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INTRODUCCION

En el antiguo Egipto enterraban, inicialmente, a sus muertos en la
caliente arena del desierto, en recipientes con hierbas, lo que provocaba que
los restos se desecaran rdpidamente, previniéndolos asi de la
descomposicion; posteriormente eran sepultados. Mds tarde, comenzaron a
construir mastabas de adobe, e idear el complejo proceso de la
momificacidn y los rituales asociados con el entierro que dieron origen a los
ritos funerarios.

La prdctica se origind debido a la creencia en la inmortalidad del
espiritu humano, segin la mitologia egipcia, dando lugar al desarrollo del
embalsamamiento y la momificacion, para poder preservar la identidad del
individuo en el mds alld, de acuerdo con sus costumbres. También creian que
para pasar con éxito el Juicio de Osiris, el cuerpo debia conservarse
intacto. Descubren que el cuerpo simplemente enterrado no tarda en
estropearse y buscando una razén con el tiempo dan con la solucién: el
cuerpo tiene mucha agua lo que hace que se descomponga con facilidad.

Aprendieron a extraer del cuerpo los drganos, la sangre y todo
aquello que facilitase su descomposicion, al final los enterraban en la arena
del desierto y después de un tiempo empezaron a tratarlo con natrén, lo que
era mucho mds costoso e hizo que hubiera dos tipos de enterramientos: los
de aquellos que tenian pocos bienes y los de aquellos que tenian mucho, o lo
suficiente como para permitirse una especia tan "rara" como el natrén.

Con el tiempo se ha ido perfeccionando la técnica y dejando a un lado
la parte mistica para darle una prioridad a la parte cientifica. La
conservacién del cuerpo humano se hace imprescindible para su utilizacién
en el estudio profundo de la Anatomia humana, lo que ha llevado a formar a
los profesionales de la Medicina y otras Ciencias de la Salud.

Una de las técnicas, hoy dia, mds innovadoras en la conservacion
cadavérica es la Plastinacion, inventada por el anatomista alemdn, Gunther
von Hagens.

Esta técnica se basa en el reemplazamiento de los fluidos de nuestros
tejidos por reactivos pldsticos como silicona, resina epéxida o poliéster, en
un proceso de vacio. Las piezas quedan secas y sin olor. Gracias a estas
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propiedades, la Plastinacién de especimenes tiene una alta importancia en el
terreno educativo, sobretodo, para los estudiantes de medicina.

Gracias a la calidad que presentan las piezas, la Plastinacién
representa la forma mds atractiva de exhibir un caddver humano.

Ademds, la posibilidad de hacer cortes transparentes de las piezas lo
hace particularmente inferesante ya que pueden llegar a observarse a
simple vista estructuras indispensables, que sélo se podrian verse con gran
dificultad.

La Plastinacion es una técnica aparentemente sencilla. Los pasos a
seguir son:

1.- Diseccion y Fijacién
2.- Deshidratacién

3.- Impregnacidn

4 .- Polimerizacién o curado

Fig 1. Caddveres de hombre y caballo plastinados por Gunther von Hagens
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FITACION

La fijacion es un procedimiento para conservar los tejidos en el

estado mds parecido posible a los procesos orgdnicos, evitando la
descomposicion y transformacion de las sustancias celulares.

Hay que distinguir, primeramente, entre la fijacién microscépica y la

macroscépica. La microscépica se usa para el proceso histoldgico. La fijacion
macroscépica es previa a la diseccion de las muestras y en ocasiones, las
piezas (a veces drganos enteros) quedan sumergidas.

NORMAS GENERALES DURANTE LA FIJACION

o s

o

Preparar los fijadores con la suficiente antelacion. Si se preparan
mezclas que no sean estables, se pesardn y medirdn bien todos sus
componentes.

Usar frascos de boca ancha, transparentes y escrupulosamente
lavados antes de su utilizacidon. Luego se etiquetardn debidamente.

El volumen del fijador debe ser 20 veces mayor que el de las
muestras introducidas en él, pues muchos fijadores se van
consumiendo durante la fijacién y disminuyen su eficacia al irse
diluyendo (el tejido tiene agua).

Cada fijador debe utilizarse una sola vez.

Toda la pieza debe estar sumergida. Se evita que flote poniendo un
papel de filtro encima (pulmon). Si por el contrario, se hunde, se pone
una gasa o un algodon debajo.

El tejido se echa sobre el fijador, y no al revés.

Los frascos se deben mover de vez en cuando para favorecer la
penetracién del fijador.

Cada fijador tiene un tiempo optimo de actuacion. El tiempo ideal es
el minimo necesario, pues si se prolonga demasiado la fijacién el
tejido puede endurecerse demasiado.

Hay varias caracteristicas fisico-quimicas que son importantes: la
presion osmotica del fijador puede hinchar los tejidos o contraerlos.
Esto no nos interesa porque altera la anatomia. El pH debe estar
entre 6y 8.
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TIPOS DE LIQUIDOS FIJADORES

Por su composicion:
- Fisicos
- Quimicos
o Fijadores simples
o Fijadores compuestos o mezclas fijadoras

Por su mecanismo de accidn:
Fijan por deshidratacion
- Alcohol
- Acetona
Fijan por formacidn de sales
- Bicloruro de mercurio
- Dicromato potdsico
- Acido picrico
Fijan por el cambio del estado coloidal
- Acido acético
- Acido tricloroacético
- Acido crémico
Fijan por reticulacion de proteinas
- Formalina
- Glutaraldéhido
- Tetréxido de osmio

PROPIEDADES DE LOS FIJADORES

Son conservantes porque tienen muchas propiedades, entre las que
destacan:
- Inhiben la accién de las enzimas intracelulares (evitan la autolisis).
- Son antisépticos, inhiben el crecimiento bacteriano (evitan la
putrefaccién), impidiendo el peligro de contagio para el manipulador.
- Coagulan el interior celular, haciendo insoluble a la célula.
- Endurecen el tejido, para que se corte fdcilmente, si fuera necesario.

FITADORES FisIcOs

- El calor
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- El frio (congelacion)
- La criodesecacion (congelacién a -50°C y eliminacion de agua a bajas
presiones).
Se utilizan por su simplicidad, pero en muchos casos se deben
descartar porque alteran irremediablemente las estructuras celulares.

FITADORES QUIMICOS
FIJADORES SIMPLES

Son soluciones simples, generalmente acuosas, de una sola sustancia. Los
mds usados son los siguientes:

- Alcohol etilico
Liquido incoloro, soluble en agua. Se suele usar en concentraciones desde el
70% hasta el 99,5% (absoluto).
Como fijador simple se usa para conservar ciertas enzimas pero fiene
muchos inconvenientes: disuelve las grasas y desnaturaliza las proteinas.
Encoge y endurece los tejidos, a no ser que se use a femperaturas bajo
cero.

- Formol
El formol o formaldehido es un gas que se utiliza en solucién acuosa al 35-
40%. Diluido al 10% es el fijador mds usado y dtil. Por su mecanismo de
accién, es un buen fijador de las grasas (no las disuelve) y también de los
hidratos de carbono. Con las proteinas, provoca polimerizaciones y
complejos de adicién. Tiene tendencia a degradarse a dcido férmico, y por
ello muchas veces se usa mezclado con alguna solucion tamponadora,
constituyendo el formol neutro.
No encoge los tejidos, pero si los endurece mucho. Pueden permanecer las
piezas en él mucho tiempo.

- Acido acético diluido
Es el mds antiguo fijador que se conoce. Se usa en una concentracién entre
el 0,3yel 15 %, pero no se utiliza solo.
Penetra muy bien y muy rdpidamente en los tejidos, no afecta a las grasas y
precipita las nucleoproteinas. Es bueno para fijar el ndcleo, pero dafa las
mitocondrias.

- Acido picrico
Es un sdlido cristalino, amarillo-blanquecino. Cuando se le extrae el agua
pasa a ser blanco, en cuya forma es inflamable y explosivo.
Precipita las proteinas, formando picratos (sales). Las soluciones hechas con
alcohol fijan bien los hidratos de carbono.
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Es el compuesto fundamental del liquido de Bouin, uno de los principales
fijadores compuestos.

- Acido crémico
Se utiliza en solucién acuosa (es muy soluble en agua). Precipita las
proteinas y raramente se utiliza solo, pues su accién sobre los tejidos es
violenta y destructora.

- Dicromato potdsico
Es una sal muy soluble y potente oxidante, por lo que es dtil para fijar los
lipidos. No produce precipitacién de las proteinas y disuelve la cromatina.
Se usa mucho en la conservacién de las vainas de mielina y los fosfolipidos
(previa fijacion en formol y en dicromato potdsico al 2-3 % durante 3-7
dias, para la fabricacién de bloques incluidos en parafina).

- Dicloruro de mercurio
Precipita las proteinas, por lo que se utiliza en muchos fijadores
compuestos. Deja, sin embargo, los tejidos cubiertos de un precipitado que
debe ser eliminado con una mezcla yddica.
Ademds, hace las coloraciones mds brillantes y firmes, pero dificulta la
inmunocitoquimica.

- Tetradxido de osmio
Es un fuerte oxidante, que deja a las estructuras celulares muy parecidas a
cuando estaban vivas. Es muy utilizado como fijador en microscopia
electronica.
Fija y tifie de negro simultdneamente las grasas. No precipita las proteinas.
Como inconvenientes encontramos que es muy voldtil e irritante para los
0jos y tiene escaso poder de penetracion.

- Acetona
Es muy soluble en agua y un poderoso disolvente para las grasas. Se usa, a
veces, en lugar del alcohol, para lograr una buena deshidratacion.
Ademds, la acetona absoluta a -5°C es muy Gtil para fijar tejidos cuyas
enzimas no se quieren destruir (lipasa y fosfatasa dcida, sobretodo). Es casi
el Unico fijador que no destruye las enzimas.

FIJADORES COMPUESTOS

Los fijadores simples no obtienen resultados dptimos, por lo que es
muy frecuente que se empleen mezclados. Esas mezclas se llaman fijadores
compuestos, y casi todos ellos se han confeccionado de manera empirica.

Las mezclas mds importantes son:
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- Alcohol-Formol
Se usa a veces como fijador para el nucleolo y el reticulo endopldsmico, en
estudios citoldgicos. También se utiliza en el desparafinado posterior al
corte.
Composicién: Alcohol absoluto 90 mL y formol 40%.

- Formol neutro
Ademds de fijador compuesto, forma parte de otras mezclas. La tendencia
del formol a degradarse a dcido férmico se neutraliza con gotas de solucién
de sosa o de carbonato sédico. Se comprueba la neutralizacion con papel
indicador o con pHmetro.
Composicién: Formol al 40% y gotas de solucion de sosa o de carbonato
sodico.

En este estudio se eligen cinco fijadores:
- Etanol

- Formol

- Liquido de Bouin acuoso

- Liquido de Bouin no acuoso

- Liquido de Winckler

El criterio seguido para la eleccidn de estos fijadores es por su
representatividad. El etanol fija por deshidratacion, el formol fija por
reticulacién de proteinas y el liquido de Bouin (acuoso y no acuoso) vy el
Liquido de Winckler forman parte de fijadores compuestos muy
utilizados. Posteriormente se detallara la composicion y caracteristicas
de estos fijadores.

Se usaron dos muestras por fijador. El nimero de muestras es tan
reducido por la dificultad de obtener corazones de cerdo sin cortes que
dafien su anatomia. El interés por su utilizacion se basa en la similitud del
corazén de cerdo con el de humano, siendo asi una herramienta muy
importante para la docencia de la Anatomia, como comentaremos mds
adelante.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Nos planteamos si es posible la mejora del proceso de Plastinacién con S-
10 a baja temperatura, tratando de economizar y conseguir un buen aspecto
de la pieza, mediante la utilizacién de varios fijadores.

Las variables de estudio son:
1) Peso
2) Aspecto de la pieza

El peso se controla en distintos puntos para ver el nivel de
deshidratacién que sufrieron las piezas. El aspecto de la pieza se valora
al final del proceso, una vez acabada la fase de polimerizacion o curado y
cuando ya esta lista para ser utilizada como herramienta docente.

Los objetivos del estudio son descubrir si la utilizacién de un fijador
con alto poder deshidratante hace que la pieza que se obtenga al final
muestre un aspecto idoneo para la visualizacién de estructuras.
Consiguiéndose asi economizar el tiempo y, en su caso, el coste.

Durante el transcurso de la técnica, se elimina la fase de lavado
previa a la deshidratacion con acetona que se describen en otros
estudios. Esto es porque aqui hos interesa saber de qué manera afectan
los fijadores al resto del proceso.
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MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

Los materiales utilizados en el estudio fueron corazones de cerdo de un
peso entre 360-640 g. La variabilidad del peso se debe a la conservacién de
estructuras mediastinicas interesantes para la docencia y a la variabilidad
debido a los distintos tamafios del animal. Esto se puede observar en la
tabla 1 de resultados. Se muestra la pérdida de peso durante el protocolo.

La justificacion de uso de este material pasa por su gran similitud
anatomica existente entre éste y el corazén humano. Lo que constituird un
recurso docente imprescindible en el estudio de la Anatomia en Medicina y
otras Ciencias de la Salud.

Se usaron 10 corazones de cerdo procedentes de matadero. La
limitacion en el nimero de muestras viene impuesta por la dificultad de
acceder a este tipo de material anatémico ya que la normativa europea
regula su comercializacion como uso alimentario y no con fines
investigadores.

i

Fig 2. Corazén de cerdo diseccionado e intubado.

2. Métodos

2.1.  Preparacion de muestra

2.2. Fijacién

2.3. Deshidratacion

2.4. Impregnacion

2.5. Polimerizacion o curado

2.6. Marcaje de las piezas. Preparacion docente

-11 -



MASTER DE BIOMEDICINA Optimizacién de la técnica de Plastinacion

2.1. Preparacion de muestra

En primer lugar se realizé un proceso de limpieza. En esta fase se
retird el tejido conjuntivo y pericdrdico. Se descubrieron los grandes vasos.
La limpieza se realizé con agua corriente para eliminar todos los restos de
sangre que pudieran obstruir el tejido. Asi quedé perfectamente preparado
para el paso siguiente.

Posteriormente, se intubaron los grandes vasos con tubos de goma de
una seccién de 1 cm? para evitar colapsos. Se marcaron con hilo de algodén
de dos colores (rojo y azul) para hacer una distincion entre los dos
corazones con el mismo fijador. Y se pesaron con una bdscula (marca
Shénker).

Las pesadas se realizaron previamente a la fijacién, a la
deshidratacién y a la impregnacion (tabla 1) para asi monitorizar todo el
proceso de pérdida de peso que se produce al eliminar el agua del tejido.

Este paso es muy importante ya que establece un control de una de
las variables ya planteada en la introduccién.

2.2. Fijacion

Se utilizaron cinco fijadores con distintas propiedades quimicas Un
fijador para cada dos corazones quedando ya justificado anteriormente. Se
quiere saber de qué manera puede interferir la composicion del fijador en el
aspecto final de la pieza (segunda variable propuesta)

Estos fijadores se consideran de interés para el estudio debido a su uso
habitual, ademds de ser fijadores representativos con distintos mecanismos
de accion.

Caracteristicas:

- Etanol al 96%

El etanol se preparé a partir de etanol absoluto. Se afiadié agua
destilada hasta conseguir la graduacion deseada. Se midio con un
alcoholimetro Gay-Lussac calibrado a 20°C.

Etanol absoluto. Marca Scharlau. Ref. 11472801/0012. 25 L. Densidad
0,79 g/cm’®

- Formalina (formaldehido al 4%)

La formalina se preparé a partir de formaldehido al 37% (comercial).
Se considera al 100%. Se diluye 10 veces con agua destilada para
conseguir el 10%. Quedando asi la concentracion deseada.
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Formaldehido al 37%. Marca Panreac. Ref. 141328.1214. 5 L. M=
30,03.

- Liquido de Winckler modificado” (mezcla de etanol al 96%,
formaldehido, fenol y agua destilada).
La disolucion contiene para 25 L:
2 L de Etanol al 96% (preparada como anteriormente se cita)
2 L de formaldehido al 37%
400 g de fenol (Marca Panreac. Ref. 144852.1211 M= 94,11. 1 Kg)
20 L de agua destilada

" Sin publicacién bibliogréfica. Por Prof. Jose M® de Castro Romero, Catedrdtico de Anatomia y
Embriologia Humana. Facultad de Medicina. Universidad de Cddiz.

- Liquido de Bouin acuoso (mezcla de Acido picrico, formalina y agua
destilada).
La disolucion contiene para 5 L:
45 g de Acido picrico (dcido picrico humedecido al 98%. Marca
Panreac. Ref. 151048.1610. M= 229,11. 500 g)
1,25 L de formalina (preparada como anteriormente se cita)
3,75 L de agua destilada

- Liquido de Bouin no acuoso (mezcla de dcido picrico, formaldehido al
4% y etanol al 96%).
La disolucion contiene para 5 L:
45 g de Acido picrico (dcido picrico humedecido al 98%. Marca
Panreac. Ref. 151048.1610. M= 229,11. 500 g)
1,25 L de formalina (preparada como anteriormente se cita)
3,75 L de etanol al 96% (preparada como anteriormente se cita)

Se sumergieron las piezas en el fijador dentro de un tanque de 30 L
de capacidad, quedando bien cubiertas por el liquido.

Los tiempos de cada fijador dependen del aspecto macroscdpico de la
pieza. Esta debe tener cierta consistencia, color, dureza. Asi se determina
el buen estado de fijacion. En este sentido, nuestra experiencia en el uso de
materiales anatémicos nos da criterio para ello.

2.3. Deshidratacidn

Al finalizar el proceso de fijacion, las piezas pasaron a la fase de
deshidratacién con acetona. Este proceso debe hacerse de manera
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progresiva para que el tejido no se retraiga. Para ello, se procedié a la
inmersion de las piezas en acetona al 90% y posteriormente en acetona
absoluta.

Se eligié la acetona para esta fase, aun siendo mds cara, ya que se
obtienen piezas menos oscuras y de tfextura menos dura y menos seca.

En primer lugar se sumergieron en acetona al 90% durante 3 semanas,
en tanques de 30 L. Se dejaron cubiertas las piezas totalmente.

Esta acetona se preparé a partir de acetona absoluta (Marca Panreac.
Referencia 161007.0616. 25 L. M= 58,08), a la que se le afiadié agua
destilada y se midié con un acetonémetro la graduacién, hasta llegar a 90°.

Como pasos finales, se cambiaron a un baifo de acetona absoluta
durante una semana y finalmente a un dltimo bafio de acetona absoluta
durante también una semana.

Se midieron las graduaciones de la acetona para monitorizar el
proceso y ver que efectivamente se ha producido una deshidratacidn
progresiva; al finalizar cada bafio (tabla 2).

2.4. Impregnacién
La fase de impregnacion consiste en el intercambio de acetona desde

el interior del tejido hacia el exterior, a la vez que se produce una entrada
de la silicona. Todo ello forzado con una bomba de vacio.

Fig 3. Estructura quimica de una silicona. Disposicion espacial de los grupos.
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El material que nuestro equipo ha empleado:

- Arcén congelador horizontal 180 cm x 60 cm x 86 cm (mantiene la
temperatura deseada: -20 °C)

- Tanque de acero inoxidable, con dos cristales de vidrio templado,
reforzado 115 cm x 45 cm x 53 cm. Para hacer el vacio en su interior.

- Recipientes de pldstico 39 cm x 57 cm x 40 cm. Se llena de la mezcla
de impregnacion.

- Bomba de vacfo. Marca Vacuubrand. Modelo RZ16. 18 m*/h.

- Cestas de fibra de fibra de vidrio. Se usan para evitar pérdidas de
piezas pequefias en el tanque.

- Sonda de temperatura de control.

- Manémetro de Bennert. Mide presiones en mmHg. Se usa al final del
proceso.

- Manémetro de esfera. Mide presiones en mbar. Se usa al principio del
proceso.

- Vadlvula de bola. Poca precision. Para altas presiones.

- Vdlvula de aguja. Mucha precisién. Para bajas presiones.

- Tubos de pldstico

- Tubos de de hierro

- Gatos (4 unidades)

Fig 4. Equipamiento necesario para la fase de Impregnacién
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El proceso comenzé con una desgasificacién de la mezcla de siliconas
(510, polialquilsiloxano, y S3, endurecedor con estafio) de los tanques para
evitar cualquier resto de acetona residual que pudiera permanecer tras la
dltima impregnacion.

Los pasos que se siguieron son:

- Se calento la bomba durante 15 minutos

- Se cerré el tanque hermética y cuidadosamente, ayuddndose con los
gatos

- Se desgasificé la mezcla haciendo vacio. Posteriormente, se
sumergieron las piezas.

- Se dejaron a presion atmosférica durante 24 horas para que
comenzara la difusion de la silicona y la acetona a través del tejido
sin brusquedad

- Se inicid la fase de impregnacion propiamente dicha

El objetivo es hacer el vacio en el interior del tanque de forma
progresiva.

Se fij6 la presion en 210 mbar, una vez comenzado el vacio se
observaron burbujas medianas de forma esporddica. Esto indicé el inicio
de la impregnacidn, en la que comenzo el intercambio entre la acetona
que ha deshidratado al tejido y la mezcla de siliconas que se encuentran
en el tanque.

La impregnacién duré 9 dias en los que se fue disminuyendo la presién
poco a poco. Siendo la cantidad de burbujas el condicionante de este
aumento. Los primeros dias se observaron burbujas de pequefio tamaiio y al
final de la impregnacién burbujas grandes que ya no consiguen estallar
(tabla 3). Indicador de que el proceso estd llegando a su fin.

Una vez finalizado el proceso se apagé la bomba y se dejé que el vacio
se perdiera paulatinamente hasta el dia siguiente que se dejaron
escurriendo los corazones a -20 °C, cambidndolos de posicién
ocasionalmente para conseguir un mejor resultado. Tras 24 horas, las piezas
pasaron a femperatura ambiente para conseguir eliminar la mayor cantidad
posible de la mezcla de siliconas procedente de la impregnacién. Una buena
eliminacion de siliconas hace que la polimerizacién posterior no deje tanto
residuo.

Después de 5 dias, se introdujeron en el frigorifico a 4 °C para
preenfriarlos previamente al corte (durante foda la noche). Se cortaron los
corazones con una sierra (marca Medoc. BRG 400. L= 3155 mm). Se
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escogieron cortes que ayudaran a una buena visualizacién de las estructuras
internas para la docencia.

Al dia siguiente se perfeccioné la diseccion que ya se inicié previo al
proceso de Plastinacion, en la que se retiré parte del tejido conjuntivo.

Tras detectar un olor intenso a acetona en las cavidades internas, se
procedié a realizar una RE-IMPREGNACION para conseguir unos mejores
resultados en cuanto al aspecto y conservacion de la pieza anatémica. Esto
no es necesario en todos los casos.

El procedimiento utilizado fue:

1. Una inmersion en acetona absoluta durante 5 dias (con dos
mediciones de la graduacién)

2. Desgasificacion

3. Inmersion en silicona a presion atmosférica

4. Re-impregnacion

Se prepararon dos tanques de acetona absoluta y se introdujeron en el
congelador a - 20 °C.

Los corazones se agruparon de 5 en 5 (por fijadores) y se refrigeraron a
4°C para que estuvieran preenfriados antes del paso siguiente y asi evitar
alteraciones bruscas de temperatura.

Al dia siguiente se sumergieron las piezas en acetona. Se hizo la primera
medicién a los dos dias de la re-deshidratacidn, en la que no se apreciaron
diferencias. Se mantuvo la graduacién a 100°,

Se desgasificé la mezcla de siliconas S10+S3 para eliminar todos los
residuos de acetona disuelta que pudiera haber quedado de la impregnacion.
Las piezas se quedaron sumergidas a presion atmosférica hasta el dia
siguiente.

Al quinto dia se volvio a hacer la medicion de la acetona y tampoco
mostro variacion.

Se comenzé la re-impregnacién. La presion se fijé inicialmente a 320
mbar. En esta ocasion el proceso fue menos extenso ya que las piezas sélo
debieron intercambiar la acetona que tienen en las cavidades internas. La
monitorizacidn se hizo de igual forma que la impregnacion (tabla 4).

Una vez finalizada la re-impregnacion se pusieron a escurrir las

piezas a -20 °C en primer lugar y posteriormente a temperatura ambiente.
Procediendo de la misma manera que en la fase de impregnacion.

-17 -



MASTER DE BIOMEDICINA Optimizacién de la técnica de Plastinacion

2.5. Polimerizacidn o curado

Se introdujeron los corazones seccionados y escurridos en la cdmara

de polimerizacion o curado. Estas cdmaras se mantuvieron cerradas
herméticamente. Contenian el polimero voldtil de silicona, S6, que provocé la
reticulacién del polimero de silicona introducido mediante la impregnacion.
Se consiguié asi el endurecimiento total de la pieza y la fijacion definitiva
de su posicién.
Este proceso se tiene que llevar en unas condiciones de minima humedad.
Para ello, se utilizé Gel de Silice como agentes desecante. De esta manera el
proceso serd mds rdpido ya que las moléculas de polimero (voldtil) no
tendrdn que competir con las de agua, que puedan estar en el ambiente.
También posible utilizar cloruro cdlcico como desecante pero éste no
permite su reutilizacién como en el caso del Gel de Silice que tras un
calentamiento en estufa elimina tfoda el agua absorbida.

Dia a dia se renovo el desecante, reponiendo el polimero y cambiando
de posicién las piezas para evitar los ciimulos de silicona en la superficie. En
primer lugar, se polimerizé la superficie y posteriormente la estructura
interna. Dependiendo del tamafio de la pieza es recomendable que la pieza
se encuentre en la cdmara de polimerizacion de una a dos semanas. Un
mayor tiempo de exposicion asegura que la red tridimensional que se forma
al reticularse el polimero esté totalmente formada. Los corazones, para
asegurar una buena polimerizacidn, se dejaron durante 4 semanas.

2.6. Marcaje de las piezas. Preparacion docente

Una vez que se obtuvieron las piezas se procedié a sefialar las
estructuras anatémicas con alfileres con punta redonda y coloreada. Las
letras nos indican el corazon al que se refiere y los nimeros corresponden a
una estructura que va descrita en fichas. Asi, se facilitara el estudio al
alumno de Anatomia. (Fichas anexas).
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RESULTADOS

Se redliza la pesada de las piezas para hacer una monitorizacion
sobre el mayor o menor contenido de agua en el tejido. Para ello se escogen
varias etapas: pre-fijacion, pre-deshidratacion y pre-impregnacion,
coincidiendo con periodos claves de la técnica.

En la tabla 1 se observa una disminucion del peso (gramos) conforme
avanza el proceso de Plastinacidn.

En el caso del Etanol, fijador con cardcter deshidratante, se ve
disminuido el peso de la pieza ya en las dos primeras medidas, al igual que
ocurre con el Bouin no acuoso (en etanol).

En los casos de fijadores acuosos (Formalina, Winckler y Bouin
acuoso) se produce un aumento del peso tras la fijacion ya que éstos actidan
rehidratando la pieza.

Cuando la medida se hace en la pre-impregnacion el peso ha
disminuido considerablemente. En este momento las piezas han sufrido una
deshidratacidn severa, y por tanto, su peso es menor. Recordemos que esto
es absolutamente necesario, pues la ausencia de agua es lo que asegura la
entrada del polimero.

Tabla 1. CONTROL DE LA PESADA DE LOS CORAZONES

| PESO (GRAMOS) |

FITADOR/MARCAS | PRE- PRE- PRE-
FITJACION | DESHIDRATACION | IMPREGNACION

ETANOL (ROJO*) 430 420 400
ETANOL (AZUL) 510 440 410
BOUIN NO ACUOSO | 550 400 330
(ROJO)

BOUIN NO ACUOSO | 520 480 400
(AZUL)

FORMALINA (ROJO) | 360 390 290
FORMALINA (AZUL) | 440 450 280
WINCKLER (ROJO) | 500 510 320
WINCKLER (AZUL) | 480 490 380
BOUIN ACUOSO | 640 650 360
(ROJO)

BOUIN ACUOSO | 550 570 340
(AZUL)

*Marca para la identificacién por parejas de los corazones.

-19 -




MASTER DE BIOMEDICINA Optimizacién de la técnica de Plastinacion

En la fase de deshidratacion es imprescindible la medida de la
graduacion de las acetonas donde se sumergen las piezas. Asi se sabrd en
qué porcentaje el corazén intercambia el liquido fijador en el que
previamente se ha sumergido por la acetona. Una graduacion muy alta estard
relacionada con un grado de deshidratacién mds idéneo para la siguiente
fase de impregnacidn.

Valores iguales o superiores a 98° muestran una deshidratacién
aceptable para la técnica. En la tabla se recogen estos valores. La toma de
muestra se realiza a -20 °C pero el acetonémetro utilizado estd calibrado a
20 °C con lo que se hace necesario el calentamiento progresivo a
temperatura ambiente de esta acetona. La variabilidad de grados se corrige
mediante la férmula:

X=6+04(T-20)

Donde:

X: 6rado de acetona real

G: Grado de acetona leido

T: Temperatura de la mezcla

Tabla 2. CONTROL DE LA DESHIDRATACION DE LOS CORAZONES

| GRADUACION DE ACETONA |

FIJADOR TEORICA REAL TEORICA REAL
(PRIMER (PRIMER (SEGUNDO (SEGUNDO
PASE) PASE) PASE) PASE)
FORMALINA 84° 83° 99° 100°
ETANOL AL 96% 88 5° 88 5° 98 5° 99,7°
BOUIN NO | 86, 5° 86 5° 99° 100°
ACUOSO
WINCKLER 85° 86,6° 98 5° 99,7°
BOUIN ACUOSO 83 ,5° 85 1° 98° 99 2°

NOTA: Los cdlculos reales estdn hechos a partir de datos tomados a temperaturas
distintas a las de calibracién del acetonémetro que es 20°C

Durante la fase de impregnacién se hizo un seguimiento amplio de
cada paso. Desde el momento en que se comienza a desgasificar hasta que
se rompe el vacio. La tabla que se adjunta muestra todas las presiones a las
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que se ha ido llegando al comenzar a hacer el vacio en la cdmara. Esto se
hace de manera muy progresiva para evitar retracciones del tejido.

Tabla 3. CONTROL DE LA IMPREGNACION

FECHA |HORA | PRESION PRESION OBSERVACIONES
ANTERIOR POSTERIOR

4/6/12 -- DESGASIFICACION

5/6/12 - INCLUSION A P ATMOSFERICA

6/6/12 12:30 -- 210 mbar

6/6/12 14:13 210 mbar 150 mbar

6/6/12 16:20 115 mbar 115 mbar

6/6/12 18:17 115 mbar 115 mbar

7/6/12 8:00 100 mbar 80 mbar

7/6/12 10:30 80 mbar 60 mbar

7/6/12 14:40 60 mbar 50 mbar

8/6/12 8:05 20 mmHg 16 mmHg

8/6/12 11:00 15 mmHg 11 mmHg

8/6/12 14:00 11 mmHg 8 mmHg

9/6/12 14:30 7 mmHg 6 mmHg

10/6/12 | 20:00 6 mmHg 6 mmHg

11/6/12 | 8:00 6 mmHg 6 mmHg

12/6/12 | 8:15 6 mmHg 5 mmHg

12/6/12 | 12:20 4 mmHg 3 mmHg

12/6/12 | 14:20 3 mmHg 3 mmHg

13/6/12 | 8:00 3 mmHg 3 mmHg

13/6/12 |12:00 | 3 mmHg 760 mmHg SE ROMPE EL VACTO

FIN DE LA IMPREGNACION

Para la re-impregnacién se hizo el mismo control de presion. En este
caso la variabilidad de presiones es menor. Se comienza a presiones mds
bajas y se disminuye mds rdpido debido a que el intercambio de acetona por

silicona en el tejido es menor que en la impregnacion.
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Tabla 4. CONTROL DE LA RE-IMPREGNACION

FECHA |HORA | PRESION PRESION OBSERVACIONES
ANTERIOR | POSTERIOR
2/7/12 -- DESGASIFICACION
3/7/12 - INCLUSION A P ATMOSFERICA
4/7/12 | 10:00 -- 185 mbar
5/7/12 | 9:00 160 mbar 100 mbar
5/7/12 12:00 80 mbar 7 mmHg
5/7/12 13:45 7 mmHg 7 mmHg
6/7/12 9:30 7mmHg 2 mmHg
7/7/12 | 12:30 O mmHg 0 mmHg SE ROMPRE EL VACTO
FIN DE LA RE-IMPREGNACION

La finalidad de este proyecto es sobretodo docente, aunque también
museistico. Por ello las mejoras que se buscan son para facilitar el estudio
de las estructuras anatomicas por parte de los alumnos de Medicina y otras
disciplinas relacionadas con las Ciencias de la Salud. Por eso afirmdbamos
que la utilizacién del corazén de cerdo se debe a la gran similitud con el
corazén humano.

El proyecto concluye con la preparacién de los corazones. Se fijan
ndmeros a las estructuras del corazon y se relacionan en una ficha anexa.
Asi estard el material listo para las prdcticas.

FICHAS:

A. CORTE ANATOMICO VENTRICULOS 1ZQ.||C. CORTE CORONAL CARDIACO.
Y DCHO. RELACIONES CON APARATO
1. AORTA (Ao) : DIGESTIVO Y RESPIRATORIO.

2. TRONCO BRAQUIOCEFALICO IZQ. 1. ESOFAGO.
3. VENA CAVA SUPERIOR. 2. AP. RESPIRATORIO
4. TRONCO PULMONAR. (bronquio y subdivision).
5. VENAS PULMONARES. 3. VC SUPERIOR.
6.  AURICULA DERECHA (AD). 4. RECESO TRANSVERSO.
7. VENTRICULO DERECHO (VD). 5. TABIQUE
8. AURICULA IZQUIERDA (Al). INTERVENTRICULAR
9. VENTRICULO IZQUIERDO (VI). MEMBRANOSO.
6. ORIFICIO AURICULO-
VENTRICULAR.
7. MUSCULO PAPILAR.
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13. TABIQUE
INTERVENTRICULAR.

14. EPICARDIO.

15. MIOCARDIO.

16. ENDOCARDIO.
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9.
INTERVENTRICULAR
ANTERIOR. (Para art.
Interventricular anterior /DAI/y
v. cardiaca mayor).

10. SURCO ARTERIA
CIRCUNFLEJA.

11. SURCO ART. MARGINAL
1Z2Q.

12. SURCO ART. MARGINAL
1ZQ. DEL VI acompanada de
vena cardiaca menor.

13. SURCO
INTERVENTRICULAR
POSTERIOR para art.
Descendente posterior
(DP)+vena cardiaca media.

SURCO
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CORAZONES DE CERDO PLASTINADOS (Marcados):

Fig b. Corazén plastinado utilizando Etanol como fijador (C)

Fig 6. Corazén plastinado utilizando Etanol como fijador (F)
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Fig 7. Corazén plastinado utilizando formalina como fijador (A)

Fig 8. Corazén plastinado utilizando formalina como fijador (J)
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Fig 9. Corazones plastinados utilizando Liquido de Winckler como fijador (D)

Fig 10. Corazones plastinados utilizando Liquido de Winckler como fijador (I)
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Fig 11. Corazones plastinados utilizando Liquido de Bouin acuoso como fijador (B)

Fig 12. Corazones plastinados utilizando Liquido de Bouin acuoso como fijador (G)
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Fig 14. Corazdn plastinado utilizando Liquido de Bouin no acuoso como fijador (E)
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DISCUSION

A la vista de los resultados, podemos afirmar que en relacién a las
distintas pesadas, hay una disminucién importante del peso de los corazones
conforme avanza el proceso de Plastinacion. Encontrdndose el momento
previo a la impregnacién como punto dlgido. Estos resultados son acordes a
lo esperable salvo en que el fijador que muestra mds reduccién de peso es el
liquido de Bouin acuoso y ho el etanol como seria previsible seguln lo visto en
la introduccidn. La acusada diferencia se puede deber a que en el proceso,
ademds de que haya una pérdida de agua, también la hay de grasa, ya que los
fijadores utilizados no son totalmente polares. El cierto cardcter lipéfilo de
los componentes del Liquido de Bouin hacen que haya grasas que se disuelvan
total o parcialmente y ello conlleve a una pérdida de peso importante, unido
al poder deshidratante (tabla 1). En la composicién quimica del Liquido de
Bouin y Winckler tenemos compuestos de baja polaridad como el dcido
picrico (trinitrofenol) y el fenol. Su composicion y geometria molecular hace
que no se puedan formar puentes de hidrdgeno con el agua y asi conseguir
una interaccion molecular que permita la solubilizacién. De este modo, la
pieza sufrird pérdidas de peso debidas a la pérdida de agua, y de otros
componentes de otra naturaleza.

Las mediciones realizadas en la fase de deshidratacién son para
controlar la graduaciéon de la acetona. En todos los casos, después del
segundo pase, los valores son superiores a los 98° con lo que se considera
apto para la fase posterior. Prdcticamente, ausentes de agua estardn
preparados para permitir la infiltracién de una sustancia lipéfila como la
silicona.

Para realizar la deshidratacién utilizamos acetona. El coste econémico
en el caso de ésta es mayor que en el caso del alcohol absoluto pero el color
final de las piezas con acetona es mds natural y provoca menos retracciones
en el tejido que las deshidratadas con alcohol. Esto nos lleva a decantarnos
por la primera. En la fijacién, el uso de alcohol de 96° frente al alcohol
absoluto se realiza por ser mds econémico.

Los valores recogidos en las tablas de presiones de la impreghacion y
reimpregnacion se fijan en funcion de las burbujas que aparezcan en el
interior del tanque al hacer el vacio. La acetona tiene un punto de
inflamacidn <-18 °C con lo que al estar el tanque a -20°C es mds favorable
su volatilizacién. El aumento de la presién en el interior del tanque también

-30 -



MASTER DE BIOMEDICINA Optimizacién de la técnica de Plastinacion

contribuye. Dependiendo de la concentracién de acetona el burbujeo serd
mayor o menor.

La impregnacion de corazones de cerdo realizada a temperatura
ambiente (22-25 °C) dura 4 semanas mientras que la impregnacion a bajas
temperaturas (-20 °C) dura 3 semanas®. En ambos casos se obtienen los
mismos resultados, con lo cual, la impregnacién a temperatura ambiente,
podria ser un método alternativo en el que se ahorrarian costes ocasionados
del enfriamiento. Sin embargo, a bajas temperaturas, ademds de disminuir
el tiempo en esta fase, el polimero de silicona conserva mejor sus
propiedades a estas temperaturas y evita su deterioro. Una alta
temperatura supondria una polimerizacién previa con su consiguiente
endurecimiento. Algo que dificultaria bastante su entrada por los
intersticios de la pieza.

Para valorar el aspecto de las piezas tenemos en cuenta el color. Este
debe ser agradable a la vista, lo mds parecido al drgano original, que
mantenga las relaciones con estructuras vecinas -vasos, nervios, etc- tan
importantes en anatomia. En la fijacién con Liquido de Bouin tanto acuoso
como nho acuoso, ho se consigue del todo. El dcido picrico deja un color
amarillo intenso en el epicardio que desvirtia el aspecto real de la pieza. En
el caso del miocardio y endocardio si que se pueden observar
adecuadamente las estructuras sin que resulten tefiidas. Fijadores como la
formalina y el Liquido de Winckler mantienen una coloracién bastante
natural (mds blanquecina cuando el contenido en grasa es mayor). En el caso
del etanol, se produce una retraccidon del tejido. Esto es muy importante
para piezas en los que la disposicion espacial es clave para el estudio.
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CONCLUSION

La técnica de Plastinacién ha supuesto un avance en el estudio de la
Anatomia. Con este estudio nos hemos replanteado las condiciones del
proceso de Plastinacién. Teniendo en cuenta que desde las primeras
descripciones, hasta nuestro estudio nadie se ha planteado alternativas al
protocolo bdsico. Nuestras conclusiones son:

1.- Existen alternativas al protocolo elemental que merecen ser
analizadas; y que rentabilizarian mucho las posibilidades que se tienen a la
hora de elegir un fijador para un tejido y de qué manera ello afecta a su
aspecto final.

2.- A la luz del proceso fijador y/o deshidratador, exclusivamente,
pensamos que de los fijadores usados el mds oportuno es la formalina.

3.- Ahora bien, desde un punto de vista global que incluya la toxicidad
del paraformaldehido, las propiedades quimicas (como la polaridad) y la
utilizacion de piezas histoldgicas concretas, como segunda opcion igualmente
vdlida a tener en cuenta seria el Liquido de Winckler.

4.- El proceso alin puede ser mejorado. Otros estudios deben ir
encaminados a optimizar la técnica en cuanto a una disminucién de los
costes, del tiempo y la experimentacién, fundamentalmente centrando la
atencién en el uso de otros polimeros pldsticos con los que se podrian
obtener resultados que tendriamos que valorar.
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