los animales de laboratorio son para el
investigador un reactivo bioldgico, por lo que su estado sanitario debe ser vigilado y
controlado. Las lesiones ‘“background” o de fondo son hallazgos patologicos que
generalmente se consideran un cambio en la morfologia del tejido fuera del rango de
variacién normal para una especie o cepa particular. El conocimiento de estos cambios
en los 6rganos de animales de experimentacion es fundamental, ya que estos pueden ser
confundidos con las lesiones inducidas por farmaco o bien exacerbadas por los
tratamientos durante estudios experimentales. El objetivo de este trabajo fue analizar
retrospectivamente la presentacion de lesiones “background” en higado, riiidén, bazo,
pulmoén y corazén de 31 ratones sanos, de 3 cepas diferentes (CF1, C57BL/6, CD1) y de
ambos sexos, provenientes de dos bioterios de la Republica Argentina. Los resultados
obtenidos a partir de las necropsias de los animales evidenciaron ausencia de lesiones
macroscopicas sugerentes de enfermedad, a excepciéon de un caso en pulmén que si
evidencio lesiones y que fueron confirmadas por el analisis microscépico del 6rgano. Sin
embargo, histopatolégicamente se comprobd la presencia de numerosas lesiones
“background” en los 6rganos analizados. Se realiz6 una comparacion de estas lesiones a
través de un andlisis estadistico de acuerdo al nimero de muestras que arrojaron
diferencias nominales en higado, bazo y corazén, que deben considerarse exploratorios
por el tamafio muestral. A partir de estos hallazgos podemos concluir que la ausencia de
lesiones macroscopicas, no descarta la presencia de cambios microscépicos en los tejidos
y que el conocimiento de la frecuencia y distribucién de lesiones “background” resulta
fundamental para una correcta evaluacidn e interpretaciéon de la histopatologia de los

animales de laboratorio.



ABSTRACT

Background lesions are pathological findings that fall outside the normal range of
variation for a particular species or strain, and can be a common occurrence in laboratory
animals. These lesions can be mistaken for drug-induced changes or exacerbated by
experimental treatments, making it crucial for researchers to be aware of their prevalence
and characteristics. This retrospective study aimed to analyze the presence of background
lesions in the liver, kidney, spleen, lung, and heart of 31 healthy mice from three different
strains (CF1, C57BL/6, CD1) and both sexes, sourced from two bioteriums in Argentina.
The results obtained from the necropsies of the animals showed an absence of
macroscopic lesions suggestive of disease, except for one case in the lung that did show
lesions and that were confirmed by the microscopic analysis of an organ. However,
histopathological examination demonstrated numerous background lesions in the organs
studied. A comparison of these lesions was made through a statistical analysis according
to the number of samples that yield nominal differences in liver, spleen and heart, which
should be considered exploratory due to the sample size. These findings highlight the
importance of microscopic evaluation in laboratory animals, as the absence of
macroscopic lesions does not exclude the presence of microscopic changes in tissues. A
thorough understanding of the frequency and distribution of background lesions is

essential for accurate interpretation of histopathological findings in experimental studies.



I. INTRODUCCION

La experimentacion con animales es un componente esencial de la investigacion
biomédica. Los avances de la investigacion en cancer, cardiologia, trasplantes de érganos,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida y enfermedad de Alzheimer, se deben a las
contribuciones de los estudios realizados en animales de laboratorio (Balch y col., 1990,
Zuiiiga y col., 2001).

Dentro de los modelos de experimentacidn, el ratén es el mds conocido y utilizado
en la mayor parte de las experimentaciones in vivo, es el modelo elegido para conocer la
reaccion de un organismo mamifero frente a diversas injurias como, por ejemplo, una
intoxicacion o una infeccion experimental (parasitaria, bacteriana o virica), reacciones o
trastornos inmunoldgicos, oncoldgicos, teratolégicos y embriologicos (Atchley y Fitch,
1991 y Benavides y Guénet, 2003).

Estos animales son para el investigador un reactivo biolégico, por lo cual, su
estado sanitario debe ser vigilado y controlado. Por esta razon, se requiere la produccion
de animales “estandarizados” o “definidos” con caracteristicas genéticas y sanitarias
definidas, criados en ambientes controlados, que respeten los requerimientos de la
especie, con el correcto cumplimiento de los principios éticos y de bienestar animal
(Balch y col., 1990).

Los bioterios son lugares donde se alojan animales con calidad genética y
microbiolégica definida, que serdn posteriormente utilizados en investigacién. En
general, estos cuentan con un ambiente estandarizado donde se controla la calidad y
cantidad de luz, la renovacion del aire, la temperatura y la humedad, entre otros factores,
de acuerdo a las necesidades de la especie que habita en el mismo. Actualmente, en
Argentina 97 bioterios se encuentran incluidos en el Sistema Nacional de Bioterios (SNB)
de la Secretaria de Ciencia, Tecnologia e Innovacién (ex MINCYT) y el Consejo
Interinstitucional de Ciencia y Tecnologia (CICyT). Estos bioterios alojan animales de
laboratorio en todas sus categorias, que se destinan a cria, experimentacion, ensayos
bioldgicos y docencia, y se encuentran instalados en instituciones del sistema académico
y cientifico argentino
(https://www.argentina.gob.ar/ciencia/sistemasnacionales/bioterios).

Segtin los estdndares internacionales y de acuerdo con la presencia o ausencia de

microorganismos, se han desarrollado animales con destino a investigaciéon que pueden
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clasificarse como: convencionales o axénicos, cuando no estan infectados con patégenos
zoondticos y son libres de gérmenes; en gnotobidticos o con flora bacteriana o virica
conocida, y en SPF o libres de gérmenes patégenos especificos (Festing, 1994; Hau y
Craver, 1994, Olfert y col., 1998). Es bien conocido que el estado sanitario de los
animales interfiere en el resultado de las investigaciones, por lo cual, el uso de animales
con un estado de salud deficiente conduce irreversiblemente a la obtencién de resultados
erréneos. La sanidad de los animales de laboratorio estd determinada por numerosos
factores, entre los cuales se incluyen: la biologia del animal, el perfil genético, las
condiciones ambientales del alojamiento, las pricticas y manejo al que son sometidos
(Zuniga y col., 2001; Festing y Vaughon, 2004). En los animales que se utilizan en
experimentacion es fundamental establecer y mantener su calidad sanitaria, para ello, se
debe llevar un registro y control de su estado de salud y particularmente de su condicion
microbioldgica (Laborde, 2017).

En Argentina, Carriquiriborde y col. (2019), publicaron un estudio sobre la
contaminacion microbioldgica en animales de laboratorio en bioterios convencionales
con el objetivo de detectar la presencia de infecciones microbianas. El autor concluye que
es necesario mejorar los programas de vigilancia de salud de los animales de bioterios en
Argentina para trabajar en cumplimiento de normas internacionales. La presencia de
agentes infecciosos en colonias de animales de laboratorio, en general, causan infecciones
subclinicas o asintomdticas y eventualmente puede provocar signos clinicos. La
interferencia de estos agentes en la investigacion biomédica se debe a que producen
alteraciones en los pardmetros fisioldgicos que se comportan como variables
significativas en los resultados experimentales. En nuestro pais, existen publicaciones
sobre la presencia de enfermedades en ratones de bioterio, entre ellas, la encefalomielitis
murina de Theiler (Laborde y col., 2011), el virus diminuto del ratén (Laborde, 2017).

Las lesiones “background” o de fondo son hallazgos patologicos que
generalmente se consideran un cambio en la morfologia del tejido fuera del rango de
variacion normal para una especie o cepa particular (Shackelford y col., 2002; Long y
Hardisty, 2012). Los hallazgos “background” pueden ser confundidos con las lesiones
inducidas por un fdrmaco o bien exacerbadas por los tratamientos en estudios
experimentales (Mclnnes, 2017). Estas lesiones pueden ser congénitas o hereditarias,

variaciones normales de hallazgos que son exclusivos de una raza o cepa, o pueden estar
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relacionados con alteraciones de diversos origenes, pueden deberse al envejecimiento
normal y cambios fisiol6gicos de los animales (McInnes, 2012a; Mclnnes y Scudamore,
2014). Las lesiones “background” son congénitas cuando estan presentes al momento del
nacimiento y probablemente representan anomalias en la embriogénesis normal y la
migracién de érganos del animal no nacido (Mclnnes, 2017). Por ejemplo, el tabique o
septum vaginal que se presenta principalmente en ratones hembra y con menor frecuencia
en ratas, es un cambio congénito que causa disminucién de la fertilidad en ambas especies
(Tsung-Keng y col., 2013). En ratones, su expresion se ha descripto como una anomalia
de origen poligénica (Cunliffe-Beamer y Feldman, 1976; Shire, 1984). Entre las lesiones
“background” también se incluyen cambios normales de envejecimiento y condiciones
degenerativas. Los cambios “background” del envejecimiento incluyen algunas
patologias muy bien conocidas como la nefropatia cronica (enfermedad renal crénica en
ratas y ratones), la cardiomiopatia (enfermedad cardiaca cronica en ratas y ratones) y
poliarteritis (inflamacion cronica de vasos sanguineos en ratones) (McInnes y Scudamore,
2014). Las lesiones “background” influenciadas por el envejecimiento también incluyen
tumores espontdneos (no inducidos por tratamientos) en roedores principalmente de
avanzada edad. Es importante que el personal que participa en estudios con animales de
laboratorio conozca la incidencia de estos tumores de origen natural en la cepa utilizada,
para poder evaluar si un tratamiento externo ha provocado un aumento en la incidencia
de un tipo de tumor en particular (Hardisty, 1985). Existen numerosas referencias sobre
la incidencia “background” esperada de tumores espontdneos y sus descripciones en las
diversas cepas de roedores (Sacco y col, 2023).

Por otra parte, las lesiones “background” también se asocian con la variabilidad
fisioldgica, incluida la senescencia reproductiva y la madurez sexual, ya que se produce
una variabilidad significativa en la aparicion de los érganos reproductivos como resultado
de la ciclicidad reproductiva normal. Los ejemplos incluyen cambios asociados con el
estro, la maduracién sexual y el envejecimiento reproductivo en ambos sexos (Mclnnes,
2017). La fisiologia normal en roedores también puede producir cambios “background”
como por ejemplo la hematopoyesis extramedular (presencia de pequefios grupos de
células sanguineas inmaduras) en el bazo y el higado, la falla en el cierre de la placa de
crecimiento en los huesos largos, la erupcion continua de los dientes incisivos o la

involucidn timica.



El estrés es una respuesta fisiol6gica normal, y puede ser causado por ruidos,
cambios en la temperatura, manipulacion, restriccion, recoleccién de muestras, transporte
o alojamiento de animales en grupos (Everds y col., 2013). Ademas, el estrés puede llevar
a una reduccion o aumento del peso corporal, a unareduccién en el consumo de alimentos,
a cambios en el peso de los 6rganos, agotamiento de linfocitos en el timo y el bazo,
aumento o disminucién de los niveles de glébulos blancos en la sangre, ulceracion
géstrica y atrofia de 6rganos reproductivos (Everds y col., 2013). Todos estos cambios
podrian incluirse como “background” en un anélisis de los tejidos afectados. Algunas
lesiones “background” son causadas por agentes infecciosos. Por ejemplo, se reportan
lesiones que consisten en macréfagos alveolares y engrosamiento de la pared alveolar
pulmonar en ratas Wistar, jovenes e inmunocompetentes, y recientemente se ha
demostrado que estos hallazgos estdn asociados con la presencia de ADN de
Pneumocystis jirovecii (Livingston y col., 2011; Henderson y col., 2012). Ademas, otras
afecciones como la enfermedad respiratoria crénica producida por Mycoplasma pulmonis
como patégeno primario, y en co-infeccion con el bacilo respiratorio asociado a cilios
(Cilia-Associated Respiratory Bacillus, CARB), virus respiratorios (virus Sendai) y
factores ambientales (amoniaco) (Bartholod y col., 2016) pueden afectar
significativamente el tejido pulmonar. Por otra parte, los hallazgos “background” pueden
ser de origen traumético y pueden incluir fracturas, heridas por mordedura y lesiones en
manos y pies.

Los artefactos son un subgrupo de cambios “background” que incluyen problemas
en la recolecciéon y procesamiento de las muestras de tejidos (Mclnnes, 2012b). Los
artefactos se producen en diferentes etapas de la toma y procesamiento de muestras, y
generalmente, es posible que el patélogo establezca en qué parte del proceso se genero el

artefacto de manera que se puedan tomar medidas preventivas.



I.1. OBJETIVOS E HIPOTESIS

I.1.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar retrospectivamente la presentacion de lesiones “background” en higado,
bazo, rifién, corazén y pulmoén de ratones provenientes de dos bioterios de la Republica

Argentina.

1.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1: Determinar las lesiones macroscopicas “background” detectadas durante la

necropsia en higado, bazo, rifién, corazén y pulmén de ratones de dos bioterios del pafs.

2: Determinar lesiones microscopicas “background” diagnosticadas por
histopatologia en higado, bazo, rifién, corazén y pulmén de ratones de dos bioterios del
pais.

3: Comparar la presentacion de lesiones microscdpicas “background” en higado,
bazo, rifién, corazon y pulmon entre cepas, sexos y tejidos analizados en dos bioterios del

pais.

1.1.3. HIPOTESIS

Ratones provenientes de dos bioterios de la republica argentina presentan lesiones

“background” en higado, bazo, rifién, corazén y pulmon.



II. MARCO TEORICO Y METODOLOGICO

IL.1. MARCO TEORICO

Es bien conocido que el estado sanitario de los animales interfiere en el resultado
de las investigaciones, por lo cual, el uso de animales con un estado de salud deficiente
conduce irreversiblemente a la obtencién de resultados que pueden llevar a falsas
interpretaciones. La sanidad de los animales de laboratorio estd determinada por
numerosos factores, entre los cuales se incluyen: la biologia del animal, el perfil genético,
las condiciones ambientales del alojamiento, las practicas y manejo al que son sometidos
(Zuniga y col., 2001; Festing y Vaughon, 2004). En los animales que se utilizan en
experimentacion es fundamental establecer y mantener su calidad sanitaria, para ello, se
debe llevar un registro y control de su estado de salud y particularmente de su condicion
microbiolégica (Laborde, 2017).

Los estudios preclinicos para la evaluacion de farmacos tienen como objetivo
demostrar que un compuesto es aceptable en cuanto a la eficacia y seguridad para su
ensayo clinico en seres humanos. Luego del desarrollo de un estudio, la ejecucion de una
necropsia completa en los animales, incluyendo la toma de muestras sistemdtica es
fundamental para evitar la repeticion innecesaria de estudios con el consiguiente uso de
un mayor nimero de animales. La reproducibilidad de la investigacién en modelos in
vivo utilizando roedores de laboratorio como modelos experimentales depende de
muchos factores, incluidos el disefio experimental, la cepa o el stock, los protocolos
experimentales y los métodos de evaluaciéon de los datos. Los hallazgos macro y
microscopicos son a menudo los puntos finales de tal investigacion y existe una
preocupacion creciente acerca de la precision y la reproducibilidad de los diagndsticos
(Ward y col.,, 2017; Sacco y col.,, 2020). La reproducibilidad de los resultados
histopatolégicos depende de la implementacion de un vocabulario estandarizado comiin,
un estudio competente y un conocimiento profundo de las cepas y stocks de animales de
laboratorio que son usados en la investigacion. Se ha publicado en el boletin de la
Asociacion Argentina de Ciencia y Tecnologia en Animales de Laboratorio
(AACYTAL), que la evaluacién histopatoldgica, depende en gran medida de la

experiencia individual y capacitacién de los patélogos, quienes deben poder reconocer



las lesiones asociadas a los compuestos en evaluacion, asi como también las lesiones
“background” propias de la especie y cepa utilizada en el ensayo. Es fundamental, que
las lesiones de “background” no sean confundidas con aquellas inducidas en un modelo
experimental o las producidas por un fairmaco o sustancia quimica en ensayo (Mclnnes y
Scudamore, 2014; Mclnnes 2017). En Argentina, la informacién publicada sobre la
prevalencia de lesiones “background” en animales de bioterios es escasa y se limita a
reportes de casos en jornadas y congresos (Sacco y col. 2021 ab; Arnodo y col. 2020;
Sacco y col. 2019ab; Sanchez Cérdoba y col. 2019; Sacco y col., 2018ab)

Algunos 6rganos son, en general, las principales dianas de estudios biomédicos,
entre ellos, el higado, bazo, rifiones, pulmén y corazon, es por ello que son de eleccion
para los andlisis histopatoldgicos en estos ensayos. La evaluacion de una biopsia hepatica
para detectar una reaccion adversa a un farmaco y la deteccion de una posible lesion
hepdtica es uno de los problemas mdas desafiantes de la patologia hepatica en la
investigacion farmacéutica preclinica y puede representar un grave impedimento para el
desarrollo de farmacos nuevos, eficaces y seguros. (Ramachandran y col., 2008; Boone y
col., 2005). Otro 6rgano importante en los ensayos toxicopatologicos es el rifion. Varios
agentes terapéuticos tienen potencial nefrotéxico conocido, algunos ejemplos son los
farmacos antimicrobianos, los agentes quimioterapéuticos, los analgésicos y los agentes
inmunosupresores (Elseviers y De Broe, 1999; Schetz, 2005; Lamieire y col., 2005;
Barnett y Cummings, 2018). El bazo es otro 6rgano esencial en las evaluaciones de
seguridad. El bazo es un sitio de toxicidad directa e indirecta y objetivo para algunos
carcindgenos. Debido a la presencia de linfocitos B y T, los efectos inmunotéxicos de los
xenobidticos o sus metabolitos sobre estas poblaciones celulares pueden reflejarse en este
organo. Por otra parte, en un estudio del Programa Nacional de Toxicologia (NTP,
National Toxicology Program, https://ntp.niehs.nih.gov/), se destaca al pulmén como
objetivo comin de neoplasia por carcindgenos quimicos en ratones y ratas. Ademas,
procesos patolégicos como la hiperplasia y la inflamaciéon fueron los cambios no
neopldsicos mas comunes observados en los bioensayos de toxicologia y carcinogénesis
del NTP (Dixon y col., 2008). Finalmente, la cardiotoxicidad se ha identificado como un
efecto secundario limitante de dosis adverso importante asociado con varios agentes
quimioterapéuticos. (Herman y Eldridge, 2019; Berridge y col., 2013; Greaves, 2007).

Las respuestas a las lesiones del sistema cardiovascular son similares a las de otros
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organos, con la excepcion de que se reconoce en gran medida que la capacidad de
regeneracion de los cardiomiocitos es minima e insuficiente para reemplazar la pérdida
significativa de masa cardiaca (Berridge y col., 2016). En los cinco érganos mencionados
(higado, bazo, rifidén, pulmon y corazon) se describieron lesiones “background” en
animales de laboratorio (MclInnes, 2012).

El presente estudio retrospectivo de lesiones se realiz6 con informes
histopatolégicos de animales que fueron remitidos al Centro de Medicina Comparada del
Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (CMC-ICIVET Litoral) de la Universidad
Nacional del Litoral para monitoreos sanitarios. Los mismos provenian de dos bioterios
de la Republica Argentina y se les realizo necropsia y toma de muestras de érganos para
histopatologia. A partir de los informes histopatoldgicos de estos animales se buscaron y
clasificaron las lesiones “background” descriptas en higado, bazo, rifiones, corazén y

pulmon.



I1.2. MATERIALES Y METODOS

I1.2.1. Origen de los animales.

Los datos analizados en este estudio retrospectivo fueron de animales provenientes de dos
bioterios de la Republica Argentina. Los ratones se remitieron al CMC- ICIVET Litoral
para monitoreo sanitario histopatolégico como parte del servicio de monitoreo sanitario
externo ofrecido a otros bioterios (Anexo VI: Oferta de monitoreo sanitario externo
CMC- ICIVET Litoral). Por razones de confidencialidad los denominaremos bioterio A
y bioterio B. Para este estudio se evaluaron los 6rganos de un total de 31 ratones
clinicamente sanos (sin ningun tipo de tratamiento experimental o signo clinico de
enfermedad) de 3 cepas diferentes (CF1, C57BL/6, CD1) y de ambos sexos.

Dado que el plan de trabajo fue elaborado en 2019, durante el periodo previsto para su
ejecucion se produjo la pandemia de COVID-19. En consecuencia, y teniendo en cuenta
las sugerencias de los evaluadores del plan de estudio, el disefio original debi6 adaptarse
y el estudio se reformulé como un andlisis retrospectivo. Ademds, tras los dos afios de
pandemia, una parte significativa del equipo de trabajo inicial ya no integraba el Instituto
de Ciencias Veterinarias del Litoral (ICIVET Litoral) o la UNL, lo que afect6 de manera

directa el desarrollo del presente estudio.

I1.2.1.1. Bioterio A: caracteristicas

Es un establecimiento dedicado a la cria y reproduccién de animales de laboratorio
(ratas y ratones). Las cepas de ratones producidas en el mismo son: C57BL/6 (ST 1385)
endocriados y CD1 (ST 1386) wild-type, exocriados. Los nucleos fundadores de ambas
cepas se alojaban en sistemas de microaisladores. Los animales destinados a
experimentacion se alojaban en jaulas convencionales y en racks microventilados. Los
monitoreos microbioldgicos se realizaban ocasionalmente, sin un cronograma fijo.
Dentro de la clasificaciéon del estatus microbiolégico informado por el bioterio los
animales eran S.P.F. (Specified-pathogen free), es decir animales con una microflora

normal, sin patégenos especificados, ni oportunistas.



De este bioterio se recibieron 7 ratones, 5 de la cepa C57BL/6 (ST 1385)
endocriados (2 machos y 3 hembras) y 2 animales de la cepa CD1 (ST 1386) (1 macho y
1 hembra).

I1.2.1.2. Bioterio B: caracteristicas.

El establecimiento disponia de la cepa CF1 (exocriadas) y animales pertenecientes
a la cepa C57BL/6. Los animales se clasificaron microbiolégicamente como animales
convencionales, es decir, que no poseian definida su microflora, pero no eran fuentes
potenciales de zoonosis. Este bioterio no proporcioné mds informacién respecto a las
caracteristicas generales de sus instalaciones, ni si realizaban controles microbioldgicos
de rutina en los animales.

De este bioterio se recibieron 24 ratones, 4 de la cepa C57BL/6 (2 machos y 2
hembras) y 20 ratones de la cepa CF1 (exocriadas) (10 machos y 10 hembras).

La informacion antes descripta de los bioterios de origen de los animales fue
proporcionada por los mismos establecimientos al momento de remitir los animales.

De los animales provenientes de ambos bioterios se evaluaron los informes
histopatologicos de un total de 154 6rganos correspondientes a corazon (n: 30, en uno de
los animales del Bioterio A no se pudo obtener esa muestra), higado (n: 31), rifiones

izquierdo y derecho (n: 31), bazo (n: 31) y pulmones (n: 31).

A continuacion, se detalla el procedimiento realizado con los animales y las
muestras que se tomaron a partir de las necropsias y su posterior procesamiento
histopatoldgico. Si bien este trabajo final tiene como objetivo analizar retrospectivamente
la presentacion de lesiones “background”, consideramos importante explicar el origen y

manejo de las muestras a partir de las cuales se analizaron las lesiones.

11.2.2. Control sanitario.

Una vez ingresados los animales a dependencias del CMC-ICIVET Litoral se
procedié a la identificacidn, registro de edad, sexo, peso y al control del estado de salud
de los mismos. La evaluacion clinica de los animales incluy6 el examen de piel y pelo,
condicién corporal, mucosas, presencia de secreciones, sistema respiratorio, cardiaco y

nervioso, actividad motora y patrones de conducta y se registré cualquier hallazgo clinico.
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I1.2.3. Necropsia y obtencion de muestras.

Una vez finalizado el control sanitario, se procedié a la eutanasia de acuerdo con
los procedimientos operativos estandarizados (POEs) del CMC-ICIVET Litoral.

Posteriormente, se realiz6 la necropsia completa de todos los animales recibidos
teniendo en cuenta las consideraciones propias para la especie y siguiendo los
lineamientos establecidos en los POEs vigentes del CMC-ICIVET Litoral. Las lesiones
macroscOpicas observadas durante la necropsia fueron registradas en una planilla

confeccionada para tal fin.

11.2.4. Procesamiento de muestras.

Las muestras obtenidas de higado, corazén, bazo, pulmon y rifiones fueron fijadas
en formol bufferado al 10% (formaldehido al 4%) dentro de recipientes plésticos, y
procesadas en el Area Analitica del CMC, sub-drea de Histopatologia. Bajo campana de
extraccion, se procedié a la reduccidn y procesamiento de las muestras y posterior

inclusioén en parafina. A continuacidn, se detalla el protocolo de procesamiento.

Protocolo de procesamiento de muestras histopatologicas segiin técnica analitica del
CMC:

Alcohol 70°, 2 hs
Alcohol 96° 1, 2 hs.
Alcohol 96° 2, 1 h.
Alcohol 96° 3, 1 h.
Alcohol 100° 1, 1 h.
Alcohol 100° 2, 1 h.
Alcohol 100° 3, 2 hs o toda la noche.
Xileno 1, 1 h.
Xileno 2, 1 h.

. Xileno 3, 1 h.

. Parafina 1, 2 hs.

. Parafina 2, 1,5 hs.

. Parafina 3, 1,5 hs.
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Se confeccionaron tacos de parafina correspondientes a cada muestra y
posteriormente se realizaron cortes seriados de 4 um de espesor de cada érgano con un
micrétomo rotativo semiautomatico (Leica RM 2245). Posteriormente, se realizo la
coloraciéon con Hematoxilina (Biopur) y Eosina (Biopur) siguiendo el siguiente

procedimiento.
Coloracion de Hematoxilina-Eosina

Desparafinado Xilol (1), 15 minutos.
Desparafinado Xilol (2), 10 minutos.
Hidratacion Etanol 100 (1), 2 minutos.
Hidratacion Etanol 100 (2), 2 minutos.
Hidratacion Etanol 96 (1), 2 minutos.
Hidratacion Etanol 96 (2), 2 minutos.
Hidratacion Etanol 70, 2 minutos.
Hidratacion Agua destilada, 5 minutos.

Hematoxilina “Activada” BIOPUR ®, 1-2 minutos
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I1.2.5. Analisis histopatologico.

Las muestras de los érganos fueron evaluadas por patélogos con experiencia y
formacién en toxico patologias pertenecientes al CMC-ICIVET Litoral quienes
confeccionaron los informes que se analizan en este trabajo final integrador en busca de
las lesiones “background” observadas. A partir de las lesiones detalladas en los informes
se confecciond una planilla de Microsoft Excel para posteriormente clasificar las lesiones
y analizar su frecuencia de aparicion. Todo el trabajo se realiz6 bajo la supervision de los

patologos del ICIVET Litoral.

I1.2.6. Analisis estadistico.

En relacion al disefio y a las variables se defini6 como unidad experimental al
animal individual, al bioterio de origen como (A/B), la cepa (6 niveles), sexo
(Hembra/Macho), edad (dias; continua) y peso (g; continua). Las respuestas halladas se
definieron por 6rgano como: presencia/ausencia de hallazgos histopatoldgicos especificos
(bazo, higado, rinén, pulmoén, corazén).

Las variables cuantificadas fueron evaluadas con el programa SPSS Statistics 25

para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Se realizo el siguiente andlisis descriptivo:
* Para variables continuas (edad, peso): media = DE y mediana [RIC], global y por
bioterio/cepa/sexo.
» Para variables de lesion: n/N (%) de positivos, global y estratificado por
bioterio/cepa/sexo (por drgano).
Adicionalmente, se planteé un modelado por érgano y por lesion mediante una variable
respuesta binaria (presencia=1/ausencia=0) utilizando un modelo lineal generalizado
binomial (regresion logistica), con efectos fijos previstos: bioterio + cepa + sexo + edad

(y opcionalmente peso como covariable), y reporte de OR con IC95% y valor p.

El andlisis inferencial se realizé de forma bivariada/exploratoria, estimando OR crudas y
comparando proporciones mediante prueba exacta de Fisher, reportando OR con IC95%

y valores de p.
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III. RESULTADOS

Los resultados expresados en las siguientes tablas pertenecen al registro de peso,
cepas, sexo, edad y evaluacién histopatoldgica realizada en higado, pulmones, corazon,
bazo y riflones de los animales de ambos bioterios, para determinar la presencia de
lesiones “background” o lesiones espontaneas, independientemente de si estos 6rganos

presentaron o no lesiones macroscépicas a la necropsia.

II1.1. Identificacion y registro de pesos.

En la tabla 1 se indica bioterio, la especie, cepa, sexo, edad y peso de los animales

remitidos.

Tabla 1. Bioterio, especie, cepa, sexo, edad y peso de los animales remitidos por los bioterios A 'y B.

Bioterio Animal Especie Cepa Sexo Edad Peso
(dias) (gramos)

A 1 Ratén C57BL/6J Macho 22 16,02
A 2 Ratén C57BL/6J Macho 109 27,2
A 3 Ratén C57BL/6J Hembra 36 19,8
A 4 Ratén C57BL/6J Hembra 234 30,42
A 5 Ratén C57BL/6J Hembra 234 36,13
A 6 Ratén CD1 Macho 42 35,91
A 7 Ratén CD1 Hembra 42 35,90
B 1 Ratén C57BL/6J Macho 111 26,1
B 2 Ratén C57BL/6J Macho 111 28,3
B 3 Ratén C57BL/6J Hembra 121 243
B 4 Ratén C57BL/6J Hembra 121 24,3
B 5 Ratén CF1 Hembra 183 21,8
B 6 Ratén CF1 Hembra 180 46
B 7 Ratén CF1 Hembra 188 42.3
B 8 Ratén CF1 Hembra 189 32,7
B 9 Ratén CF1 Hembra 184 24.2
B 10 Ratén CF1 Hembra 45 24.5
B 11 Ratén CF1 Hembra 315 19,1
B 12 Ratén CFl1 Hembra 25 16,8
B 13 Ratén CF1 Hembra 23 16,1
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B 14 Raton CF1 Hembra 48 17,8
B 15 Raton CF1 Macho 45 17,7
B 16 Ratén CF1 Macho 23 17

B 17 Raton CF1 Macho 188 35,3
B 18 Raton CF1 Macho 187 54,7
B 19 Raton CF1 Macho 33 24,5
B 20 Ratén CF1 Macho 191 45,4
B 21 Raton CF1 Macho 25 17,8
B 22 Raton CF1 Macho 48 27,6
B 23 Ratén CF1 Macho 180 27,3
B 24 Ratén CFl1 Macho 183 40,9

Al realizar el andlisis estadistico se tuvieron en cuenta el promedio y desvio

estdndar de la edad y el peso de los animales. También la distribucion de cepas por

bioterio. Esto se expresa en la tabla 2 y en la tabla 3 a continuacion:

Tabla 2. Descriptivos de edad y peso por bioterio.

BIOTERIO N EDAD MEDIA DE PESO MEDIO DE
A 7 102.7 93.9 28.77 8.21
B 24 122.8 79.9 28.02 10.79
Tabla 3. Distribucién de cepas por bioterio (muestra).
CEPA BIOTERIO A BIOTERIO B

C57 BL/6J 5 4
CD1 2 0
CF1 0 20

El bioterio B aport6 24/31 animales (77%), mientras que el bioterio A aport6 7/31

(23%).

» Existe solapamiento parcial entre bioterio y cepa: el bioterio A incluye

unicamente C57BL/6J y CD1, mientras que en el bioterio B predominan variantes CF1 y

algunos C57BL/6].
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I11.2. Hallazgos macroscépicos y microscopicos de lesiones en 6rganos.

I11.2.1. Higado

Lesiones macroscopicas:

Segtin los informes de necropsia de los animales de los bioterios A y B, no

presentaron lesiones macroscopicas sugerentes de enfermedad.

Lesiones microscopicas:

En la tabla 4 se muestran las principales lesiones “background” halladas en

higado de ratones de los bioterios A y B.

Tabla 4. Lesiones “background” halladas en higado de ratones de los bioterios A y B.

BIOTERIO A BIOTERIO B

Cepa CS7BL/6J (n: 5) CD1 (n: 2) CF1 (n: 20) C57BL/6J (n: 4)
Sexo Macho | Hembra | Macho | Hembra | Macho | Hembra | Macho | Hembra

(n: 2) (n: 3) (n: 1) (n: 1) (n: 10) (n: 10) (n: 2) (n: 2)
Cariomegalia 2 3 1 1 6 2 0 0
Infiltrados 0 1 1 0 0 1 0 1
Degeneracion
grasa 0 2 0 0 8 7 1 2
Degeneracion
vacuolar 2 3 1 1 7 6 0 0
Hematopoyesis
extramedular 1 3 0 0 6 2 0 0

En la tabla S se muestra la prevalencia y distribucion de las principales lesiones

“background” halladas en higado de ratones de los bioterios A y B. (Andlisis Bivariado y

Prueba de Fisher).
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Tabla 5. Prevalencia de lesiones “background” halladas en higado de ratones de los bioterios A y B.

LESION BIOTERIO A | BIOTERIO B
A N (%) B /N (%) OR (Bvs A) p (Fisher)
Cariomegalia | 7/7 (100.0%) | 9/24 (37.5%) 0.04 0.0068
Degeneracion
grasa 2/7 (28.6%) 1/24 (4.2%) 0.14 0.1199
Agregados
células 1/7 (14.3%) 2/24 (8.3%) 0.48 0.5497
inflamatorias
Degeneracion 7/7 (100.0%) | 19/24 (79.2%) 0.24 0.5622
vacuolar
Hematopoyesis 47 (57.1%) | 13/24 (54.2%) 0.91 1.0000
extramedular

En el bioterio A la hematopoyesis extramedular observada en el higado fue de
tipo eritroide en 1 caso y eritroide-mieloide en 3 casos. Los infiltrados de células
inflamatorias observadas fueron principalmente linfociticos y se ubicaron en espacios
periportales. La degeneracion grasa observada fue de tipo microvesicular y su
distribucion difusa. Mientras que la degeneracion vacuolar de los hepatocitos fue de

distribucion difusa de leve a moderada todos los casos.

En el bioterio B la cepa CF1 en higado la hematopoyesis extramedular fue de tipo
mielode en 5 casos; en 4 casos tipo eritroide, mientras que en 3 casos no fue definida y
en 8 casos no se presentd. La degeneracion vacuolar fue de tipo multifocal de escasa a
moderada. La degeneracion grasa observada fue de tipo macro y microvesicular y de
distribucion difusa. Los macréfagos evidenciaron en su citoplasma un pigmento color

amarillo interpretado como bilirrubina o lipofuscina.

La comparacién para la presentacion de la cariomegalia en ambos bioterios
muestra diferencia nominal (p<0,05), pero por el tamafio muestral, estos resultados

deben considerarse exploratorios.

En la figura 1 a continuacién se muestran imdgenes de las lesiones halladas en

higado.
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Figura 1. HIGADO. A: Cariomegalia. La flecha indica un aumento del tamafio del nicleo del

hepatocito. B: Degeneracion vacuolar: La flecha indica vacuolas dentro del citoplasma del
hepatocito. C: Hematopoyesis extramedular eritroide: la flecha indica un cimulo de células

hematopoyéticas en el parénquima hepético. Tincion utilizada: Hematoxilina y Eosina. 40x

III. 2.2. Rifién

Lesiones macroscopicas:

Segtn los informes de necropsia de los animales de los bioterios A y B, no

presentaron lesiones macroscépicas sugerentes de enfermedad.
Lesiones microscopicas:

En la tabla 6 se muestran las principales lesiones “background” halladas en

rifiién de ratones de los bioterios A y B.

Tabla 6. Lesiones “background” halladas en rifién de ratones de los bioterios A y B.

BIOTERIO A BIOTERIO B
Cepa CS7BL/6J (n: 5) CD1 (n: 2) CF1 (n: 20) C57BL/6J (n: 4)
Sexo Macho | Hembra | Macho | Hembra | Macho | Hembra | Macho | Hembra
(n: 2) (n: 3) n: 1) n: 1) (n: 10) (n: 10) (n:2) (n:2)
Congestion 0 0 0 1 3 0 0 0
Vacuolizacion
citoplasmatica 0 1 1 0 2 0 0 0
S.L.A 2 3 0 0 4 5 1
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En la tabla 7 se muestra la prevalencia y distribucion de las principales lesiones
“background” halladas en rifiones de ratones de los bioterios A y B. (Andlisis Bivariado

y Prueba de Fisher).

Tabla 7. Prevalencia de lesiones background” halladas en rifion de ratones
de los bioterios A y B y prueba de Fisher.

LESION BIOTERIO A | BIOTERIO B
A n/N (%) B n/N (%) OR (BvsA) p (Fisher)
Vacuolizacion 1/7 (14.3%) 2/24 (8.3%) 0.48 0.5497
citoplasmética
S.L.A 4/7 (57.1%) 16/24 (66.7%) 1.51 0.6757
Congestion 1/7 (14.3%) 3/24 (12.5%) 0.71 1.0000

En el bioterio A en rifién se observaron escasas lesiones siendo la presentacion
de 1 caso de congestion intersticial moderada y 2 casos con vacuolizacion focal
citoplasmatica en células epiteliales de tibulos renales a nivel subcapsular. En los casos

en que no se presentaron lesiones, el rindn mantuvo la estructura y detalle celular normal.

En el bioterio B en rifion se observaron escasas lesiones. Se destacan congestion
moderada intersticial; infiltrado moderado, multifocal, de tipo linfoplasmocitario
distribuido en zona cortical y en pelvis renal. La vacuolizacion citoplasmatica observada
fue moderada en epitelio de tibulos renales contorneados corticales superficiales. De los
animales analizados, 12 no presentaron lesiones, conservando la estructura y detalle

celular renal normal.

La comparacion de las lesiones halladas en rifion en ambos Bioterios no muestra

diferencia nominal (p<0,05).

En la figura 2 a continuacién se muestra una imagen de un infiltrado

linfoplasmocitario hallado en rifidon.
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Figura 2. Riiién. Infiltrado linfoplasmocitario intersticial.
Puede observarse que el infiltrado ocupa y expande el intersticio
renal. Tincién: Hematoxilina yEosina.40X

I11. 2.3. Bazo

Lesiones macroscopicas:

Segun los informes de necropsia de los animales de los bioterios A y B, no

presentaron lesiones macroscépicas sugerentes de enfermedad.
Lesiones microscopicas:

En la tabla 8 se muestran las principales lesiones “background” halladas en bazo

de ratones de los bioterios A 'y B.

Tabla 8. Lesiones “background” halladas en bazo de ratones de los bioterios A y B.

BIOTERIO A BIOTERIO B

Cepa CS7BL/6J (n: 5) CD1 (n: 2) CF1 (n: 20) C57BL/6J (n: 4)
Sexo Macho | Hembra | Macho | Hembra | Macho | Hembra | Macho | Hembra

(n: 2) (n: 3) (n: 1) (n: 1) (n: 10) (n: 10) (n: 2) (n: 2)
Apoptosis 0 1 1 1 2 1 0 0
Depésito  de
pigmento 0 2 0 0 4 3 0 2
Hematopoyesis
extramedular 2 3 1 1 10 10 2 2
Hiperplasia
linfocitica 0 1 1 1 1 1 0 0
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En la tabla 9 se muestra la prevalencia y distribucion de las principales lesiones

“background” halladas en bazo de ratones de los bioterios A y B. (Andlisis Bivariado y

Prueba de Fisher).

Tabla 9. Prevalencia de lesiones“background” halladas en bazo de ratones
de los bioterios A y B y prueba de Fisher.

LESION BIOTERIO A | BIOTERIO B
A n/N (%) B n/N (%) OR (BvsA) p (Fisher)
Hiperplasia de 3/7 (42.9%) 22/24 (91.7%) 11.57 0.0138
células
plasmaticas
Apoptosis 3/7 (42.9%) 3/24 (12.5%) 0.21 0.1100
Hematopoyesis 6/7 (85.7%) 23/24 (95.8%) 3.62 0.4065
extramedular
Hiperplasia 1/7 (14.3%) 4/24 (16.7%) 0.95 1.0000
linfoide

En el bioterio A en el bazo se observé apoptosis principalmente en pulpa blanca;
y presencia de depdsito de pigmento marrén dorado intracitoplasmatico en los

macrofagos ubicados en pulpa roja y pulpa blanca (compatible con hemosiderina).

La apoptosis de linfocitos es un hallazgo comun en los centros germinales
foliculares ricos en cé€lulas B del bazo de los roedores. Esta puede ser inducida o
incrementarse tras exposiciones experimentales a radiacién, virus, endotoxinas o
sustancias quimicas. En este caso, dado que los animales no fueron expuestos a ningin
tratamiento, este hallazgo se considera un hallazgo de fondo (background) propio de la

cepa.

La hematopoyesis extramedular fue de tipo eritroide en 4 casos y eritroide -
mieloide en 1 caso. La hiperplasia linfocitica se ubicé a nivel de area folicular y marginal
de las vainas periportales de la pulpa blanca. En los casos en que no se presentaron

lesiones, el bazo mantuvo la estructura y detalle celular normal.

En el bioterio B en el bazo se observé apoptosis moderada principalmente en
pulpa blanca folicular y en vaina periarteriolar en ratones de la cepa CF1. Los
macréfagos evidenciaron un pigmento marrén dorado globular en su citoplasma

(hemosiderina). También se evidencié moderada hematopoyesis extramedular de tipo
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eritroide y mieloide en 6 machos y 8 hembras; de tipo Unicamente eritroide en 4 machos
y en 2 hembras en todos los casos ubicada en pulpa roja. Los ratones de ambos sexos
pertenecientes a la cepa C57BL/6 evidenciaron moderada hematopoyesis extramedular
de tipo eritroide y mieloide en pulpa roja. Ademds, se evidencié leve hiperplasia

linfocitica y de células plasmaticas.

La comparacién de la hiperplasia de células plasmadticas en ambos Bioterios
muestra diferencia nominal (p<0,05), pero por el tamafio muestral, estos resultados

deben considerarse exploratorios.

En la figura 3 a continuacién se muestran imagenes de lesiones halladas en bazo.

Figura 3. Bazo. A: Hematopoyesis extramedular eritroide con megacariocitos. 40X.

B: Hiperplasia linfoide folicular. 10X. Tincién: Hematoxilina y Eosina.

I11. 2.4. Pulmoén

Lesiones macroscopicas:
Segin los informes de necropsia algunos de los animales del bioterio A,
presentaron lesiones macroscopicas descriptas como leve congestion difusa y focos

hemorrégicos, lesiones interpretadas como consecuencia del método de eutanasia.

Lesiones microscopicas:
En la tabla 10 se muestran las principales lesiones “background” halladas en

pulmoén de ratones de los bioterios A y B.
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Tabla 10. Lesiones “background” halladas en pulmoén de ratones de los bioterios A y B.

BIOTERIO A BIOTERIO B
Cepa CD1(n:2) C57BL/6J (n: 5) CF1 (n: 20) C57BL/6J (n: 4)
Sexo Macho | Hembra | Macho | Hembra Macho Hembra Macho Hembra
(n:1) (n: 1) (n: 2) (n: 3) (n: 10) (n: 10) (n: 2) n:2)
Congestion 1 1 2 3 9 7 2 0
Hiperplasia
epitelial 1 1 2 3 10 10 2 2
Hemorragia 0 0 1 0 1 4 1 0
Infiltrados 0 0 0 1 5 4 1 0

En la tabla 11 se muestra la prevalencia y distribucién de las principales lesiones
“background” halladas en pulmoén de ratones de los bioterios A y B. (Andlisis Bivariado
y Prueba de Fisher).

Tabla 11. Prevalencia de lesiones “background” halladas en pulmén de ratones de los
bioterios A y B y prueba de Fisher.

LESION BIOTERIO A | BIOTERIO B
A n/N (%) B n/N (%) OR B vsA) p (Fisher)
Congestion 7/7 (100.0%) 18/24 (75.0%) 0.19 0.2928
Infiltrados 1/7 (14.3%) 10/24 (41.7%) 3.14 0.3717
Hemorragia 1/7 (14.3%) 6/24 (25.0%) 1.52 1.0000
Hiperplasia 7/7 (100.0%) 24/24 3.27 1.0000
(100.0%)

En el bioterio A en pulmén se observé moderada congestion intersticial en todos
los animales evaluados y hemorragia leve focal en limenes alveolares en 1 caso. La
hiperplasia epitelial observada fue localizada en los epitelios alveolares y bronquiolos.
Los infiltrados observados fueron de neutréfilos ubicados en el intersticio pulmonar. En
el caso en que no se presentaron lesiones, el pulmén mantuvo la estructura y detalle

celular normal.

En el bioterio B en pulmén se observo severa congestion intersticial y hemorragia

leve focal en limenes alveolares y bronquiolares. La hiperplasia epitelial fue moderada
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multifocal de neumocitos tipo II alveolares y epitelios bronquiolares. Los infiltrados
leucocitarios fueron multifocales e intersticiales principalmente de linfocitos,

macréfagos y neutréfilos.

La comparacion de las lesiones halladas en pulmén en ambos Bioterios no

muestra diferencia nominal (p<0,05).

En la figura 4 a continuacién se muestra una imagen de lesiones halladas en

pulmon.

Figura 4. Pulmén. A: Hiperplasia epitelial: se observa un bronquiolo con
marcadoaumento del epiletio de revestimiento. B: Congestion: se observa dilatacién y
presencia de hematies en vaso sanguineo Tincién: Hematoxilina y Eosina.40X.

II1. 2.5. Corazon

Lesiones macroscopicas:
Segun los informes de necropsia de los animales de los bioterios A y B, no

presentaron lesiones macroscépicas sugerentes de enfermedad.

Lesiones microscopicas:
En la tabla 12 se muestran las principales lesiones “background” halladas en

corazon de ratones de los bioterios A y B.
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Tabla 12. Lesiones “background” halladas en corazén de ratones de los bioterios A 'y B.

BIOTERIO A BIOTERIO B

Cepa C57BL/6J (n: 4) CD1 (n: 2) CF1 (n: 20) C57BL/6J (n: 4)
Sexo Macho | Hembra | Macho | Hembra | Macho | Hembra Macho Hembra

(n: 1) (n: 3) (n: 1) (n: 1) (n: 10) (n: 10) (n: 2) (n: 2)
Acidoéfilia
citoplasmatica 1 0 1 1 0 0 0 0
Hemorragia 0 1 1 3 2 0 1
Metaplasia 1 1 0 0 0 1 0 0
Vacuolizacién
citoplasmatica 1 0 1 0 2 1 0 0
S.L.A 0 1 0 0 7 6 2 1

En la tabla 13 se muestra la prevalencia y distribucién de las principales lesiones

“background” halladas en corazon de ratones de los bioterios A y B. (Andlisis Bivariado

y Prueba de Fisher).

Tabla 13. Prevalencia de lesiones “background” halladas en corazon de ratones de los

bioterios A y B y prueba de Fisher.

LESION BIOTERIO A | BIOTERIO B
A n/N (%) B n/N (%) OR (BvsA) p (Fisher)
Acidofilia 3/6 (50.0%) 1/24 (4.2%) 0.06 0.0181
citoplasmatica
Metaplasia 2/6 (33.3%) 1/24 (4.2%) 0.11 0.0936
Vacuolizaciéon 2/6 (33.3%) 1/24 (4.2%) 0.11 0.0936
citoplasmatica
S.L.A 2/6 (33.3%) 15/24 (62.5%) 2.94 0.3598

En el bioterio A en corazén se evaluaron ventriculo izquierdo y derecho, auricula

derecha, septum y vértice cardiaco. Las lesiones en el corazon fueron escasas, se observo

acidofilia citoplasmdtica en cardiomiocitos ventriculares y auriculares. Moderada

hemorragia en pericardio, epicardio, auricula y alrededor de los vasos del corazén en un

caso. Ademds, se observé metaplasia Gsea leve en arteria aorta en 2 casos. En el caso en

que no se presentaron lesiones, el corazon mantuvo la estructura y detalle celular normal.
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En el bioterio B en corazén se evaluaron ventriculo izquierdo y derecho, auricula
derecha e izquierda, septum y vértice cardiaco. Las lesiones observadas en el corazon
fueron hemorragia focal en endocardio, miocardio y epicardio; infiltrados
linfoplasmocitico leve en valvas de vélvula auriculoventricular derecha y vacuolizacién

sarcoplasmadtica leve de los cardiomiocitos en ventriculos derecho e izquierdo.

La comparacién de la acidofilia citoplasmdtica, metaplasia y vacuolizacién
citoplasmdtica en ambos Bioterios muestra diferencia nominal (p<0,05), pero por el

tamafio muestral, estos resultados deben considerarse exploratorios.

En la figura S a continuacién se muestran imagenes de las lesiones halladas en

corazon.

Figura 5. Corazon. Acidofilia y vacuolizacion citoplasmdtica en
cardiomiocitos. Tincién: Hematoxilina - Eosina.40x
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IV. DISCUSION Y CONCLUSION

En funcién de los resultados obtenidos podemos considerar que la ausencia de
lesiones macroscOpicas durante la necropsia en animales de laboratorio no descarta la
presencia de cambios microscépicos, siendo la histopatologia esencial para evaluar la
presencia de lesiones “background”.

En cuanto a las lesiones microscépicas halladas por histopatologia en higado se
observé degeneracion vacuolar en ambos sexos y cepas evaluadas de los 2 bioterios. Este
tipo de lesién en higado puede asociarse a cambios en la cantidad de glucdgeno en los
hepatocitos o degeneracion hidropica (Thooleny col.,2010; Frazier, y col., 2012). En
ausencia de tratamientos, los cambios en el contenido de glucégeno se consideran lesiones
“background” (Cattley y Popp, 2002). También se evidencié degeneracion grasa, este
cambio fue poco frecuente y solo se observo en hembras de ambos bioterios. Este cambio
es también descripto por otros autores y su presentacion puede diferir entre cepas y es un
hallazgo normal en ratones BALB/c (Thoolen y co0l.2010) siempre y cuando no se
encuentre asociado a otras lesiones. La hematopoyesis extramedular se detecté en los
higados de ratones machos y hembras C57BL/6J del bioterio A y CF1 del bioterio B.
Debido al nimero de animales evaluado para cada cepa no es posible hacer
interpretaciones de diferencias significativas entre cepas o sexos en este estudio. La
hematopoyesis extramedular es frecuente en ratones jovenes (Detilleux y col., 1995) y en
adultos puede estar asociada con condiciones patoldgicas. La cariomegalia es un hallazgo
comun en hepatocitos de ratones que puede estar relacionado con la edad de los animales
en algunos casos ya que se describe como un hallazgo “background” propio del
envejecimiento. Sin embargo, también se observé en animales jovenes (National
Toxicology Program Nonneoplastic Lesion Atlas: https://ntp.niehs.nih.gov/atlas/nnl).
Este cambio fue observado en ratones C57BL/6J y CD1 de ambos sexos del bioterio A 'y
en ratones CF1 machos y hembras del bioterio B. Considerando el nimero limitado de
animales se dificulta la interpretacion de este resultado; por lo tanto, serdn necesarios
estudios futuros con un mayor ndmero de animales para comprender mejor la
significacion de la lesion en esta cepa.

Ademés, se evidenci6 infiltrados en 2 casos en el bioterio A y pigmentos en 2
casos en el bioterio B. Estos cambios también se describen como “background” en la

bibliografia  (National  Toxicology = Program  Nonneoplastic — Lesion  Atlas:
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https://ntp.niehs.nih.gov/atlas/nnl) y si no presentan otras lesiones asociadas no tiene
significacion patoldgica.

El rifién fue un o6rgano que evidencio escasas lesiones “background”, entre ellas
se observd vacuolizacién citoplasmadtica, congestiéon e infiltrados. La vacuolizacién
citoplasmdtica observada es un cambio que normalmente estd presente en los tibulos
corticales externos de ratones machos en ciertas cepas, pero no suelen estar presentes en
ratones hembras. En nuestro estudio este cambio fue visto en 1 macho CD1 y 1 hembra
C57BL/6J del bioterio A y en 2 machos CF2 del bioterio B. La congestién observada es
un cambio que fue poco observado y que posee de escasa significacion patoldgica. Los
infiltrados fueron frecuentes en ratones CF1 del bioterio B y solo un animal C57BL/6J
del mismo bioterio los presentd. En los rifiones de los roedores se observan habitualmente
infiltrados celulares. Las células infiltrantes suelen ser linfoides o mononucleares y suelen
aumentar con la edad. En muchos casos, representan un hallazgo “background” que tiene
poca importancia patoldgica (National Toxicology Program Nonneoplastic Lesion Atlas:
https://ntp.niehs.nih.gov/atlas/nnl).

En bazo se evidenci6 frecuentemente hematopoyesis extramedular en los ratones
de ambos sexos de los bioterios bioterios A 'y B y en todas las cepas evaluadas; este
cambio se observa cominmente en roedores como un componente normal de la pulpa roja
del bazo (Elmore, 2006). Otras lesiones como la hiperplasia linfoide pueden mostrarse
como un aumento variable en el drea y el numero de elementos de la pulpa blanca (PALS,
foliculos y / 0 zonas marginales). La hiperplasia de linfocitos en el bazo ocurre con mayor
frecuencia en ratones que en ratas, y los ratones hembras se ven mds cominmente
afectados que los machos.

Por otra parte, el corazén mostré escasas lesiones “background”, en algunos pocos
casos se observo acidofilia o vacuolizacion citoplasmética de cardiomiocitos, metaplasia
Osea de la arteria aorta, hemorragia o infiltrados.

La metaplasia 6sea de la arteria aorta ocurre raramente como una lesion
espontdnea, sino mds bien forma parte de la progresiéon de mineralizacién o lesiones
aterosclerdticas. En estudios de toxicidad y carcinogenicidad, esto generalmente se
considera una lesion espontdnea y no suele estar relacionada con la exposicion. El hecho
de que la metaplasia cartilaginosa se localice con mayor frecuencia en la regién adrtica

es consistente con la hipdtesis de que el estrés mecédnico es un factor importante para
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promover la metaplasia vascular. Se ha identificado una predisposicion genética para la
metaplasia cartilaginosa de las arterias en ratones C57BL / 6]. (National Toxicology
Program Nonneoplastic Lesion Atlas: https://ntp.niehs.nih.gov/atlas/nnl).

La Vacuolizacién citoplasmatica es considerada un proceso degenerativo, que
consiste en la acumulacién multifocal o generalizada de vacuolas transparentes,
multiples, bien delimitadas, redondas, de tamafo variable. La vacuolizacién
citoplasmadtica de la miofibra puede ser la tinica manifestacién morfolégica observada en
la cardiotoxicidad o puede estar asociada con otros cambios que reflejan la
cardiotoxicidad (por ejemplo, necrosis de la miofibra, infiltracion de células
mononucleares, fibrosis), o puede ser un componente menor en el caso de la
miocardiopatia espontdnea.

Por su parte la acidofilia podria asociarse a degeneracion hialina, un cambio
evidenciado por presencia de miofibras con marcada eosinofilia e hipercontraccion
consistente con dafio subletal que generalmente representa un punto de partida temprano
hacia un proceso progresivo donde la necrosis y el infiltrado inflamatorio podrian
volverse mas prominentes (Berridge y col., 206)

El pulmén evidencié congestion y hemorragia en algunos animales de los
bioterios A y B. Este cambio en general se asocia al método eutandsico (Frith y col. 2000,
Haggerty y col.2006). En cuanto al pulmon la hiperplasia epitelial alveolar observada en
las cepas evaluadas, en ambos sexos y en los bioterios A y B, es una proliferacion de
neumocitos tipo II y junto a la presencia de infiltrados celulares en algunos animales
puede ser interpretada como cambios asociados a una lesion o inflamacién pulmonar leve.

En conclusion, el andlisis microscopico de los 6rganos es el método de eleccion
para determinar la presencia de cambios “background” en los tejidos de los ratones de
laboratorio, fundamentalmente para poder ser diferenciados de cambios reales producto
de un tratamiento durante un estudio experimental. Ademads, es necesario contar con datos
de animales sanos (control) de distintas edades, sexos y cepas en cada bioterio que se
realicen estudios experimentales con andlisis de lesiones histopatoldgicas. Debido a que,
en los estudios preclinicos, la evaluacion de la patologia en los tejidos implica el
reconocimiento de lesiones causadas directamente por el tratamiento y la identificacion
de “background”, cada laboratorio debe tener su propio registro sobre la presencia de las

misma en sus animales. Adicionalmente, los patélogos deben estar familiarizados con las
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lesiones “background” presentes en un érgano o tejido en particular, especialmente
cuando estdn trabajando en ensayos preclinicos. Finalmente, el objetivo del
reconocimiento de lesiones “background” esperadas en cepas ratones destinados a
experimentacion es maximizar la confiabilidad y reproducibilidad de los resultados para
la investigacion traslacional en estudios preclinicos. Se espera que los datos presentados
aqui sean dtiles para interpretar la aparicidn de lesiones “background” en las ocasiones
en que se encuentran en estudios de toxicidad o preclinicos. Por dltimo, este estudio
proporciona una valiosa informacién sobre las lesiones “background” encontradas en

cepas de ratones C57BL/6J, CF1 y CD1 de bioterios de Argentina.
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VI. ANEXO

?'-._ g CENTRO DE MEDICINA COMPARADA
' Monitoreo Sanitario

|Oferta de monitoreo sanitario para bioterios

Desde el Centro de Medicina Comparada del Instiuto de Clencias VWeterinarias ded
Litoral {CMC-ICIVET Litoral) queremos ofrecer un servicio de monitorec sanitario
patologice sin costo destinado a la evaluacion sanitaria de animales de lsborstorio que
=& produzcan en bicterios del pais. Estas actividades se enmarcan en el plan de trabajo
de la becs posdocioral de COMICET denominads “Estandarizacion en los estudios
histopatoldgicos en ensayos precliinicos de alia complejidad con animales de
lsbaoratorio: Desarrollo de protocolos y validacian de los resultsdes bajo los principios de
las Buenas Practicas de Laboratoric-OCDE"

Dbjetivo del Proyecto:

Las lesiones “background” (ncidentales) se han descrite como una matriz de varaciones
individugles dentro de un rango de referencia acepiado v més especificamente son
definidas como hellazgos que generslmente se consideran como un cambio en la
morfologia del tejido fuera del rango normal de variacidn para una especie o cepa en
particular. Los cambics de “background” pueden ser congénitos o heraditarios,
varigciones normales de hallszgos que son exclusives de una especie o cepa,
relacionados alteraciones de diversos arigenes sl envejecimiéento normal v cambios
fisiclogicos. Los cambics de “background” pueden ser confundidos durante la
evaluacion histopatolégica con lesiones producidas por sustancias evaluadas en
ensayos de towdcidad v predinicos, por lo cual, es fundamental conocer la prevalencia
de estos hallazgos en las disfintas colonias de animales desfinados a investigacion. E1
objetivo de este estudio es hacer un relevamiento de estos hallazgos en bioterios de
Argentina. Para ello, el CMC offece el servicio de diagnostico de anatomopatologico
para determinar las lesiones “background” encontredas en ratas, ratones y conejos de
bicterios del sistama cientifico tecnoldgico del pais.

Destinatarios:

Bioterios de Argentine que produzcan ratas. ratones y conejos. Los interesados deben
contactarse para luego enviar animales vivos, sanos, de todas las edades y de ambos
sexps gue no haysn sido sometidos & ningln tipo de fratamiemto ni protocolo
experimental. Cuando se ervien animales de diferentes edades los mismes deben
remitirse con una clara identificacion. Una vez amibados al CMC, los animales seran
evaluados en su estado general, luego se reslizars |a ewtanasia, necropsia complata,
toma de muestras pars técnicas complementarias y evaluacion patoldgica.

Servicio ofrecido:

El servicio sin costo incluird la necropsia completa, andlisis histopatolégico, ¥
hematoldgico en los animales remifidos. S2 emviara un informe de los animales
estudiades con los resultades de hallazges individuales y una interpretacicn global de
los mismos. El envio de los animales seré responsabilidad y estard a cargo de la
institucion que los remite, por lo cual, &l CMC no =2 hard cargo del misme. Desde &l
CMC se asegura s confidencialidad de la informacidn obtenida.
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CENTRO DE MEDICINA COMPARADA e
Monitoreo Sanitario

Envio de los animales:

Para el envic de animales al CMC sera necesario completar |a planilla de remisicn que
z2 adjunta con la mayor cantidad de datos posibles. El responsable de la remisicn de
los animales sera la persona a la cual se le informen los resultados del monitoreo. En el
caso de remitir animsales de mas de 1 especie o cepa debe completarse una planilla de
remisidn individual por especie o cepa. El personal del CMC se pondra en contacto con
&l responsable del envio para confirmar la recapeicn de los animales y posteriormente
los resultades de los andlisis. El envio debers ser coordinado por el remitente hasts las
instalaciones del CMC en la Ciudad de Esperanza, Santa Fe.

Procedimiento:

1. Contactarse con patologiaf@emc. unl.edu.sr quien coordinara el medio y momenio de
envic de los animales para garantizar que amriben = las instalsciones cusnde haya
perscnal para recibiros.

2. Una vez coordinado el envio de los animales remitir la planilla adjunts completa por
email indicando la cantided de animales y todos los datos requeridos. Agregar unm
numero de telsfono celular para eventuslidades.

3. Awizar al momento del envic de los animales, facha y hora, medio de transporie y
responsable de su ingreso al transporte. Junto con los animales debe estar ks misma
planilla enviada, con las firmas correspondientes.

4. Una wez que los animsles llegan & las instalaciones del CMC se enviara |z
confimacion de |a recepcian.

5. Una vez realizados los analisis, el interesado recibira un informe completo emitide por
el CMC con el detalle de lo realizado y kos hallazgos.

Para mas informacion y coordinar envios contactarse con:
patologiai@ome.unl.edu_ar

Direccion para el envio de los animales:

Dr. Hugo H. Orfega

Centro de Medicing Comparads. Facultad de Ciencias Veternanas. UNL.
RF Keder 2805, ESFERANIA.

CF 3080, Sanfa Fe
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CENTRO DE MEDICINA COMPARADA

Planilla para la remision de animales para
Monitoreo Sanitario.

1-Institucion a la que pertenece el bioterio de origen (mombre, direccion y
tel.):

2-Responsable del Bioterio {nombre, apellido y cormmeo electronico):

3-Responsable de la remisidn (cargo, nombre, apellide y cormeo electronico):

4-Fecha de remision {dia/mes/afio):

H-Medio de transporte de los animales:

G-Numero total de animales remitidos:

T-Especie y cepalraza (datos de origen):

Identificacion de los animales remitidos:

Anlmazl E:::frrr: Zexn [E::; [;:'DHB:BTJ:'ILB:: Obeervacionas
1
2
3
4
]
[
T
]
E]
10

En el caso de pecesitar mas fas puede agreganas. indicar en observaciones fods ls informascian
que considere relevanfe, incluyendo sl es amimal de stock, reproduchor, efc
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Planilla para la remision de animales para
Monitoreo Sanitario. ICIVET LITO

Para completar en destino (CMC):

Responsable de la recepcion (nombre, pellida):

Fecha de recepcion (dia/mes/ano):

Hora de recepeion:

Conformidad del monitoreo patologico de los animales remitidos: Por medio de |a
prezente doy mi conformidad para el monitorec patoldgico de los animales remitidos.

Firma de Responsable del Bioferio {insfitucion de origen)

Firma de responsable de recepcian (CMC)
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