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Development of a Sheet Plastination Protocol with Polyester Resin Applied to Human Brain Slices

Marco Guerrero!? Claudia Vargas'*, Eduardo Alarcén* Mariano del Sol® & Nicolas Ernesto Ottoné>*®

GUERRERO, M.; VARGAS, C.; ALARCON, E.; DEL SOL, M. & OTTONE, N. E. Desarrollo de un protocolo de plastinacion de
cortes con resina poliéster aplicado a secciones de cerebro himwahdviorphol., 37(4)1557-1563, 2019.

RESUMEN: La plastinacion es una técnica anatémica de conservacion cadavérica creada en 1977 por Gunther von Hagens, en
Heidelberg, Alemania, y que sustituye los liquidos biolégicos y/o de fijacion por acetona, para luego impregar las mudistirsison
resinas, dependiendo de la técnica de plastinacion desarrollada, para finalmente llevar a cabo la polimerizacion de ldexompone
incorporados a las muestras, para obtener muestras bioldgicas secas y totalmente duraderas. El objetivo de este ti@leajo consist
desarrollar un protocolo de plastinacién de cortes con resina poliéster (Biodur® P40) en secciones de 3 mm de espesor de cerebr
humano. La muestras fueron fijadas y conservadas con formalina al 10 %. Los cerebros luego fueron seccionados con una maquina
cortadora de tejidos, obteniéndose laminas delgadas de 3 mm de espesor. Inmediatamente los cortes de cerebro fueran colocados e
deshidratacion en acetona al 100 %, a -25 °C, durante 7 dias el primer bafio de acetona, y durante otros 3 dias méasdpdrafe seg
de acetona. Una vez deshidratados los cortes, estos fueron colocados en resina poliéster Biodur® P40 y se llevé a gahoidemimpre
forzada de los cortes, en camara de vacio a temperatura ambiente (20 °C). Una vez finalizada la impregnacion forzamea e proced
etapa de curado, la cual en primer lugar consiste en el armado de las camaras de curado dentro de las cuales se colesa@m los ¢
resina poliéster. Las cadmaras de curado fueron colocadas bajo luz UV para acelerar la polimerizacion del poliésteelypiioaéizar
de plastinacion. Se logr6 desarrollar satisfactoriamente en el Laboratorio de Plastinacion y Técnicas Anatémicas deléad\deiersi
Frontera un protocolo de plastinacién de cortes con resina poliéster, obteniendo una excelente conservaciéon de coresale cerebr
diferenciacion de sustancias gris y blanca, y conservacién de todas las caracteristicas morfoldgicas.

PALABRAS CLAVE: Plastinacion de Cortes; Resina poliéster.

INTRODUCCION

El desarrollo de técnicas anatdmicas para fijar y pree en una primera etapa por acetona, con su correspodiente
servar vivié una revolucion por la aparicién de la técnica geoceso de deshidratacion. Posteriormente, la acetona es sus-
plastinacién, creada por el profesor Gunther von Hagens tinida por medio de un proceso de impregnacion forzada al
1977 en Heidelberg, Alemania, y posteriormente diversificadacio (ya sea en frio o temperatura ambiente) por una mezcla
y desarrollada por varios centros de investigacion en los Ultie silicona con su correspondiente catalizador. Finalmente,
mos afios (Fasek al, 1988; Cook & Al-Ali, 1997; Steinke, una vez reemplazada toda la acetona por esta mezcla de
2001; Shahaet al, 2007; Sorat al, 2003; Sora & Cook, silicona-catalizador, la muestra es sometida a un proceso de
2007; Al-Ali et al, 2009 ; Soakt al, 2010; Ottone, 2013; curado, en el cual se acelera la polimerizacion de la mezcla,
Scaliet al, 2015; Ottoneet al, 2014, 2015, 2016, 2018a,b; para lograr alcanzar el objetivo final de la técnica, que es es
Ottone, 2018; Prietet al, 2019). La técnica de plastinacionobtener preparaciones secas con cierto grado de rigidez y/o
consiste en la eliminacion de los liquidos de fijacion de ldexibilidad y que pueden mantenerse durante largos perio-
muestras biolédgicas, por lo general formalina, y su reempldes de tiempo (Ottoret al., 2015, 2018b).
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La plastinacién de cortes con resina poliéster fue dseccién de muestrad.os cerebros fueron seccionados en
sefiada por von Hagens para conservar permanentemddmeinas de 3 de espesor con una maquina cortadora con sie-
cortes de tejido, inicialmente cerebral, dentro de una lamirra de acero inoxidable. Los cortes se colocaron entre reji-
rigiday duradera de resina curada (von Hageak 1987). llas perforadas cuadriculadas, superponiédolas una encima
Posteriormente, esta técnica también comenzé a usarse paréa otra y quedando entre medio las secciones de cerebro
plastinar otras regiones corporales (Ottone, 2018; O#toney cerebelo, manteniéndo los cortes separados, para que pue-
al., 2018b). dan deshidratarse correctamente. Estas rejillas deben ser

anudadas con hilo de pescar, formando un paquete, para ase-

El objetivo del presente trabajo es desarrollar el prgurar que no se desplacen los cortes (Fig. 1). Este paquete
tocolo clasico de plastinacion de cortes con resina poliéstpre queda armado es sumergido posteriormente en la
(Biodur® P40) de secciones de cerebro, estandarizandcesetona, para dar comienzo al proceso de deshidratacion, y
uso en muestras humanas, estableciendo detalles caractsifisdesarmarlo, una vez finalizada la deshidratacion, este
ticos y de diferenciancion en los protocolos desarrolladpaquete se sumergird en la resina poliéster para el proceso
por otros grupos de investigacion. de impregnacion forzada.

MATERIAL Y METODO

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio ¢
Plastinacién y Técnicas Anatdmicas, de la Facultad de Odt
tologia de la Universidad de La Frontera (UFRO), Temuc
Chile. A su vez, se ha contado con el apoyo del Centro
Excelencia en Estudios Morfolégicos y Quirlrgicos
(CEMyQ) y del Programa de Doctorado en Cienci
Morfolégicas. , =
Fig. 1. Muestras dispuestas entre rejillas perforadas conformando,

El protocolo de plastinacion de cortes con resin@D su conjunto, un paquete que permite movilizar todas las mues-
poliéster fue realizado con equipamiento desarrollado plb#S €n conjunto evitando el desplazamiento de los cortes, y asegu-
el Laboratorio de Plastinacién y Técnicas Anatémicd?ndo su correcta deshidratacion y posteriormente impregnacion.
(UFRO). El poliéster utilizado fue adquirido a la empresa
Biodur (Biodur® P40). El resto de los insumos fueron obtéeshidratacion. Se deshidrataron las secciones de cerebro
nidos localmente en Chile. en dos bafios consecutivos de acetona al 100 %, a -25 °C. El

porcentaje de acetona debe controlarse durante todo el pro-
Protocolo de Plastinacion de Cortes con Resina Poliésterceso de deshidratacion, que dura 10 dias. La duracion del

primer bafio de acetona fue de 7 dias, reduciéndose el por-
Fijacion de las muestrasLos cerebros, para asegurar unaentaje de acetona en 97 %. El segundo bafio de acetona
consistencia adecuada, y evitar una excesiva retraccion durd 3 dias, alcanzando la acetona un porcentaje final de
rante el proceso de plastinacion, requieren ser fijados @5 %, con lo cual se dio por finalizada esta etapa.
formalina al 20 %, durante un minimo de 60 dias. En este
sentido, lo ideal es comenzar con concentraciones de 5, lldpregnacion forzada.Este paso consiste en la extraccion
15 % de formalina, con cambios sucesivos iniciales de uda la acetona y su reemplazo por resina poliéster mediante
semana, alcanzando la cuarta semana una concentracioladgneracion de vacio dentro de una camara de vacio a tem-
formalina al 20 %, dejando la muestra en esta concentperatura ambiente (20-22 °C). Se lleva a cabo la reduccién
cién durante 30 dias mas. Se debe eliminar de los cerebdes]a presion, durante 24 horas, desde 760 mmHg hasta los
previo a la fijacion, la duramadre y todos los vasos sang@® mmHg. Aplicamos el proceso de impregnacion forzada
neos, para facilitar la penetracion de la formalina en el tegetiva-pasiva (Ottonet al, 2015), con dos fases de 8 horas
do nervioso. La fijacion debe realizarse por inmersion. de impregnacion forzada activa (16 horas en total con bom-

ba de vacio activada) separadas por una fase intermedia de
Lavado de las muestrasPrevio al corte, los cerebros de-8 horas de impregnacion forzada pasiva (con bomba de va-
ben ser lavados en agua corrientes durante un minimoafie apagada). La extraccion de la acetona y su reemplazo
una semana, para eliminar el exceso de formalina presepte la resina poliéster es visualizada por la aparicién de bur-
en los tejidos previo a la seccién de los mismos. bujas, que es la acetona que esta siendo extraida (Fig. 2).
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nacion forzada, visualizandose la correcta impregnaciéon de los
mismos.

de 5 mm de espesor, y se mantuvieron juntas utilizando bro-
ches de papel, los cuales fueron colocados en todos los lados
de los vidrios, abarcando vidrio + goma de silicona + vidrio
(Fig. 4). De esta manera quedd armada la camara con una
abertura superior, a través de la cual se incorporé el poliéster
y luego los cortes de cerebro y cerebelo correspondientes.
Antes de cerrar la camara de curado, se introdujo una bolita
de acero, la cual tiene como funcion, una vez cerrada la cé-
mara de curado, y al aplicar sobre la misma un iman, la mo-
n\{gizggién d(_e los cortes de mues,,tra para permitir su_correcto
gsicionamiento dentro de la camara de curado (Fig. 5).

Fig. 2. Burbujeo caracteristico de la impregnacion forzada, e
cual las burbujas representan la acetona que esté siendo extrg
del interior de los cortes, ocupando su espacio la resina polié
para asegurar la impregnacion de las muestras.

Una vez finalizado el burbujeo ha finalizado la impregna
cion forzada, ocurriendo esto al alcanzar los 20 mmHg,
la parte final de la segunda fase de 8 horas de impregnad
forzada activa (Tabla I).

Tabla I. Proceso de impregnacion forzada activa-pasiva.

Fase Impregnacion Tiempo Presion
For zada (horas) (mmHg)
Activa 8 760 — 150
Pasiva 8 150
Activa 8 150-20

Armado de camaras planas de curaddJna vez finalizada
la impregnacion forzada, los cortes estan listos para ser
corporados en las camaras planas de curado (Fig. 3).
cortes de cerebro y cerebelo fueron extraidos de la regd
poliéster y fueron colocados dentro de camaras planas p -
llevarlos a la etapa de curado. Estas camaras planas Consig-4. incorporacion de los cortes de cerebro dentro de las cama-
tieron en dos placas de vidrio de 3 mm de espesor, las cuaéasplanas de curado. Observar el llenado con poliéster dentro de
se enfrentaron entre si separadas por una goma de siliceganismas camaras.
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Curado. Las camaras planas de curado fueron colocadas
en luz UV para acelerar el proceso de polimerizacion de la
resina poliester y obtener un endurecimiento de la misma
(Fig. 6). En 12 horas se logro endurecer la resina poliester
con las muestras en su interior (Fig. 7).

RESULTADOS

7

Se logr6 desarrollar correctamente el protocolo de
plastinacion de corten resina poliéster, estableciendo di-
ferencias en el proceso de impregnacion forzada. A partir de
este protocolo se obtuvieron cortes de cerebro conservados
en su morfologia, con una clara diferenciacion de la sustancia
gris y blanca, con conservacion de las caracteristicas
morfolégicas de las muestras. Los cortes conservados en resi-
na curada permiten su facil y biosegura manipulacion, sin
necesidad de utilizar proteccion personal para su uso.
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DISCUSION

Los protocolos de plastinacion de cortes con resina
’ poliéster, si bien fueron destinados en su inicio para la pre-
Flg 5. Camaras de curado cerradas con el materlal anatomicdghvacion de cortes de cerebro, por su finalidad de diferen-
su interior, listas para ser colocadas en exposicién directa a @iacion de sustancia gris y sustancia blanca, también puede
ultravioleta para el proceso de curado. ser extendida a cualquier regién anatémica, teniendo en cuen-

Fig. 6. Camaras de curado colocada en el sistema de exposicion a luz ultravioleta.
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[ \ > d
Fig. 7. Proceso de plastinacion de cortes con resina poliéster finalizado, visualizacion de los cortes de cerebro gtosrpasiskr
utilizados en docencia e investigacion.

ta que en comparacion a la plastinacion de cortes con reggi@n latinoamericana, hay diversos paises en los cuales se
epoxi, el poliéster determina una mayor retraccion de l@#iculta el acceso a la acetona por medidas gubernamenta-
tejidos, sin una mayor transparentacion de los tejidos (Ottdes, prohibiendo su uso para investigacion cientifica. De
et al, 2018). Sin embargo se logran excelentes resultadagzuerdo a las caracteristicas de los componentes utilizados
en plastinacion, es necesario que el disolvente intermedia-

Con respecto al paso de la deshidratacion, ésta déiseideal para la deshidratacion tenga una alta presion de
realizarse a baja temperatura (-25 a -20 °C) con concentapor y debe ser soluble en agua, caracteristicas que cum-
ciones de acetona superiores al 90 %, idealmente 100 %p#hla acetona, y por lo cual es la seleccionada en esta técni-
todos los bafios de acetona, debiéndose alcanzar finalme&aeSin embargo, Sora & Brugger, investigando en una al-
una concentracion superior al 99 % para finalizar el procetgynativa a la acetona, encontraron en el metanol un compo-
de deshidratacion. El objetivo de realizar la deshidratacifénte soluble en agua y con alta presion de vapor, similar a
a bajas temperaturas es para reducir la retraccion del tejid@cetona. En este sentido, el metanol posee un mayor pun-
cerebral, lo cual igual ocurre pero en menor medida, pior de ebullicion y menor presion de vapor, caracteristicas
efecto de la acetona, la que a temperatura ambiente tamisiga lo hacen menos volatil que la acetona (Sora & Brugger).
posee una gran capacidad de eliminacion de grasa, lo oidemas, el punto de inflamacion de la acetona es
contribuiria a una gran retraccion del tejido cerebral si estignificativamente mas bajo que el punto de inflamacion del
se deja a temperatura ambiente. Sora & Brugger (2000) rgzetanol. Un hecho que hace que la acetona sea mas peligro-
lizaron un interesante trabajo en el cual reemplazan el (&b que el metanol. Sin embargo, su extraccion durante la
de acetona por metanol. Estos autores relacionan la dificelapa de impregnacion forzada es algo mas compleja, requi-
tad en el uso de acetona por los laboratorios debido a corii#indo un manejo y regulacion precisa de las presiones, algo
ciones de bioseguridad, especialmente los riesgos @€ estos autores solo recomiendan para plastinadores ex-
explosicién (Sora & Brugger). Sin embargo, en nuestra reerimentados (Sora & Brugger).
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Con respecto a la impregnacion forzada, en la técni- Por su parte, Reeet al (2008) compararon en su
ca P40 esta suele realizarse a temperatura ambiente (20 f@pajo distintos métodos para acelerar la polimerizacién y
debiendo alcanzar una presion de al menos 20 mmHg pbograr el curado de las muestras. En esta investigacion, con-
la finalizacion de la impregnacion, en 24 horas. Puedtuyeron que las fuentes de luz ultravioleta proporcionaron
lograrse en menos tiempo la impregnacion activa, como ks tasas de curado mas rapidas, en comparacion a la luz
nuestro caso, con un periodo de impregnacion pasiva y cmtar y otras fuentes de luz ultravioleta artificial. Por ejem-
apagado de la bomba de vacio. Durante todo el proceso delee encontraron que la exposicion de las muestras a la som-
mantenerse cubierta la cdmara de vacio, sin que la lua de la luz solar duplicé el tiempo de curado, en compara-
ultravioleta actue sobre el poliéster, para evitar el comienz®n a la exposicion directa a otras fuentes de luz UV. Esto
de polimerizacion de la resina, y el oscurecimiento de losismo sucede al exponer directamente a lamparas de vapor
cortes cerebrales. Realizamos la impregnacion sélo cordemercurio. En todos los casos, es fundamental controlar la
resina poliéster, sin el uso de catalizador. Esto permitetéamperatura, ya que la exposicion directa las fuentes de luz
reutilizacion de la resina, lo que permite reducir costos enU&/, sin control de la temperatura, provocaria la ruptura del
preparacion de muestras en gran cantidad. vidrio de las camaras de curado (Reedl, 2008). Es im-

portante que no se superen los 30 °C (Ottone, 2018), por en-

Por otro lado, la impregnacion forzada se realiz6 esima de esta temperatura, hay riesgo de ruptura del vidrio.
un total de 16 horas de impregnacion forzada activa (8 HReedet al (2008) también descubrieron que la iluminacion
ras de actividad en dos dias consecutivos) con un peridilmrescente no tenia ningin efecto sobre el curado de la resi-
de 12 horas de impregnacion forzada pasiva (apagadondeP40, sin observacion de aumento de temperatura, ni reac-
bomba de vacio), diferenciandose de las técnicas clasicam exotérmica, como ocurre en el curado de la resina P40.
de plastinacion de cortes con resina poliéster, en las cuales
la impregnacién forzada en continua, sin apagado de la bom-
ba de vacio (von Hagems al, 1987). GUERRERO, M.; VARGAS, C.; ALARCON, E.; DEL SOL,

M. & OTTONE, N. E. Development of a sheet plastination

En relacion al curado, existen protocolos en los cuBrotocol with polyester resin applied to human brain slicgsJ.
les combinan el poliéster P40 con un catalizador. Nosotrd40rPhol., 37(4)1557-1556, 2019.
de acuerdo a nuestra experiencia, no consideramos necesa- SUMMARY: Plastination is an anatomical technique of

rio combinar el poliester con_ . catalgador. Sin embarg?zs\daveric conservation created in 1977 by Gunther von Hagens, in
en aquellos protocolos que si los combinan, es fundament@|qelberg, Germany, and that substitutes biological and / or fixation
asegurar una correcta fijacion de los cerebros. Ya que Up@is with acetone, to then impregnate the samples with different
deficiente fijacion, determinara la aparicién de manchas anasins, depending on the developed plastination technique, to finally
ranjadas en la corteza cerebral, las cuales se deben a lagamy out the polymerization of the components incorporated into
sencia de peroxidasa activa en el tejido cerebral, que ret€-samples, to obtain dry and totally durable biological samples.
ciona con el catalizador en el polimero P40. Por lo tant‘g,ﬁe aim of this wprk was to develo_p a sheet plasti_nation protocol
esta peroxidasa puede ser inactivada en gran medida por"\ﬂ% polyester resin (Biodur® P40) in 3 mm thick slices of human

. ) 0 )
fijadores, y por esta razén, una fijacién completa (formalinﬁbram‘ The samples were fixed and preserved with 10 % formalin.

. . L. ._The brains were sectioned with a slice cut machine, obtaining thin
10 %) es vital para el éxito con la técnica P40 en combi

o ’ "eets of 3 mm thick. Immediately the slices of brain were placed in
cion de un catalizador (Barnett, 1997). dehydration in 100 % acetone, at “&5 for 7 days the first acetone
bath, and for another 3 more days, for the second acetone bath. Once
Gaoet al (2006) han publicado un protocolo dethe cuts were dehydrated, they were placed in Biodur® P40 polyester
plastinacion con la resina poliéster P45 de la empresa chigsin and the forced impregnation was carried out in a vacuum
Hoffen. Esta empresa, cuyo presidente es el Prof. Dr. Seiamber atroom temperature (£). Once the forced impregnation
presenta una alternativa de producto a Biodur. En esta ¥@s finished, the curing stage was carried out, which first consists
blicacién, han presentado la plastinacién de cortes de 'Ur?he assembly of the curing chambers within which lises with
delfin pr('asentando una novedad en su protocolo, en el p ester resin were placed. The curing chambers were placed under

d do. dond | | de luz UV light to accelerate the polymerization of the polyester and
e curaco, donde reemplazaron €l uso ae fuz POT Hhished the plastination process. A sheet plastination protocol with

bafio en agua. Con este nuevo nuevo método de curadqylyester resin was successfully developed in the Laboratory of
graron reducir el espacio requerido para curar las muestrasstination and Anatomical Techniques of Universidad de La Fron-
al posicionarlas verticalmente, ademas de que el bafiotde, obtaining excellent conservation of brain slices, with
agua aseguro la misma dispersion de temperatura en todifigrentiation of gray and white substances, and conservation of
las muestras durante el curado, evitando que las tempera&tlimorphological characteristics.

ras aumenten demasiado, siendo las temperaturas uniformes
en todos los cortes (Gab al, 2006). KEY WORDS: Sheet Plastination; Polyester resin.
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