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Resumen:

El muestreo de sangre de ratones de laboratorio es necesario en muchísimos estudios experimentales, así como también en los bioterios de producción que realizan controles de rutina en sus colonias.

En este artículo se describe detalladamente una técnica que actualmente está tomando fuerza, y que puede facilitar la tarea de tomar muestras frecuentes de sangre en ratones: la punción submandibular.

Introducción:

Muchas veces resulta dificultosa la obtención de muestras de sangre de ratones, sobre todo cuando se requiere realizar un muestreo seriado. Algunos inconvenientes que pueden presentarse deben ser tenidos en cuenta y evaluados cuidadosamente antes de decidir qué vía utilizaremos. Al ser el ratón un animal relativamente pequeño, las técnicas que realizamos en esa especie se dificultan. Los volúmenes que conseguimos no son suficientes para determinados fines, o se debe anestesiar al ratón y realizar una punción intracardíaca o un sangrado retro orbital con posibilidades de dañar al animal y perjudicar su posterior recuperación. (a pesar de que  estas dos técnicas mencionadas debieran ser utilizadas solo como método terminal). Aunque es problemático anestesiar diariamente o a intervalos cortos un animal, solo para obtener una pequeña muestra de sangre, esta es una práctica que se realiza con frecuencia, por no encontrar alternativas, o ante la necesidad de cumplir con un protocolo estipulado que requiere indefectiblemente las muestras de sangre del ratón en determinados tiempos establecidos. Frecuentemente los técnicos e investigadores sienten, sobre todo con el sangrado retro orbital, rechazo, desagrado y sentimiento de culpa. Esto es absolutamente  negativo, ya que una persona “insegura” o dudosa de lo que está haciendo, tendrá menos probabilidades de realizar un procedimiento exitoso y es posible que necesite repetirlo varias veces antes de obtener la muestra de sangre viable. 

Hace ya varios años que muchos investigadores en diversos países utilizan la punción submandibular como método de preferencia para sangrado de ratones. Esta técnica, que ha sido principalmente difundida  de “boca en boca”, ha tomado fuerza a partir del lanzamiento de la lanceta Goldenrod de la empresa Medipoint, que además subió a su sitio www.medipoint.com/html/animal_lancets.html, un video demostrativo. 

A continuación describiremos esta novedosa técnica detalladamente, para quienes todavía no la conozcan o no sepan como realizarla.

Materiales y Métodos: 

Para la realización de esta técnica se requerirá:

-Aguja estéril  21 G (0.8 x 25) ó lancetas Goldenrod

-Eppendorf para la recolección de la muestra

-Gradilla

-Descartador de agujas

-Guantes de látex descartables

Lo primero que debe realizarse es preparar los materiales sobre una mesada sanitizada en un ambiente también sanitizado. El operador debe adoptar una postura corporal cómoda, este punto no debe minimizarse, es un detalle importante que influirá en el éxito de la técnica realizada; si por ejemplo la mesada es muy baja se debe trabajar sentado para no forzar la parte lumbar de la espalda. 

El ratón será manipulado con la mano izquierda (mano menos hábil) por lo que debemos ubicarlo de ese lado en la mesa. Al resto de los materiales los situaremos del lado derecho, dejando sin capuchón la aguja y el eppendorf. ( las personas cuya mano mas hábil sea la izquierda invertirán estas posiciones). Luego elegiremos los guantes adecuados, éstos no deben quedar flojos, sino ajustados para permitirnos manipular mejor los materiales.

	Tomaremos el ratón con la técnica de inmovilización por pinzamiento del pliegue nucal (pellizcando la piel de la nuca y lomo) (Foto 1), con la mano izquierda y una vez que el animal se encuentra bien inmovilizado acercaremos la mano que sostiene al ratón hacia la gradilla con el eppendorf destapado y buscaremos un punto de apoyo de nuestro codo izquierdo para nuevamente encontrar una posición cómoda para trabajar.
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A continuación observaremos con atención el ratón de perfil, para poder encontrar el sitio de punción. La punción debe realizarse en la vena superficial temporal  (Foto 2), que pasa justamente por el interior de la mandíbula, a unos 3 - 5 mm. de profundidad (dependiendo de la edad del ratón). Una vez ubicado el lugar de punción, tomamos con la mano derecha el elemento punzante de elección (aguja o lanceta), la ubicamos sobre el sitio correcto, y con un pinchazo firme y rápido realizamos la punción a 90 grados del vaso sanguíneo. Si se usa una aguja, debe ingresar solo la profundidad indicada anteriormente (no mas de 5 mm.). 

Luego del pinchazo la sangre fluirá  inmediatamente al retirar la aguja, que se debe apoyar en la mesa y tomar el eppendorf para recoger las gotas de sangre. Este intercambio de aguja a tubo de recolección se debe hacer muy rápido, de lo contrario se perderán valiosas gotas de sangre, sobre todo si tenemos en cuenta que se espera poder obtener entre 5-10 gotas en total. (100-150 microlitros) 

Otra buena opción es realizar la punción a pocos centímetros sobre el tubo de recolección (fijado en la gradilla), y al retirar la aguja, acomodar el ratón sobre el mismo de modo que las gotas de sangre caigan solas dentro del tubo. 

Generalmente por si sola, la sangre coagula casualmente justo después del tiempo requerido para  juntar 100-150 microlitros, que es el volumen de extracción recomendado para un ratón adulto (Tabla I). De todas formas, se recomienda realizar hemostasia y desinfectar sobre la zona con un algodón mojado en Iodo povidona antes de  devolver el animal a su jaula. Si el procedimiento fue bien ejecutado notaremos que el mismo se encuentra perfectamente bien, sin signos de dolor o molestia, y sin alteraciones motrices o comportamentales.
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	Foto 2

Cook Margaret J (1965). The Anatomy of the Laboratory Mouse


Tabla Nº 1: “Volumen de sangre en pequeñas especies de animales de experimentación”

	Especie
	Volumen de sangre

(ml/kg)
	Volumen de sangre total del adulto

(ml)
	Volumen seguro de un sangrado simple

(ml)
	Volumen práctico para diagnóstico (ml)

	Ratón
	58.5
	Macho 1.5-2.4

Hembra 1.0-2.4
	0.1-0.2
	0.1


Extractado de: Wolfensohn S, Lloyd M (1998). “Handbook of laboratory animal management and welfare”, pág. 75. Blackwell Science. Oxford.

Algunas Consideraciones:

-Existe bibliografía en la que está descripto como sitio de punción el “hoyuelo” del ratón , la experiencia de nuestro laboratorio nos ha demostrado que cuando realizamos la punción en el hoyuelo, el sangrado no siempre resulta exitoso ya que en ocasiones la sangre fluye con menor fuerza y se coagula demasiado rápido como para obtener una cantidad suficiente de sangre. En cambio cuando realizamos la técnica en el lugar indicado en este artículo hemos tenido un 100% de efectividad.

-En nuestro laboratorio intentamos realizar la técnica con las lancetas utilizadas en humanos para el test de tiempo de coagulación (pinchazo en oreja) pero no obtuvimos resultados positivos. Esto se debe a que las lancetas para humanos no alcanzan la profundidad suficiente que se requiere para alcanzar el vaso sanguíneo.

Conclusión:

Esta técnica resulta muy eficaz y permite realizar muestreo sanguíneo de ratones con frecuencia, sin anestesiarlos, y sobre todo sin la necesidad de utilizar métodos más crueles como despuntar colas, punción del seno retro orbital o intracardíaca con recuperación del animal.

La técnica es muy bien aceptada por los operadores y observadores, no requiere costos adicionales y el volumen que se obtiene casualmente es justo el necesario para que el ratón no sufra consecuencias y alcance suficientemente bien para su posterior estudio.

Durante la realización de esta técnica el animal no presenta signos de malestar o incomodidad, y una vez en su jaula continuará con su actividad normal.

Bibliografía:

Rodríguez VA; Mourelle CA; Benedetti LG (2004). “Nueva Técnica de Extracción de sangre en ratones.” Reunión Científica Internacional/ Regional. Avances en el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. AACyTAL, Buenos Aires, Argentina 

Golde WT, Gollobin P, Rodríguez LL (2005). A Lancet Designed for the Simple and Humane Cheek Pouch Bleeding of Mice. Lab  Animal. Vol.34(9): P. 39-43.  

New lancet offers painless bleeding technique (2005). US Department of Agriculture, Agricultural Research Service.   http://www.ars.usda.gov/is/pr/2005/050921.htm

Cook Margaret J.(1965). The Anatomy of the Laboratory Mouse. M.R.C. Laboratory Animals Centre. Carshalton, Surrey, England. Academic Press. Adapted for the Web by: Mouse Genome Informatics. The Jaxon Laboratory, Bar Harbor, Maine, May 2005 http://www.informatics.jax.org/cookbook/figures/figure84.shtml

-Video Demostrativo: http://www.medipoint.com/html/directions_for_use1.html
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