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RESUMEN: En la actualidad, la técnica de plastinacion es considerada una de las mds novedosas formas de conservacién
cuerpos completos, secciones y drganos, tanto humanos como animales, para su uso en docencia de pre y postgrado, como asi también
investigacion morfoldgica. En este sentido, para desarrollar las diversas técnicas de plastinacién se requiere de equipamiento especifico
y formacidn especializada de académicos, que tengan la capacidad de llevar adelante la diversidad de protocolos que existen, segin el
material anatémico que se desee preservar. En el afio 2015, desde el Laboratorio de Plastinacién y Técnicas Anatémicas de la Universidad de
La Frontera, se propuso por primera una nueva técnica de plastinacion a temperatura ambiente, que permitié obtener preparaciones plastinadas
de igual calidad que las técnicas cldsicas de plastinacion. En la actualidad, desde nuestro laboratorio, se propone un nuevo protocolo de
plastinacidn con silicona que unifica las técnicas que se desarrollan en frio como asi también a temperatura ambiente para la conservacion de

cuerpos humanos y animales completos, secciones anatomicas, regiones corporales, y drganos aislados.

PALABRAS CLAVE: Plastinacion en frio; Plastinacion a temperatura ambiente; Silicona; Anatomia humana; Anatomia

veterinaria.

INTRODUCCION

La plastinacion es una técnica anatémica utilizada
para preservar microscOpicamente el material biolégico.
Fue desarrollada por el Dr. Gunther von Hagens en
Heidelberg, Alemania en 1977 (von Hagens 1979, 1986;
von Hagens et al., 1987; Ottone, 2013; Ottone et al.,2015;
Ottone, 2018). Este método preserva el material cadavéri-
co, tal como especimenes bioldgicos, y particularmente
material blando tal como cerebros, corazones, rifiones, pul-
mones, higados y musculos, en el campo de la anatomia y
patologia humana y animal. En este proceso, el agua y la
grasa en los tejidos biolégicos se sustituyen por polimeros
plésticos, tales como resinas de silicona, epoxi o poliéster
(von Hagens et al., 1987; Baptista et al., 1988). Posterior-
mente, estos materiales se vuelven duros, lo que resulta en
especimenes secos, inodoros y altamente duraderos (von
Hagens et al., 1987; Ottone et al., 2015). El tipo de
polimero utilizado determina las propiedades visuales
[epoxi: transparentes (Ottone et al., 2018a.b), poliéster:

opacas (Guerrero et al., 2019)] y el posible movimiento
(flexible o firme) del espécimen embebido (Ottone et al.,
2014). Una vez incrustado el espécimen, es mucho mds
estable que los especimenes congelados, deshidratados o
encerados con parafina. Ademads, esta técnica tiene una
gran ventaja: conserva la topografia superficial original,
incluso la identidad celular a nivel microscépico (deJong
& Henry, 2007; Ottone et al., 2016; Prieto et al., 2019;
Ottone et al., 2020).

La plastinacién es la técnica anatomica mds
novedosa que permite conservar los tejidos bioldgicos pe-
recederos (6rganos aislados, cuerpos humanos y animales
completos, secciones anatomicas y regiones corporales ais-
ladas, como asi también secciones ultrafinas de material
biolégico). Los tejidos se vuelven secos y no perecederos
mediante el uso de diferentes polimeros y plasticos espe-
ciales (Raoof et al., 2007; Ottone et al., 2015).
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La plastinacién es una técnica ampliamente acepta-
da debido a la durabilidad y al alto valor de la investigacion
ofrecidos por tales especimenes (Bickley ez al., 1981). La
plastinacién es un método de preservacion de tejidos que ha
demostrado su capacidad de aplicacién en diferentes cam-
pos de la docencia e investigacion en ciencias morfoldgicas,
anatomia normal y patolégica. Con la técnica de plastinacion
se logra preservar el material cadavérico, sin la toxicidad
del formaldehido, y ademads se obtienen preparaciones dise-
cadas de alta calidad que conservan su tamafio y forma, en
un corto periodo de tiempo y a bajo costo. Esto es benefi-
cioso en momentos en que los caddveres humanos para la
investigacion son escasos y dificiles de obtener. Ademads, la
técnica de plastinacion logra la preservacion de los tejidos
seccionados, constituyéndose en una excelente herramienta
de ensefianza e investigacion (Dawson et al., 1990; Sora et
al., 2012; Ottone et al., 2014, 2015). Una aplicacién
novedosa, y también tnica hasta el momento, consisti6 en
la extraccion de ADN intacto de muestras plastinadas, a partir
de la técnica de plastinacion a temperatura ambiente desa-
rrollada en nuestro laboratorio (Ottone et al., 2020). De esta
manera, se comprueba la conservacién de las caracteristicas
del tejido plastinados, pudiendose aplicar este conocimien-
to para la investigacion en diversos dmbitos, como las cien-
cias forenses. Ademads, los especimenes secos e inodoros,
con facilidad en su manipulacién y mantencion, se convier-
ten en herramientas utiles para ensefiar la anatomia desde
un punto de vista macro y microscopico.

En 2015, nuestro grupo de investigacién public6 por
primera vez (Ottone et al., 2015) una propuesta de
plastinacion con silicona a temperatura ambiente con varias
novedades que modificaban la técnica tradicional de
plastinacién a temperatura ambiente desarrollada por Zheng
etal.(1998) y Glover et al. (1998), y que incorporaba prin-
cipios de la técnica de plastinacion con silicona en frio de-
sarrollada por Gunther von Hagens. En este sentido, las
modificaciones y propuestas sugeridas en este nuevo proto-
colo estuvieron asociadas al paso de impregnacion forzada,
en la cual se describieron por primera vez los conceptos de
impregnacion forzada activa y pasiva, asociados al encen-
dido y apagado de la bomba de vacio, respectivamente, du-
rante el proceso de impregnacién forzada. Ademas, la mez-
cla silicona:catalizador de esta etapa fue similar a la utiliza-
da en la técnica de plastinacién en frio (von Hagens 1979,
1986). Lo mismo en la etapa de curado, se utilizé el com-
puesto TEOS para gasificar las muestras y acelerar el pro-
ceso de secado y endurecimiento de las muestras, a diferen-
cia de lo que se proponia cldsicamente en la técnica de
plastinacion a temperatura ambiente. Recientemente, tam-
bién a partir de investigaciones desarrolladas en nuestro la-
boratorio, definimos el concepto de microplastinacion,
uniendo la plastinacién con el desarrollo de protocolos ex-

perimentales en animales, para la visualizacion de los cam-
bios microanatémicos ocasionados por patologias de inte-
rés en estructuras anatémicas de relevancia para la salud de
las personas (Ottone, 2020; Vargas et al., 2020).

En este articulo, se propone unificar los protocolos
de plastinacién en frio y a temperatura ambiente de Ottone
et al. (2015) bajo un mismo protocolo, identificando dife-
rencias Unicamente en el paso de la impregnacién forzada,
y asociadas a la cdmara de vacio y los tiempos de impregna-
cion. A continuacién se detallard el nuevo protocolo unifi-
cado de plastinacion con silicona.

Protocolo Unificado de Plastinacion con Silicona
A. Deshidratacion

Este paso es igual tanto para la técnica de plastinacion
en frio como a temperatura ambiente. Como la plastinacién
consiste en reemplazar el agua de los tejidos por un polimero
del tipo silicona, epoxi o poliéster, y debido a que éstos
polimeros no son miscibles en agua, es necesario utilizar un
componente intermediario, un disolvente organico, que sea
miscible en agua y en el polimero. Es por eso que se recurre
a la acetona. Para reducir la retraccion que ocasiona, se rea-
liza la sustitucién por congelacion (en frio: -25 °C) de los
liquidos que presente la muestra biolégica por acetona. En
caso que las muestras bioldgicas estén conservadas con otros
compuestos distintos a la formalina, como glicerina, previo
a la acetona serd necesario sumergir las muestras en etanol
al 50 % durante al menos 1 semana. En caso de contener
etanol, o mismo formalina, previo a la deshidratacién serd
necesario lavar los preparados en agua corriente durante
varios dias, dependiendo del tamaiio de los preparados. La
deshidratacion con acetona, en comparacioén al etanol, cuyo
proceso consiste en el pasaje de las muestras por diversas
concentraciones de etanol, es mucho mas sencillo de llevar
adelante, ademas de ocasionar una menor retraccion de los
tejidos. Ademads, la acetona también es desgrasante, por lo
cual permitird avanzar también en la eliminacién de la grasa
de los tejidos, importante para una correcta aplicacién de la
técnica de plastinacion.

El proceso de deshidratacion, por lo tanto, consistird
en la sustitucién por congelacion en acetona a -25°C, duran-
te un minimo de 4 semanas. En cada semana el material
bioldgico serd traspasado de un bafio de acetona al subsi-
guiente, en concentraciones superiores de acetona cada bafio,
comenzando al 90 % de acetona en el primer bafio, hasta
alcanzar en el dltimo bafio de acetona, con un 100 % de
acetona. Cldsicamente, se describe que la relacion tejido/
acetona, debe ser 1:10. Sin embargo esta puede ser inferior.
En caso de deshidratar 6rganos huecos, serd importante lle-
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nar los mismos con acetona fria (-25 °C) al momento de
sumergirlos en la misma, constribuyendo al mantenimiento
de la forma y también a una disminucién de la retraccién.

B. Desengrasado

Este paso es igual tanto para la técnica de plastinacion
en frio como a temperatura ambiente. El desengrasado con-
siste en eliminar la grasa de las muestras bioldgicas. Esta eta-
pa comienza durante la deshidratacién. En el caso de la
plastinacién con silicona, y de muestras de gran tamafio, fina-
lizado el proceso deshidratacion, se trasladaran las muestras
biolégicas a contenedores con acetona al 100 %, a temperatu-
ra ambiente. La acetona a temperatura ambiente presenta una
mayor potencia desgrasante, favoreciendo la eliminacién de
grasa de los tejidos. Esta etapa tiene una duracién de algunos
dias a semanas, dependiendo del tamafio de la muestra. Sin
embargo, el mejor compuesto desengrasante es el cloruro de
metileno, el cual se reserva para la plastinacion de cortes con
resina epoxy, en la cual se requiere lograr una gran
transparentacion de los tejidos. En el caso de la plastinacion
con silicona, no se justifica su uso, debido a la gran cantidad
que deberia usarse fundamentalmente asociado a su elevada
toxicidad, siendo peligroso para la salud, por lo cual se reser-
va su utilizacion en la plastinacién de cortes con resina epoxy.

C. Impregnacion Forzada

El material biol6gico, totalmente embebido en acetona
por los pasos previos, serd sumergido en una mezcla de
polimero de silicona:catalizador (silicona: polidimetilsiloxano
+ catalizador: dilaurato de dibutilestaiio / proporciones:
100:1), que tienen una presion de vapor baja (alto punto de
ebullicion). Al mezclar el polidimetilsiloxano (monémero de
silicona) con el dilaurato de dibutilestafio (catalizador, alar-
gador de cadena) se inicia la formaciéon de moléculas de
silicona de cadena larga, produciendo un fluido de alta visco-
sidad, siendo éstas moléculas de cadena larga las que son in-
corporadas dentro del material bioldgico durante el proceso
de impregnacién forzada. El proceso de impregnacion forza-
da consistird en la extraccion de la acetona (disolvente inter-
mediario) del interior del material biolégico y su reemplazo
por la mezcla de polimero:catalizador, mediante la aplica-
cién de una presion de vacio creciente. El intermediario vo-
latil (acetona) que se encuentra dentro del espécimen es re-
movido por la accién de la bomba de vacio (impregnacién
forzada activa). Conforme la acetona es removida, una dife-
rencia de presion determinard que el polimero entre al espé-
cimen. La impregnacién forzada debe llevarse a cabo lenta-
mente conforme el polimero ingresa dentro del espécimen
donde la acetona cambia de estado liquido a gaseoso y es
removida en forma de burbujas. Esto tltimo ocurre desde los
240 mmHg, presién a la cual la acetona se volatiliza, y per-
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mite su extraccion del interior de las muestras en forma de
burbujas. La velocidad de impregnacion es cuidadosamente
ajustada por una adicién controlada de aire dentro de la bom-
ba de vacio por medio de una valvula de “bypass”. La dura-
cion de la etapa de impregnacion forzada dependerd, princi-
palmente del tamafio del espécimen (y la cantidad), la densi-
dad del tejido y la viscosidad del polimero utilizado. Durante
este periodo el vacio debe ser intensificado de una presion de
760 mmHg, de acuerdo a la formacién deseada de burbujas
(intermedio), a una presion de, aproximadamente, 10 mmHg,
donde las burbujas pequefas irdn a la superficie (la visuali-
zacion de burbujas es indicativo de la salida de la acetona del
interior del especimen). Una vez alcanzado este nivel final
de presidn, y con ausencia de burbujas (indicador del reem-
plazo de la acetona por la silicona), entonces la etapa de im-
pregnacion forzada ha llegado a su fin, y el espécimen es
removido de la solucién del polimero, luego de 24 horas de
finalizada esta etapa. El proceso aqui explicado es comun
tanto para la plastinacion en frio como a temperatura am-
biente, identificandose diferencias en el tamafio y cantidad
de burbujas: en frio, las burbujas son de gran tamafio y se
presentan un baja cantidad (ejemplo, una burbuja por se-
gundo); a temperatura ambiente, las burbujas son pequefias
y se presentan en gran cantidad (ejemplo, cinco burbujas
por segundo).

Camara de Vacio

Plastinacion en Frio: las muestras bioldgicos son sumergi-
das en la mezcla silicona:catalizador dentro de una cdmara de
vacio ubicada en el interior de un refrigerador, a -25 °C.

Plastinacion a Temperatura Ambiente: el material biol6gi-
co es sumergido en la mezcla de silicona:catalizador dentro
de una camara de vacio, la cual se encuentra en un ambiente a
una temperatura ambiente de 20-22 °C. En este caso, la cdma-
ra de vacio no se encuentra en el interior de un freezer.

Manipulacion de la bomba de vacio

La manipulacién de la bomba de vacio serd igual tanto
para la técnica de plastinacién en frio como a temperatura
ambiente. En 2015 (Ottone et al.,2015), se defini6 por prime-
ra vez el concepto de impregnacion forzada activa y pasiva,
con la cual se definié que no es necesario que la bomba de
vacio funcione continuamente, desde los 760 mmHg hasta al-
canzar la presién final de 10 mmHg, cémo cldsicamente des-
cribié von Hagens en los inicios, y como ha sido repetido en
todos los protocolos de plastinacién desarrollados posterior-
mente. De esta manera, se pueden establecer 8 horas diarias
de funcionamiento de la bomba de vacio (impregnacién for-
zada activa) en las cuales se controla la reduccion de la pre-
sion, a través de la manipulacion de la valvula bypass, per-
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mitiendo de esta manera la extraccion activa de la acetona
del interior de las muestras, lograndose el intercambio por
la mezcla silicona-catalizador. Posteriormente, se apaga la
bomba de vacio, manteniendo la presién que se alcanzé fi-
nalmente (impregnacion forzada pasiva), para el dia poste-
rior continuar con el proceso activo de impregnacion forza-
da. Esto no supone una prolongacién del tiempo de impreg-
nacion, asegurando de esta manera un control riguroso y
mads seguro del funcionamiento de las bombas de vacio,
manteniéndose en funcionamiento mientras nos encontra-
mos en el laboratorio.

Tiempos de la impregnacion forzada:

Plastinacion en Frio: la polimerizacion de la silicona co-
mienza inmediatamente al combinarla con el catalizador. Al
ser incorporada dentro de una cdmara de vacio a muy bajas
temperaturas (-25 °C), el proceso de polimerizacion se
enlentece, pero la viscosidad de la mezcla aumenta, por lo
cual, el proceso de impregnacion forzada debe ser llevado
adelante muy lentamente, para que el ingreso de la silicona
al interior de la muestra se realice suavemente y de esta
manera no exista el peligro de hacer un ingreso acelerado
de la silicona, que provocaria una reduccién acelerada de la
presién y una finalizacién prematura de proceso de impreg-
nacion forzada, con impregnacién incompleta de la mues-
tra. De esta manera, el tiempo minimo de impregnacién for-
zada es de 1 mes, aumentando segun el tamafio y cantidad
de muestras. En relacién a la durabilidad de la mezcla
silicona:catalizador, siempre y cuando se mantenga en el
interior de la camara de vacio en frio (-25 °C), la silicona se
mantendra sin endureceder por un tiempo prolongado (pue-
de ser por afios), esto es porque el frio enlentece notable-
mente el avance del proceso de polimerizacién.

Plastinacion a Temperatura Ambiente: la polimerizacion
de la silicona también comienza inmediatamente al combi-
narla con su correspondiente catalizador. Pero a temperatu-
ra ambiente, la silicona se mantiene mas fluida, al menos
durante el proceso de impregnacién forzada, ya que la mis-
ma, a temperatura ambiente, tiene una duracion mucho mas
reducida (de una semana a un mes, como maximo, también
dependiendo de la cantidad y tamafio de las muestras). Sin
embargo, el proceso de polimerizacién y endurecimiento de
la mezcla silicona:catalizador es mucho mas rdpido, y su
reutilizacién se ve limitada por este motivo. Por eso, una
recomendacién para aumentar la vida ttil de la mezcla
silicona:catalizador, es que una vez que se finaliza la im-
pregnacién forzada, colocar inmediatamente la mezcla den-
tro de un freezer a -25 °C, sin embargo, a pesar de realizar
esto, la vida util de la mezcla igualmente serd mucho menos
en comparacién a la mezcla utilizada en el proceso de im-
pregnacién forzada en frio.

D. Posicionamiento

Consiste en la revision de los distintos elementos ana-
témicos en el material biolégico, determinando la separacién
de estructuras superficiales para la visualizacién de estructu-
ras anatomicas mds profundas, como asi también la identifi-
cacion de elementos vasculonerviosos, o cualquier otro ele-
mento, ademas de favorecer la eliminacidon del exceso de
silicona incorporado en el material en la etapa de impregna-
cién forzada. Pueden utilizarse cuerdas, agujas, separadores,
cualquier elemento que permita mantener las estructuras ana-
témicas en la posicién que se requiera, siempre cuidando de
no presionar excesivamente los elementos a utilizar sobre las
estructuras anatémicas, para no provocar marcas sobre el teji-
do que luego serdn imposibles de eliminar al endurecer final-
mente el preparado. El posicionamiento también puede ini-
ciarse al principio del proceso de plastinacion, antes del ini-
cio de la deshidratacion.

E. Curado

Este paso es igual tanto para la técnica de plastinacion
en frio como a temperatura ambiente. Para el curado, se utili-
za un liquido que se gasifica (TEOS, tetraetil ortosilicato) so-
bre muestras bioldgicas, dentro de una cimara hermética. El
TEOS interactida con el catalizador (dilaurato de dibutilestafio),
contenido en la mezcla de impregnacidén, iniciando la
interaccién de las moléculas de silicona mediante una
polimerizacion de extremo a extremo. De esta manera, la in-
corporacion del TEOS (entrecruzador), provoca el entrecru-
zamiento y la unién de las moléculas de silicona de cadena
larga (conformadas por la unién de la silicona con su cataliza-
dor), formando una estructura tridimensional. Debido a esta
reticulacion, la silicona dentro de la muestra se solidificard y
se secard. La superficie de la muestra se cura rapidamente,
pero la difusién del gas hacia interior de la muestra es mas
lenta. Para garantizar un curado adecuado durante todo el pro-
ceso, la muestra debe guardarse en bolsas pldsticas herméti-
cas durante el tiempo que permita su secado final.

CONCLUSIONES

A partir del protocolo unificado de plastinacién con
silicona, se puede desarrollar la técnica de plastinacion, tanto
en frio, como a temperatura ambiente, obteniendo los mismos
resultados que las técnicas de plastinacion tradicionales: mues-
tras bioldgicas totalmente bioseguras, y secas, que mantienen
las caracteristicas morfoldgicas de manera imperecedera, sin
sufrir deterioro, y permitiendo la manipulacién segura de las
muestras, al haberse eliminado el formaldehido, y a su vez,
permitiendo mantener en forma exacta todos los elementos
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anatomicos y las relaciones topograficas que se establecen
entre ellos, algo que no es posible mantener a largo plazo en
los especimenes frescos o preservados con formalina, los cua-
les sufren un alto deterioro a lo largo del tiempo. La tinica
diferencia a considerar es la “ubicacién” de la cdmara de va-
cio, que si es dentro de un freezer, corresponderd a la
plastinacién en frio, y si es fuera de un freezer, en un ambien-
te a 20-22 °C, corresponderd a la plastinacion a temperatura
ambiente. Sin embargo, con el uso de este protocolo unifica-
do de plastinacién con silicona, se evita caer en estas diferen-
cias, pudiendo aplicar este protocolo en cualquiera de las dos
opciones de cdmara de vacio. La diferencia que si debera con-
siderarse estd en relacion a los tiempos de la impregnacion
forzada, la cual serd mds prolongada cuando la plastinacién
se realice en frio, con todas las caracteristicas ya descritas
anteriormente y sus diferencias con la plastinacion a tempera-
tura ambiente. De este modo, se propone un protocolo unifi-
cado de plastinacién con silicona, que puede aplicarse para la
preservacion biosegura, y por un tiempo indefinido, de cuer-
pos humanos y animales completos, como asi también sec-
ciones anatémicas, regiones corporales, y érganos aislados.
Este protocolo unificado de plastinacién con silicona podra
desarrollarse para la preservacion de material biolégico hu-
mano y animal destinado a la docencia de pregrado, postgrado,
permitiendo la aplicacién del conocimiento anatémico en la
clinica, cirugia e imagenologia, como asi también para el de-
sarrollo de investigacion anatémica y morfoldgica, con apli-
cacion en modelos experimentales animales para estudiar las
modificaciones macroanatomicas y microanatémicas de di-
versas patologias de interés en la poblacion.

OTTONE, N. E. Unified plastination protocol with silicone at
cold and room temperature. Int. J. Morphol., 39(2):630-634,2021.

SUMMARY: At present, plastination technique is
considered one of the newest forms of conservation of whole bodies,
sections and organs, both human and animal, for use in
undergraduate and graduate teaching, as well as morphological
research. In this sense, to develop the various plastination techniques
requires specific equipment and specialized training of academics,
who have the ability to carry out the diversity of protocols that exist,
according to the anatomical material that is to be preserved. In 2015,
from the Laboratory of Plastination and Anatomical Techniques of
Universidad de La Frotera, a new plastination technique was
proposed for the first time at room temperature, which allowed
obtaining plastinated preparations of the same quality as the classic
plastination techniques. At present, from our laboratory, a new
protocol for plastination with silicone is proposed that unifies the
techniques that are developed in cold as well as at room temperature
for the conservation of complete human and animal bodies, such as
as well as anatomical sections, body regions, and isolated organs.

KEY WORDS: Cold plastination; Room temperature
plastination; Silicone; Human anatomy; Veterinary anatomy.
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