UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

SISTEMA DE ESTUDIOS DE POSGRADO

“ESTANDARIZACION DE TECNICAS DE PRESERVACION,
RESTAURACION Y EXTRACCION DE PIEZAS ANATOMICAS Y
MATERIAL GENETICO DEL LABORATORIO DE MORGUE Y
NECROBIOLOGIA DE LA ESCUELA DE MEDICINA DE LA

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA, ENTRE EL 2017 Y 2018”.

Tesis sometida a la consideracion de la Comision del Programa de Estudios de
Posgrado de Ciencias Morfoldgicas, para optar al grado y titulo de Maestria
Académica en Ciencias Morfologicas.

JESSICA GONZALEZ FERNANDEZ

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio, Costa Rica

2020



Dedicatoria

A mi mama, mi papa y mi hermano por siempre estar ahi en los momentos en que
mas los he necesitado, y porque gracias a ellos me he convertido en la persona que
soy ahora.

i



Agradecimientos

Agradezco al Departamento de Morgue y Necrobiologia y al Programa de Donacién
de Cuerpos de la Escuela de Medicina de la Universidad de Costa Rica, quienes
proporcionaron la totalidad del material bioldgico con el que se trabajo.

Al Departamento de Innovacion en Material Biolégico Humano de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de México, al Dr. Diego Pineda
Martinez y la PhD. Lorena Valencia Caballero por su apoyo y guia en el desarrollo
de esta investigacion.

A la Dra. Lizbeth Salazar Sanchez PhD, MSc. Daniel Chacoén Arguedas y el Dr.
Eduardo Induni Lopez MSc por su guia y colaboracion en la investigacion.

A la Lic. Rebeca Alfaro Gonzalez y al Ing. Marvin Coto Jiménez PhD, por su apoyo
y guia.

Dra. Karolina Trujillo Trujillo, Dra Adriana Murillo Chavez, Daniel Chacon
Arguedas, y la Dra. Andrea Fernandez Badilla, quienes colaboraron en la
observacion de las muestras macroscopicas e histologicas de los cuerpos
involucrados en el estudio.

Al Lic. Alexander Rodriguez del Laboratorio de Medicina Molecular e
Histotecnologia de la Escuela de Medicina de la Universidad de Costa Rica por
facilitar las intalaciones para el procesado de las muestras a nivel histologico y
molecular.

il



“Esta tesis fue aceptada por la Comision del Programa de Estudios de Posgrado en
Ciencias Médicas de la Universidad de Costa Rica, como requisito parcial para
optar al grado y titulo de Maestria Académica en Ciencias Morfologicas.”

Dr. José [¥i@ncada Jiménez
Representante del Decano
Sistema de Estudios de Posgrado

\_./ MSc. Eduardo Jriduni opez
irector(a) de Tésis

O//')v) W[(Y\

PhD. Lizbeth Salazar Sénchez
Asesora

)(Sc. Danje con
or

@_‘ oW T

Dr. Q$waldo Alvarado Jiménez

Representante de la Directora del Programa de Posgrado
en Ciencias Médicas

)

(. -
e

Jéssica Gonzalez Fernandez
Candidata

Y



Tabla de contenido

DEDICATORIA 11
AGRADECIMIENTOS I
RESUMEN. VIII
INDICE DE TABLAS X
INDICE DE FIGURAS X1
INDICE DE GRAFICOS XIII
Tabla de abreviaturas: XIV
INTRODUCCION 1
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... .cottueeeiteeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeseeeaeseeenseseennnaessennnnns 2
1.2 PLANTEAMIENTO DE LOS OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION .....ccooovvveeeeeeeeeeeeeeeene. 3
1.2.1 ODJEtiVO GENET QL. 3
1.2.2 ODJetivOS @SPECIJICOS ....eeueeiuieiienieisiieeee sttt ettt 4
1.3 JUSTIFICACION .....uveieeieeeteeeeeeee et e eeeeeaeeeeaee et e eaeeeenaeeenteeenaeeeesesesassennesesnseeenneesnneeennes 4
1.4, FACTIBILIDAD. ... oiteeeetieeeeeee e e e e e e e ee e e e e e e e e e e e e eeeeaeeeeeeeeeaaaeaeeeeeeeeneennans 5
1.5, LIMITACTIONES. ... eteteeteeeeeeee et e e e e et e e e e e s e e e e et e e eeeaeeeeeeeeeaaaaaaeeeeeeeneennans 6
MARCO TEORICO 7
2.1 ANTECEDENTES DEL PROYECTO ....cccoiiiiiiiiiieeeeeeeeeireeee e eeeeree e eeeeaveeeeeeeeeearaneaeeeens 7
2.1.1 Estudio de la anatomia y el embalsamado a lo largo de la historia................... 7
2.1.2 La Quimica de las Soluciones de Fijacion, Conservacion y Restauracion ...... 14
2.2 ESTADO DE LA CUESTION. .....uvtiiiiiiieeeeteeeeeeeeeteeeeeeeeaeseeaeeeeseeeeasesenseesnnesensesensnsenneeas 17
2.2.1 Experiencia de la restauracion de material anatomico...................ccecvvcueennn. 17
2.2.2 Experiencia en la obtencion de material genético de cuerpos de morgues o
Laboratorios de ANATOMUIA. .................ccccocueieeeeeeeee et 20
MARCO METODOLOGICO 24
3.1 TIPO DE ESTUDIO.....ccetttttteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e eeeeeaeeeeeeeeeeeeeeaaaaaaeseeeeeereraaanaaaaeseaeaees 24
3.2 MATERIALES Y METODOS .....uviiiuiiiiiiieiteeeeteeeeteeeeeeeeseseeneeeensesssessnssssnsesessssesnseesneesns 24
3.2.1 Poblacion de eStUdIO: ...............ccccoeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 24
3.2.2 Criterios de inclusion y eXCIUSION .............c..cceecvevieeieeieeiieeiesiie et 26
3.2.3 MEtOAOIOQIA ...ttt 28
3.3 CONSIDERACIONES ESTADISTICAS. ... eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeesaeseeeeesseeeaseeeeeeeeeas 39
3.4 CONSIDERACIONES BIOETICAS ....coiuviiietieeteeeeteeeeteeeeteeeeneeeenseesnsesensesessesessseesnseesneeens 40
RESULTADOS 42
4.1 RESTAURACION DE ORGANOS......ooiiiuiiiitiieeteieiteeeteeeeteeeeteeeeseeeeseeesseessessnsesessesesness 42
472 ORGANOS O TEJIDOS DE CUERPOS DISECADOS .....cuiniiiiiiiieeieineeeeeeneneneeeenenereenenenens 63
4.2.1 Variables MACFOSCOPICAS ...........cccceeveiiiieiiiiiieese sttt 63
4.2.2 Variables MOIECULFEs................cccceuieieeeeeeieeeeeeeeeee e 78
4.2.3 Variables RiStOIOZICAS ...........ccccocueeeiiiiiieeseeeeee et 86
DISCUSION 105
4.3.1 RESTAURACION DE ORGANOS.......uvviiiuiiiiueieitieeeeeeteeeseseetesessssesseessseesnsessnsessnnes 105
432 ORGANOS O TEJIDOS DE CUERPOS DISECADOS .....ouiniiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeneanenenes 107
4.3.2.1 Variables MACIOSCOPICAS ..........c..ccceeveieiaiieiiiaiieie e eie e ere e eae e 107
4.3.2.2 Variables MOIECULATES..............ccc.c...oeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 109
4.3.2.3 Variables RiStOIOQICAS ..............cccccovevieciiiieiieie et 112



CONCLUSIONES 114

GLOSARIO: 117
BIBLIOGRAFIA: 118
ANEXOS 130

ANEXO 1: COMITE ETICO CIENTIFICO, SESION NUMERO 69, OFICIO: VI-5670-2017...131
ANEXO 1:VICERRECTORIA DE INVESTIGACION, OFICIO VI-6343-2017, APROBACION

1) 21 B o 0 )4 L4 N © TR 132
ANEXO 2:FORMULARIO DE DONACION CUERPO L. ...cooviiiiiiiiiiiiiiecee e 134
ANEXO 3:FORMULARIO DE DONACION DE CUERPO 2. .....ccuviiiniieiiieeieeeeieeeeneee e eeeeens 135
ANEXO 4:FORMULARIO DE DONACION DE CUERPO 3. ....oooiiieiieeeeeeeeeeeeeee e 136
ANEXO 5:TIEMPO DE PROCEDIMIENTO EN HORAS DE SUMERSION EN KOH DILUIDO EN

| O 2RO 137
ANEXO 6: TIEMPO DE PROCEDIMIENTO EN HORAS DE SUMERSION EN KOH DILUIDO EN

J N 5 0) = (0 ) SRR 138
ANEXO 7: PORCENTAJE DE KOH DILUIDO EN AGUA SEGUN LA CALIDAD DE
RESTAURACION DEL ORGANO EN UNA PRIMERA RONDA. ........cooouiiiuiieinrieeeeeeneeeeneeennes 139
ANEXO 8: PORCENTAJE DE KOH DILUIDO EN AGUA SEGUN LA CALIDAD DE
RESTAURACION DEL ORGANO EN UNA SEGUNDA RONDA........cccovtiiurreinrieereeereeeeneeennes 140
ANEXO 9: DURACION TOTAL DEL PROCEDIMIENTO (EN DfAS) SEGUN CALIDAD DE
RESTAURACION POR ORGANO. ......ueiiuviienteeieteeeeeeeeeeeeneeeeeesesaeseeseeeesssesssessnsesssessnsesennes 141
ANEXO 10: PORCENTAJE DE PEROXIDO DE HIDROGENO POR COLOR POST-
RESTAURACION. .....uvtiiitiiiittieeeeeeteeeteeeteseeteeeeaeeesaaseeneeeensesenseseesesessssessseesnseessessnseeennes 142
ANEXO 11: TIEMPO EN HORAS DE SUMERSION EN PEROXIDO DE HIDROGENO POR COLOR
POST-RESTAURACION. .....ocuviiiiiiiteieitieeeteeeeteeeeeeeeeteeneeeesesenseseesesessesessseesnseesnressnneeennes 143
ANEXO 12: EVALUACION DE CONSISTENCIA EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL
CUERPO N°2 POR PARTE DEL OBSERVADOR 1 Y 2. coovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeen 144
ANEXO 13: EVALUACION DE CONSISTENCIA EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL
CUERPO N°2 POR PARTE DEL OBSERVADOR 1 Y 3. oo, 144
ANEXO 14: EVALUACION DE CONSISTENCIA EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL
CUERPO N°2 POR PARTE DEL OBSERVADOR 2 Y 3. .ooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 145
ANEXO 15: EVALUACION DE CONSISTENCIA EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL
CUERPO N° 3 POR PARTE DEL OBSERVADOR 1 Y 2. coovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 145
ANEXO 16: EVALUACION DE CONSISTENCIA EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL
CUERPO N° 3 POR PARTE DEL OBSERVADOR 1 Y3 .o, 146
ANEXO 17: EVALUACION DE CONSISTENCIA EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL
CUERPO N° 3 POR PARTE DEL OBSERVADOR 2 Y 3..ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeen 146
ANEXO 18: EVALUACION DE LA COLORACION EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL
CUERPO N°2 POR PARTE DEL OBSERVADOR 1 Y 2. coooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeea, 147
ANEXO 19: EVALUACION DE LA COLORACION EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL
CUERPO N°2 POR PARTE DEL OBSERVADOR 1 Y 3. oo, 148
ANEXO 20: EVALUACION DE LA COLORACION EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL
CUERPO N°2 POR PARTE DEL OBSERVADOR 2 Y 3. .ooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeean 149
ANEXO 21: EVALUACION DE LA COLORACION EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL
CUERPO N° 3 POR PARTE DEL OBSERVADOR 1 Y 2. cooiviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeen 150
ANEXO 22: EVALUACION DE LA COLORACION EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL
CUERPO N° 3 POR PARTE DEL OBSERVADOR 1 Y 3. .ooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 151
ANEXO 23: EVALUACION DE LA COLORACION EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL
CUERPO N° 3 POR PARTE DEL OBSERVADOR 2 Y 3. .ooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeen 152

vi



ANEXO 24: EVALUACION DEL OLOR EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL CUERPO N° 2

POR PARTE DEL OBSERVADOR 1 Y 2...euiiiiiiiiiiiiieiee et 153
ANEXO 25: EVALUACION DEL OLOR EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL CUERPO N° 2
POR PARTE DEL OBSERVADOR 1 Y 3..oiiiiiiiiiiiiiiiiee e e 153
ANEXO 26: EVALUACION DEL OLOR EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL CUERPO N° 2
POR PARTE DEL OBSERVADOR 2 Y 3. .iiiiiiiiiiiiiiieeee e eeeeveeee e e e eetaaee e eeeeanneeas 154
ANEXO 27: EVALUACION DEL OLOR EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL CUERPO N° 3
POR PARTE DEL OBSERVADOR 1 Y 2...uiiiiiiiiiiiiiieiiee e 154
ANEXO 28: EVALUACION DEL OLOR EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL CUERPO N° 3
POR PARTE DEL OBSERVADOR 1 Y 3...eiiiiiiiiiiiiieiie et 155
ANEXO 29: EVALUACION DEL OLOR EN LOS 31 ORGANOS Y TEJIDOS DEL CUERPO N° 3
POR PARTE DEL OBSERVADOR 2 Y 3. .iiiiiiiiiiiiiieeee et eeeereeee e e eeaaree e e e eeeanneees 155
ANEXO 30: FORMULARIO DE VALORACION DE CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS
SEGUN EL OBSERVADOR 2, EN EL CUERPO 2 Y 3 RESPECTIVAMENTE. .........coovveeuvrennen.. 156
ANEXO 31: FORMULARIO DE VALORACION DE CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS
SEGUN EL OBSERVADOR 3, EN EL CUERPO 2 Y 3 RESPECTIVAMENTE. ........ccoovvveuernnen.. 158
ANEXO 32: COMPARACION DE VARIABLES MACROSCOPICAS DE LOS TRES
OBSERVADORES EN LOS ORGANOS Y TEJIDOS DEL CUERPO L.....ovovvvviiieieieeeeeeeeenne, 160
ANEXO 33: COMPARACION DE VARIABLES MACROSCOPICAS DE LOS TRES
OBSERVADORES EN LOS ORGANOS Y TEJIDOS DEL CUERPO 2.....ovvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennes 161
ANEXO 34: COMPARACION DE VARIABLES MACROSCOPICAS DE LOS TRES
OBSERVADORES EN LOS ORGANOS Y TEJIDOS DEL CUERPO 3.....ovvveiieeeeeeeeeeeeeeeeene 162
ANEXO 35: COMPARACION DE LOS RESULTADOS DEL PROCESO DE RESTAURACION DE
LOS ORGANOS. ...oveiietieeeteeeeteee et e et e et e e teeeeteeeeaeeeeaaeeenteeesesenseseetesessssessseesnseessesenseeenes 163
ANEXO 36: VARIABLES HISTOLOGICAS EVALUADAS EN LOS 31 ORGANOS O TEJIDOS DEL
(018) 212310 T TR 170
ANEXO 37: VARIABLES HISTOLOGICAS EVALUADAS EN LOS 31 ORGANOS O TEJIDOS DEL
(018) 2123210 12RO 171
ANEXO 38: VARIABLES HISTOLOGICAS EVALUADAS EN LOS 31 ORGANOS O TEJIDOS DEL
(018) 21 2310 1 TR 172

vii



Resumen.

La Escuela de Medicina de la Universidad de Costa Rica, a lo largo del tiempo ha utilizado
la fijacion de piezas anatomicas por medios quimicos como la formalina; estas se exponen
a un deterioro acelerado a causa de los efectos del formol, comprometiendo ademas las
condiciones de preservacion y mantenimiento, produciendo también afectacion en el medio
ambiente.

Metodologia: El presente es un estudio descriptivo observacional de tipo transversal,
realizado entre Julio del 2017 y octubre del 2018, utilizando el material biologico presente
en el laboratorio de Morgue y Necrobiologia (LaMoNec) de la Escuela de Medicina de la
Universidad de Costa Rica.

El estudio se realizo en dos etapas: 1) La restauracion de 265 organos del LaMoNec
previamente fijados con formalina, por medio de un procedimiento que cuenta con:
Macerado con KOH diluido en H>O, a una concentracion de 2-4% m/v del quimico por un
periodo de 24 horas. Lavado con NaCl diluido en H>O, utilizando 1% del quimico por un
periodo de 24 horas. Blanqueamiento con peroxido de hidrogeno diluido en H>O utilizando
2% del quimico, por un periodo de tiempo de 2—8 horas segun el color deseado en el 6rgano
con la valoracion posterior de observadores externos; y 2) La Comparacion macroscopica,
histologica y molecular de 31 tejidos u organos de tres cuerpos: uno en estado fresco, otro
preservado con la formula antigua (método tradicional de fijacion) y un tercero
conservado con formula nueva (método a implementar). La muestra se clasifico segun
variables categoricas y se aplico estadistica descriptiva multiple variable. El analisis
estadistico se llevo a cabo por medio del programa R version 3.4, extension GGPLOT?2,
que permitio analizar variables cualitativas y cuantitativas para la realizacion de tablas y
graficos, y comparar la informacion obtenida.

Resultados:1) De los 265 organos restaurados, el 37% se catalogo como muy buena
restauracion, en el 57% como buena y solamente el 6% como mala restauracion 2) A nivel
macroscopico se observo que los tejidos evaluados en el cuerpo fijado con la formula
nueva, presentaron una consistencia similar a la de un cuerpo fresco, sin presentar olor a
formalina. En el caso de la coloracion, se presento una mayor similitud entre los tejidos de
ambos cuerpos fijados, con respecto al cuerpo fresco.

A nivel molecular, se obtuvo material genético degradado por efecto de la fijacion, pero
que es posible amplificar el ADN con el gen de amelogenina.

A nivel histologico, los tejidos del cuerpo fijado con la formula nueva se conservan mejor
que los fijados con la formula antigua o los del cuerpo fresco.

Conclusiones:

Es posible restaurar las piezas anatomicas con el método utilizado aumentando su vida util.
La fase de desengrasado no debe de aplicarse a todos los organos, solamente a los que
presentan mucho tejido graso

La fijacion con la formula nueva es adecuada para mantener caracteristicas como textura
o consistencia en los tejidos similares a la de un cuerpo fresco, con disminucion en la
intensidad del olor a formalina. De los cuerpos embalsamados, ya sea con formula antigua
o formula nueva, se logra recuperar ADN viable pero muy fragmentado. Histologicamente
la formula nueva permite la conservacion de la estructura celular de forma adecuada.
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Summary.

The University of Costa Rica School of Medicine, over time has used the fixation of
anatomical pieces by chemical means such as formalin, These are exposed to accelerated
deterioration due to the effects of formaldehyde, also compromising the conditions of
preservation and maintenance, and causing damage to the environment.

Methodology: This is an observational descriptive cross-sectional study, conducted
between July 2017 and October 2018, using the biological material present in the Morgue
and Necrobiology Laboratory (LaMoNec) at the University of Costa Rica School of
Medicine.

The study was carried out in two stages: 1) The restoration of 265 organs of the LaMoNec
previously fixed with formalin, by means of a procedure that has: Macerated with KOH
diluted in H>O, at a concentration of 2-4% m /v of the chemical for a period of 24 hours.
Wash with NaCl diluted in HO, using 1% of the chemical for a period of 24 hours.
Whitening with hydrogen peroxide diluted in H>O using 2% of the chemical, for a period of
2-8 hours depending on the desired color in the organ, with subsequent evaluation by
external observers, and 2) The macroscopic, histological and molecular comparison of 31
tissues or organs of three bodies: one in a fresh state, another preserved with the old
formula (traditional method of fixation) and a third preserved with a new formula (method
to be implemented). The sample was classified according to categorical variables and
multiple descriptive variable statistics were applied. Statistical analysis was carried out
using the R version 3.4 program, extension GGPLOT2, which allowed the analysis of
qualitative and quantitative variables for the realization of tables and graphs, and to
compare the information obtained.

Results: 1) Of the 265 organs restored, 37% were classified as very good restoration, 57%
as good and only 6% as poor restoration. 2) At the macroscopic level, it was observed that
the tissues evaluated in the body fixed with the new formula, presented a consistency similar
to that of a fresh body, with no formalin odor. In the case of coloration, there was a greater
similarity between the tissues of both fixed bodies, with respect to the fresh body.

At the molecular level, genetic material degraded by the effect of fixation was obtained, but
it is possible to amplify DNA with the amelogenin gene.

At the histological level, the tissues of the body fixed with the new formula are better
preserved than those fixed with the old formula or those of the fresh body.

Conclusions:

1t is possible to restore the anatomical parts with the method used, increasing their useful
life.

The degreasing phase should not apply to all organs, only those with a lot of fatty tissue.
Fixation with the new formula is adequate to maintain characteristics such as texture or
consistency in tissues similar to that of a fresh body, with a decrease in the intensity of the
formalin odor. Viable but highly fragmented DNA can be recovered from embalmed bodies,
either with an old or a new formula. Histologically the new formula allows the conservation
of the cellular structure in an adequate way.
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Introduccion

La presente investigacion surge de la necesidad de contar con material
bioldgico de buena calidad, que conserve caracteristicas similares a las del material
fresco y que perdure a lo largo del tiempo de modo que sea adecuado para el
aprendizaje de la anatomia en el Laboratorio de Morgue y Necrobiologia
(LaMoNec) de la Escuela de Medicina (EM) de la Universidad de Costa Rica
(UCR), se realiza el proceso de fijacion y preservacion por medio de soluciones con
altas concentraciones de formaldehido, causando deterioro del material biologico
humano, y a su vez dificultando la docencia y la investigacion.

Se realizd una revision bibliografica sobre la historia del embalsamado y su
importancia en la anatomia y en la ensenanza de la medicina. Luego se analizaron
los componentes quimicos mas comunes en las formulas de fijacion, su método de
accion y sus efectos adversos, para finalizar con un estado de la cuestion de las
formulas fijadoras y de preservacion en los ultimos 20 afios a nivel mundial, en
donde se observa una tendencia a la fijaciébn con soluciones con una menor
concentracion de formaldehido.

Se desarrolld una investigacion de dos etapas: en la primera se valor6 el
proceso de restauracion de distintos organos de la EM, de la UCR, con el fin de
determinar el procedimiento para lograr una restauraciéon de buena o muy buena
calidad, que devuelva al material biologico caracteristicas propias del material
fresco, como la consitencia y el color, que se pudieron haber visto danados por el
proceso de conservacion, el medio ambiente y el mal uso. En la segunda parte busco

comparar el estado de distintos tejidos y drganos a nivel macroscopico, histologico



y molecular de tres cuerpos, uno en estado fresco, otro fijado con férmula antigua y
un tercero fijado con féormula nueva, con el fin de determinar cuél de las formulas
de fijacion da como resultado tejidos con caracteristicas similares a los de un cuerpo
fresco.

La totalidad del material utilizado pertenece al Laboratorio de Morgue y
Necrobiologia (LaMoNec) de la EM de la UCR, en el periodo que va desde

setiembre del 2017 a mayo del 2018.

1.1. Planteamiento del Problema

El embalsamado de los cadéveres tiene entre sus principales objetivos
desinfectar el cuerpo para disminuir las posibilidades de infeccion por
Staphylococcus y Streptococcus pyogenes, presentes en la piel de los fallecidos, y
evitar de esta forma que avance el proceso de descomposicion, para que el cuerpo
sea utilizado en la docencia y/o la investigacion.-?)

El material cadavérico con el que cuenta la EM de la UCR, fijado con
mezclas a base de formaldehido, presenta una liberacion importante de vapores de
este quimico, los cuales causan irritacion ocular y de mucosas de quienes trabajan
con dicho material. Aunado a esto, estas piezas anatomicas, en general, presentan
una vida Util mas corta a causa de la exposicion a altas concentraciones del quimico
mencionado, y da una consistencia acartonada, pétrea, de coloracion café oscuro —
negro, con una apariencia mas momificada que natural. Lo anterior dificulta el
reconocimiento de las caracteristicas anatomicas propias de cada tejido,

obstaculizando la docencia y la investigacion.



Otra complicacion del embalsamado con formulas a base de altas
concentraciones de formalina, es que el cuerpo se almacene sumergido en fosas que
contienen quimicos como: alcoholes, formaldehido, fenol, entre otros; siendo no
solo una fuente de contaminacion, por los vapores liberados, sino también, por la
necesidad de recambiar el contenido de dichas fosas cada 5 afos, generando grandes
cantidades de desechos biologicos que requieren tratamiento especifico, con una
gran inversion econdmica, para su descarte.

Por ultimo, pero no menos importante, la condicién de almacenamiento no
es la mas digna, al encontrarse sumergidos en fosas de quimicos, lo que lleva a
pérdida de los rasgos fisicos que los caracterizan, por el apilamiento de un cuerpo
contra otro.

Ademas, la universidad no cuenta con bancos de tejidos que permitan el
desarrollo de la investigacion en el area de la salud, por lo tanto el conocer la
viabilidad molecular de muestras fijadas previamente con formaldehido, permite
valorar la calidad del ADN, para la elavoracion de un banco de ADN en la EM, a
futuro que permita desarrollar investigacion en el campo de la medicina

molecular®.

1.2 Planteamiento de los Objetivos de la Investigacion

1.2.1 Objetivo general
Determinar la técnica de preservacion y restauracion del material biologico,
que mejor se acople a las necesidades del Laboratorio de Morgue y Necrobiologia

de la Escuela de Medicina de la Universidad de Costa Rica.



1.2.2 Objetivos especificos

1. Comparar las técnicas de restauracion de material anatomico a nivel
macroscopico.

2. Comparar dos técnicas de preservacion cadavérica desde un andlisis
macroscopico, microscopico y molecular.

3. Analizar la calidad del ADN nuclear extraido de distintos tejidos de cuerpos
embalsamados y sin embalsamar.

4. Elaborar un manual del proceso para la conservacion y restauracion del
material anatomico de la Escuela de Medicina de la Universidad de Costa

Rica.

1.3 Justificacion

La EM de la UCR, cuenta con el Laboratorio de Morgue y Necrobiologia
(LaMoNec), encargado de suministrar la totalidad del material bioldégico humano
necesario para impartir docencia en Ciencias Morfologicas en la EM, para todas las
carreras del area de la salud, algunas de docencia y psicologia.

La totalidad de los cursos cuentan con sesiones magistrales y horas de
laboratorio en las que se trabaja con material bioldgico. Por esta razon, se busca una
mezcla de preservacion alternativa, la cual no sea nociva para la salud de quienes
utilizan los cuerpos y que a la vez le permita conservar caracteristicas como
flexibilidad, consistencia y coloracion, de los tejidos, preservandolas a lo largo del
tiempo; beneficiando la docencia e investigacion de la Escuela de Medicina en

general.



Ademas, el andlisis de distintos tejidos a través de técnicas moleculares
permite conocer cuales son los tejidos viables para obtener ADN de calidad
adecuada ya sea sometido a las técnicas de preservacion o bien en estado fresco.
Esto sera de gran valor para crear a futuro un banco de ADN.

La restauracion del material bioldgico busca una mayor vida util de las
piezas anatomicas, al tiempo que mejora su apariencia, consistencia y coloracion;
beneficiando la educacion e investigacion, por medio de muestras bioldgicas mas

representativas de modelos frescos, que se conserven a lo largo del tiempo.

1.4. Factibilidad.

El estudio fue factible basandose en que los cuerpos y organos que ya se
encontraban en la EM de la UCR, y se contaba con los consentimientos informados
(formularios de donacion) de los cuerpos utilizados (Anexo 3-5).

El proyecto se encuentra inscrito en la Vicerrectoria de Investigacion de la
UCR, bajo el ntimero 422-B7-367, titulado “Estandarizacion de Técnicas de
Preservacion, Restauracion y Extraccion de Piezas Anatomicas y Material
Genético de 1a Morgue y Laboratorios del Departamento de Anatomia de la
Escuela de Medicina de la Universidad de Costa Rica”.

Aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Universidad de Costa Rica,
en la sesién nimero 69, segun el oficio VI-5670-2017(Anexo 1 y 2).

La EM cuenta con un Laboratorio de Histotecnologia y Biologia Molecular donde

se procesaron las muestras histoldgicas y moleculares.



1.5. Limitaciones.

La principal limitacion fue el tamafo de la muestra; ya que por principios
éticos, al trabajar con cuerpos humanos la muestra debid ser lo mas pequeiia
posible®. Esto llevd a que fuese un muestreo intencional en que el experto,
conociendo la poblacion en estudio, tom6 una muestra representativa de la
poblacion. En este caso se toma un cuerpo fresco, un cuerpo embalsamado con la

formula antigua y un cuerpo embalsamado con la formula nueva.



Marco Teodrico

2.1 Antecedentes del Proyecto

2.1.1 Estudio de la anatomia y el embalsamado a lo largo de la historia

A lo largo del tiempo, distintos pueblos y culturas han realizado procesos de
embalsamado, reflejando ideas relacionadas a su concepcion de la conciencia, el
alma y la vida después de la muerte. Un ejemplo de ello son los egipcios, quienes
realizaban momificaciones a personas y animales desde aproximadamente 3000

afios antes de Cristo (a.C.).0™7

Los babilonios, los persas y los sirios conservaban sus muertos
separandolos del ambiente, colocandolos en recipientes con miel o cera, evitando
que se diera el proceso de descomposicion.”®, En China se han encontrado cuerpos
embalsamados que datan de entre 187 y 145 antes de Cristo (a.C.), los restos se
encontraron perfectamente conservados, inmersos en un liquido de composicion
desconocida.®

En América se han encontrado momias que entre el 2000 y el 600 antes a.C.,
algunas se encontraron en una de las culturas preincaicas mas antiguas, la cultura
Chinchorro, en la costa norte de Chile, donde se han descubierto momias que solo

conservan la piel y estaban rellenas de arcilla y totora.5:®

En Colombia se recolectaron momias de la cultura Muisca, que evidencian
procesos de evisceracion y su reemplazo por oro y joyas, desecacion con hoguera y

envoltura de los cuerpos en mantas.®



Antiguamente el conocimiento anatomico se obtenian a partir de animales
sacrificados y de heridas en seres humanos. Se cuenta con referencias escritas de
esto en civilizaciones como la egipcia, alejandrina, griega y romana.®') Se cree
que la practica de diseccion fue introducida en educacidn, particularmente en
educacion médica, en los siglos XII y XIII; una vez establecidas similitudes entre
cuerpos humanos y animales.(!?)

Durante la Edad Media la medicina en Europa se desarrollo a través de las
obras de Galeno, quien dedic6 gran parte de su interés cientifico a la investigacion
en morfologia, realizando estudios anatomofisiologicos. Hizo investigaciones de
Medicina Experimental con vivisecciones en animales, 1o que lo llevo a explicar la
funcion de estructuras anatomicas. El Galenismo proporciond la ortodoxia de la
Edad Media, y estuvo vigente durante mas de 1500 afios.(!3-19

Durante el Renacimiento en Europa el estudio del cuerpo humano tomod
predominancia, lo que quedd plasmado en las obras de artistas y pensadores, con
dibujos anatomicos que ensalzan el énfasis humanista del periodo. Los artistas méas
representativos de la época, como Miguel Angel, Alberto Durero y Leonardo Da
Vinci son considerados grandes anatomistas, este ultimo se dedico al estudio formal
de la anatomia, utilizando cadaveres de personas privadas de libertad. (13,14,16,17)

Lo que principalmente se oponia al desarrollo de la anatomia fue la
orientacion de la medicina hacia la fisiologia y la teoria de los humores, no a la
prohibicion de la Iglesia, como se ha hecho creer.(18) Se impartia Ginicamente
recitando los textos de Galeno, para posteriormente realizar la diseccion de un
animal por un cirujano barbero, dirigido por un profesor. Hasta 1537, Andreas

Vesalio, profesor en la Catedra de Cirugia y Anatomia de la Universidad de Padua,



convierte la diseccion humana en la parte mas importante de su clase, realizandola
rodeado de alumnos.(19)

Vesalio publica “De Humani Corporis Fabrica libri septem” en 1543, y esta
obra es considerada el primer tratado moderno de anatomia. La obra refuerza los
estudios en Anatomia, comienza a considerarse el cuerpo humano como el centro
de estos estudios, asentando las bases del método cientifico actual.(13,14,19)

La inyeccion de fluidos en vasos sanguineos, utilizada actualmente para
embalsamar se ide6 en el siglo X VII, con la descripcion de la circulacion sanguinea
por el anatomista William Harvey!-?9, El primer anatomista en utilizar esta técnica
fue Jan Swammerdam, quien inyectaba cera y trementina para la preservacion de
visceras alrededor del afio 1672.©) Pero es en 1893 que se utiliza el formaldehido
para la fijacion de tejidos histologicos y material cadavérico.?V

La diseccion se reintrodujo en los afios 20 de manera formal para la
ensefianza y el estudio de anatomia, biologia y fisiologia.?® Las universidades
recibian mayormente cadaveres de individuos no reclamados; sin embargo, hubo
instancias, como en el campo de concentracion Auschwitz-Birkenau durante la
Segunda Guerra Mundial, donde se realizaron innumerables experimentos en los
prisioneros, en quienes se realizaban vivisecciones o disecciones post mortem de
manera indiscriminada y sin ningun tipo de regulacién, lo que dio multiples y
diversos avances en la medicina, tanto en su ensefianza como su ejercicio, a costa
de practicas poco éticas. Afortunadamente, una vez finalizado el conflicto bélico,
declaraciones como la del Codigo de Nueremberg, Helsinki o Ginebra, regulan las
investigaciones cientificas y el uso de material bioldgico, para que situaciones de

este tipo no vuelva a suceder.(®?%
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Lo anterior implicé que se le diera un mayor valor al material anatdmico
disponible, y se buscasen formas de proteger los tejidos de su proceso de
putrefaccion natural y que conservasen, dentro de lo posible, el estado natural de los
tejidos en general. Las técnicas de fijacidbn y conservacién anatdmica tienen
precisamente este objetivo, y busca protegerlos también del crecimiento de bacterias
como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, y Proteus vulgaris. Esto
asegura un medio seguro de trabajo, ademas de hacer estable el material evitando la
putrefaccion, convirtiéndola en una etapa fundamental en el estudio de la anatomia
tanto humana como animal.(-104)

En 1968, Estados Unidos adopt6 el acta “Uniform Anatomy Gift Act”, que
reconocia el derecho a la donacién del cuerpo completo para la docencia, lo que
vino a significar una oportunidad para obtener material biologico y dobla el
compromiso de la preservacion de los tejidos.!%14)

La diseccion, se ha conservado como método de ensefianza de la anatomia
ya que permite que el estudiante reflexione acerca de la vida y la muerte, fomenta
el crecimiento de valores humanos, la ética y de habilidades interpersonales, ademas
de académicas, al ser un ejercicio que normalmente se hace en equipo.(¥

A lo largo del tiempo distintos anatomistan han buscado la combinacién

de quimicos que logren un proceso de fijacion adecuado conservando caracteristicas

de material biolégico fresco (tabla 1), se resume la historia del embalsamado.
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Tabla 1: La historia del embalsamado, formulas fijadoras de material biologico
a lo largo del tiempo en distintos paises.

Autor

Formula

Volumenes para
embalsamado y
Resultados

Saced et al®

1 L de formaldehido.

500 mL de glicerina.

500 mL de acido carbolico.
8 L de agua de grifo.
Infiltrada por via arterial,
utilizando la arteria femoral
como via de acceso.®

El cuerpo de un adulto
promedio requiere de 6 - 7L
totales de solucion, para un
adecuado embalsamado.®

Coleman y Kogan®® en
1998 en la Division de
Ciencias Morfologicas,
Bruce Rappaport de la
Facultad de Medicina de
Technion-Israel Institute of
Technology.

Se embalsama en las
primeras 24 h post mortem.
Previamente refrigerado a 4
grados centigrados (°C).

La mezcla para embalsamar

contiene: 500 mL de
formaldehido al 37 - 40%.
200 mL de fenol.

500 mL de glicerina.

4 L de alcohol isopropilico.
20 Kg de cloruro de sodio
(sal de mesa) con un
volumen final aproximado
de 35 L con agua del grifo.
Se almacenan el cuerpo
ademas en esta solucion de
embalsamamiento a 18 °C
durante al menos 3 meses,
aunque recomiendan hasta
un afio o0 mas, antes de que
se realice la diseccion.?®

Un cuerpo de consistencia
pequefia utiliza 25 L de
volumen total infundido por
via arterial (arteria femoral)
por medio de bomba de
perfusion mecanica a una

presion de 750 — 1000
mmHg.

Describen excelentes
resultados,  conservacion

adecuada de los tejidos y
minima distorsion en la
anatomia macroscopica
tanto de los tejidos como de
los 6rganos.

Los tejidos se mantienen
flexibles, se desecan poco,
mantienen un color natural
y sin crecimiento de
microorganismos fungicos.
La diseccion no presenta

dificultad alguna.
Se  tomaron  muestras
histologicas de musculo

estriado, cardiaco y liso,
tejido adiposo, higado,
riflones, pulmones, traquea,
cerebro, médula espinal,
nervios periféricos,
pancreas, glandula tiroides,
glandulas  suprarrenales,
utero, clitoris y huesos
(huesos largos, huesos
planos y vértebras). Todos
mostraron minima
contraccion los
tejidos.®

n




En la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la
Universidad de La Salle, en
Bogota Colombia, Muiieton
y Ortiz®”

Primera mezcla contenia:
Vinagre blanco.

Etanol.

Glicerina.

Citrato de sodio.

Verde malaquita (acta
contra parasitos externos,
bacterias y hongos).

Se aplico a un bovino y se
conservo por siete dias, para
posteriormente realizar las
disecciones

12

Se observaron estructuras
macroscopicas similares a
la fijaciéon con formol, con
un proceso de autolisis y
conservacion de proteinas
adecuado para el manejo y

la conservaciéon de las
diferentes piezas
anatémicas.

Entre los resultados
negativos estd que el

cadaver present6 un color
verdoso indeseable, y la
consistencia de la pieza era
menos compacta que las
fijadas con formalina.*”

Segunda mezcla contenia:
Alcohol etilico.

Glicerina.

Agua

Se aplico a un bovino y se
conservo por 7 dias previo a
la diseccion

Se observo un adecuado
estado de conservacion, sin
degeneracion de tejidos a
pesar de estar expuesto
sobre una mesa de
diseccion a aire ambiente
un periodo de cuatro
semanas.

Se presentd desecamiento
de las estructuras por la
exposicion al aire, por lo
cual se debid de colocar en
una recipiente que contenia
de la misma mezcla con la
que se embalsamo.

La coloracion de los tejidos
se asemeja mas a la de los
animales vivos, la textura
de los tejidos es mas suave
que la que se obtiene de
cuerpos embalsamados con
formalina.?”

Kalanjati, Prasetiowati y
Alimsardjono®, en 2012
en el Departamento de
Anatomia e Histologia de
la Facultad de Medicina de
la Universidad Airlangga,
en Indonesia

500 mL de glicerina.

500 gr de fenol en 500 mL
de agua de grifo.

3 L de formaldehido al
37%.

12 L de agua de grifo.
Posterior al embalsamado
se almacena el cuerpo a 4°C
por un periodo de 6 meses
dentro de un tanque lleno de

Se infundieron 16 L de
solucion para embalzamar,
por via arterial, con una
bomba de perfisuén a 400
ml de solucion/min.

Se observa un cadaver con
vasos, musculos y nervios
mas visibles, con un color
mas claro, elasticidad
conservada en los




una solucion de formalina y
glicerina, ambas al 5%.%
Una vez iniciado el proceso
de diseccion el cuerpo debe
de permanecer almacenado
en el cuarto frio, a una
temperatura entre los 4 y 5
°C y al final de cada
diseccion (o uso del cuerpo)
se debe de aplicar una
mezcla de 1.8 L de
glicerina, 200 mL de aceite
de pino y 1.5 L de agua de
grifo, para evitar la
desecacion y el crecimiento
de hongos.®®
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musculos. sin crecimiento
fingico y con un costo

Mufietén y Ortiz*” en el

2013

Mezcla de: 10 L de formol,
10 L de etanol diluidos en
80 L de agua.

Se infunde via arteria
cardtida comun, luego de un
lavado capilar en dichas
piezas a base de agua y
heparina (no indican Ila
cantidad de formula
necesaria para preservar
cada pieza). Las piezas
pueden ser utilizadas hasta
7 dias posterior al proceso
de embalsamado.

Ademas, mientras la pieza
es disecada se conservaron
en recipientes que
contenian la mezcla antes
descrita.

Luego son deshidratarlas
con isopropanol y
posteriormente se
sumergieron en 400 litros
de glicerina por un periodo
de 70 dias.

Por ultimo los cuerpos se
sacaron de la glicerina y se
llevo a cabo un proceso de
curado por medio de aire
circundante, evitando rayos
solares y humedad por 30
dias.*”

Se  obtuvieron  piezas
anatobmicas aptas para la
docencia, que no presentan
olores y conservan las
estructuras anatomicas en
buen estado por mas
tiempo, en comparacion
con las piezas preservadas
con formol.*”

Fonseca-Matheus, Rojas y Previo al

Peraza®”

b

en el 2013

proceso de
embalsamado y eutanasia

Los autores concluyeron
que la solucion alternativa




publican un estudio en la
Universidad
Centrooccidental “Lisandro
Alvarado”, en Venezuela

del animal, a todos los
especimenes utilizados se
les administré 200 Ul/kg de
heparina sodica via
intravenosa.

Luego en el proceso de
embalsamado los animales
se distribuyeron en 2
grupos; el grupo 1 (control)
fue tratado con la solucion
de wuso rutinario en el
laboratorio que contenia:
100 ml de formaldehido al
37%, 25 ml de glicerina y
755 ml de agua.

El grupo 2 fue tratado con
una solucion alternativa que
estaba conformada por: 25
ml de formaldehido al 37%,
5 g de sulfato de cobre en
cristales, 25 ml de glicerina
y agua en cantidad
suficiente para completar 1
L. Seguidamente todos los
animales se almacenaron a
temperatura ambiente por
un lapso de 24 horas,
pasado este tiempo, fueron
conservados con
temperaturas entre 1-4 °C
mientras se realizaba la
diseccion de los mismos.*”
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permite la preservacion
adecuada para la diseccion
de los ejemplares
anatomicos, con una menor
exposicion a la formalina,
menos olores irritantes pero
no es tan efectiva en el
control del crecimiento de
hongos en la superficie de
las piezas anatomicas; y
desde el punto de vista
microscopico no permite
conservar de manera 6ptima
los tejidos.®”

2.1.2 La Quimica de las Soluciones de Fijacion, Conservacion y

Restauracion

2.1.2.1 Formaldehido

El quimico aleman August W. Von Hofman sintetizo el formaldehido en
1869 y, es a partir del ano 1893 que empieza a utilizarse como un fijador de tejidos

por su capacidad de crear enlaces cruzados entre proteinas, evitando la proliferacion
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de bacterias e impidiendo la putrefaccion de los mismo. (1:10:21:3D

El formaldehido estd compuesto quimicamente por 7% de alcohol
metilico, 37% de formaldehido y el resto es agua. Su concentracion se expresa en
términos de partes por millon (ppm), 1ppm = 1.248 mg/cu.m. Es utilizado fuera de
la industria médica en pintura, adhesivos, industria quimica, plasticos, papel,
fotografia construccion, cosméticos, entre otros.(3%33)

El uso del formaldehido innovo las técnicas de fijacion del material
anatomico, tanto a nivel macroscopico como microscopico, pues posee una rapida
difusion tisular. A nivel comercial este quimico se maneja como una solucién acuosa
saturada del gas formaldehido a una concentracion del 37-40%. A pesar de su
eficacia y bajo costo, cuestionada por ser altamente irritante a la conjuntiva ocular
(un gas irritante); su inhalacion también produce irritacién en mucosas de via aérea
superior y, en ocasiones, del tracto respiratorio inferior. Se han presentado lesiones
en piel por exposicion prolongada y se documenta un alto potencial cancerigeno,
teratogénico y mutagénico, aumento del riesgo de aborto, y se a relacionado con un
sindrome neuroldgico asociado a solventes organicos(®-428:32734),

Se tiene reporte de casos de exposiciones prolongadas, a concentraciones elevadas,
donde se han llegado a manifestar carcinomas escamosos en la mucosa nasal de
ratas.!3%

Finalmente, las piezas anatdmicas conservadas bajo técnicas a base de
formaldehido presentan mayor rigidez, retraccion del volumen de los 6rganos y

pérdida del color natural de la pieza.?¥
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2.1.2.2 Otros quimicos fijadores
- Fenol. Quimico perteneciente a la familia de los alcoholes, fue sintetizado en 1841,
es de consistencia liquida, incoloro, transparente y con un olor caracteristico,
ligeramente penetrante, y es soluble en la mayoria de los solventes organicos. 637
Es utilizado como parte de las formulas para la fijacion de material
biolodgico a nivel macroscopico y microscopico. Entre sus efectos adversos se
encuentran: depresion del sistema nervioso central e irritacion de mucosas nasal y
ocular, con epifora.?!343%) Por si solos no son genotoxicos, pero si son promotores
de cancer, aumentando los efectos de carcindgenicos genotoxicos ambientales;
siendo esto un efecto dosis y tiempo dependiente.?
- Acido bérico. Compuesto acido, con apariencia cristalina, de color blanco, tiene
acciones antisépticas e insecticidas, y es utilizado en la medicina china desde 1700.
Tiene absorcion rapida y una vida media, dentro del organismo, de un dia, con
excrecion renal. Su toxicidad es baja en mamiferos cuando se aplica en piel, y
moderada si ingresa por mucosa respiratoria en una exposicion aguda al quimico.“?
- Glicerina. Alcohol trihidrico, soluble en agua, inodoro, viscoso, casi incoloro, con
un alto punto de ebulliciéon y estable en la mayoria de condiciones. Se volvid
importante economicamente y en la industria militar en 1866, cuando Alfred Nobel
invento la dinamita, siendo esta su primera aplicacion técnica.! En el proceso de
embalsamado da flexibilidad a los tejidos, evitando que se sequen.->342) Entre sus
efectos adversos agudos por exposicion se encuentran: irritacion de mucosas, tos,

disnea, inyeccién conjuntival y epifora, entre otras. No se han descrito efectos

adversos por uso cronico del mismo.“?
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2.1.2.3 Peroxido de hidrogeno (H:0:)

Potente agente oxidante, es liquido, incoloro a temperatura ambiente,
soluble en agua. Es utilizado, entre otras cosas, para el blanqueamiento de telas,
papel e incluso como combustible de cohetes. Sus efectos adversos incluyen:
irritacion de piel al contacto directo, pudiendo causar descamacion, quemaduras,
irritacion y formacion de ampollas; por inhalacién puede producir irritacion de las
membranas mucosas del tracto respiratorio, tos, disfagia, disnea y edema

pulmonar, 349

2.1.2.4 Hidroxido de Potasio (KOH)

Producto quimico s6lido, de coloracién blanquecina o amarilla, inodoro,
soluble en agua, alcohol y glicerina. Absorbe rapidamente la humedad y el diéxido
de carbono del ambiente. Al descomponerse se crea hidrogeno, monoxido de
carbono y 6xidos de potasio. Al contacto con la piel produce quemaduras y ulceras,
inhalado causa tos, sensacion de ahogo, lesiones en tabique nasal y quemaduras en

mucosas. 0

2.1.2.7 Cloruro de sodio (NaCl)
Quimico solido o en cristales, de color blanco, olor leve, sabor salado,
soluble en agua, glicerina y amoniaco. Es un corrosivo, puede crear irritacion al

contacto directo con piel, 0jos y mucosas orales o, al ser inhalado.*?

2.2 Estado de la Cuestion.

2.2.1 Experiencia de la restauracion de material anatémico

En el 2014 se presenta un trabajo de grado como requisito parcial para optar al
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titulo de Magister en Morfologia Humana en el Departamento de Morfologia
Humana de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia,
Bogota, por Julio César Franco Castillo®®. En este se toman 10 piezas humanas
(hemi-cabezas, rifion, pulmoén, lengua, bloques de intestinos y bloques cardio-
pulmonares) que se encontraban deterioradas y no habian sido sometidas
anteriormente a restauracion alguna. Se les aplicé el protocolo de restauracion
puntualizado en las sesiones practicas del Curso de Técnicas Morfologicas
Avanzadas - Tunja 2012, Dr. José Dario Rojas Oviedo“; durante el VIII Congreso
Colombiano de Morfologia, ASCOM (Asociacién Colombiana de Morfologia)®?.
Este protocolo establece un proceso de cuatro pasos: Maceracion con hidroxido de
potasio (KOH) del 1- 2% diluido en agua, Desengrasado con Xilol o con hidréxido
de potasio (KOH) diluido en alcohol (OH) en porcentajes mayores que el paso
anterior, Aclaramiento con hipoclorito de sodio, u otro blanqueador, en las zonas
que se desea blanquear y, por ultimo, Conservacién, donde se aplica a cada pieza
la mezcla, o procedimiento, deseado para la conservacion segun el criterio del
investigador. En el caso mencionado se preservo con la solucion fijadora
conservadora chilena (SFCch).“®

De este estudio se concluy6 que el proceso de restauracion no es un proceso
rigido por lo que se puede repetir uno o mas pasos segun lo requiera la pieza
anatomica.*®

En el 2016, el Dr. Diego Pineda Martinez>!?), médico académico y jefe del
Departamento de Innovacion y Material Bioldgico de la Facultad de Medicina, de
la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), y su equipo de trabajo,

empezaron a incursionar en los procesos de restauracion de material bioldgico,
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utilizando como base el método propuesto por el Dr. Rojas en Colombia®?. El
proceso utilizado por ellos cuenta también con 4 fases: Maceracion (con KOH en
porcentajes desde el 2-8 % diluido en agua de la llave), Desengrasado (con KOH
en porcentajes que varian del 2-8 % diluido en alcohol), Rehidrataciéon con NaCl
al 1% m/v y Aclaramiento (con H,O; del 2-8 % diluido en agua).

Los resultados obtenidos fue una mejoria en flexibilidad y coloracion, con
aumento de volumen por hidratacién. Se concluyd que esta técnica permite
restablecer el nivel de detalle en extremidades y rasgos faciales que dan un registro
dactiloscopico o palmoscdpico, asi como apertura palpebral para estudio del globo
ocular, que no era posible previo al proceso de restauracion.®® Aumenta la vida
media del material bioldgico, asi como la posibilidad de aplicar técnicas de
identificacion humana.¥

A nivel nacional, no hay registros escritos que describan como se debe de
realizar correctamente el procedimiento de embalsamado de un cuerpo, ni hay
estudios sobre las distintas formulaciones para realizar dicha fijacion. En las
morgues de las Universidades es empirico o basado en formulaciones utilizadas en
otros paises, pero sin evidencia escrita que describa el procedimiento en detalle.

No hay bibliografia nacional que describa formulaciones de fijadores con
mayor o menor concentracion de formalina y las caracteristicas presentadas por el
material biologico fijado con dichas sustancias. Lo mas cercano fue escrito por
Alvarez y Calvo®®®, quienes realizaron en 2012 una revision bibliografica sobre las
caracteristicas de la formalina, como el personal de los servicios de anatomia

patologica de los hospitales se encuentra expuesto a dicho quimico, cuéles son las
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complicaciones por la exposicion a este y las acciones que se deben de tomar para
mitigar sus efectos adversos.

En lo que a restauracion de piezas anatomicas concierne, no hay evidencia
escrita que describa que se realizara anteriormente en el pais, por lo que a pesar de
ser un procedimiento con varios afios de estar en desarrollo, en el pais es totalmente
novedoso.

Con respecto a la extraccion de material genético, existen publicaciones sobre la
extraccion de ADN a partir de huesos humanos de especimenes post mortem, con
distintas caracteristicas en su manejo posterior a su muerte, como exposicion a aire,
agua o exhumados, con el fin de valorar la obtencion de ADN como técnicas
forenses que permitan el reconocimiento de cuerpos.®® Se realizd una revision
bibliografica en la cual se encuentran estudios que explican distintos métodos para
la extraccion de ADN desde hueso, para uso forense y antropoldgico, donde dan
recomendaciones sobre como obtener mejores resultados.®” Sin embargo, ninguno
de los estudios nacionales encontrados hace referencia a la extraccion de ADN de

material bioldgico fijado con formalina, para el reconocimiento humano.

2.2.2 Experiencia en la obtencion de material genético de cuerpos de
morgues o laboratorios de anatomia.

Después que una persona fallece, inicia el proceso de descomposicion, y
las moléculas empiezan a degradarse por enzimas endogenas y por organismos
exogenos sumado a las condiciones ambientales en las que se encuentra el cuerpo.
Razon por la cual, la obtencion del material genético para la identificacion de restos

humanos ha surgido como una herramienta muy util, que permite la identificacion
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de restos. Debido a que el ADN es una molécula mas resistente a la degradacion por
ciertas proteinas, y se puede recuperar de distintos tejidos, dentro los que se
encuentra el hueso y diente como tejidos de donde se puede recuperar ADN
viable.7-9

Es importante recordar que el genoma humano consta de 3,200 millones
de pares de bases, distribuidas en 23 pares de cromosomas, de los cuales 22 son
pares y un par cromosomas sexuales (X/Y). Y fue en 1985 cuando, Alec Jeffreys
fue el pionero, que realizo estudios en los que obtuvo un patréon de bandas, el cual
denomino la huella digital del ADN o huella genética, los marcadores moleculares
utilizados en estas pruebas fueron las regiones con repeticiones tandem de nimero
variable (VNTR) las que poseen en promedio 30 pb y las repeticiones cortas en
tandem (STR) que poseen de 2 a 5 pb.(60-6D

Se ha demostrado que el formaldehido es un quimico que causa entre-
cruzamiento (también conocido como cross-linkange), entre los acidos nucleicos y
las proteinas, hidroliza puentes fosfodiester del ADN y por adicion de grupos
metilos en las bases, crea una modificacion covalente del ARN que puede generar
problemas en la obtencion de material genético de calidad, necesario para la
aplicacion de técnicas moleculares variadas, que permitan la identificacion de restos
humanos.¢?

Distintos investigadores afirman que por las causas ya descritas la fijacion
con quimicos como la formalina disminuye en mayor o menor grado, el rendimiento
de la amplificacion por PCR (reaccioén en cadena de la polimerasa) dependiendo
ademas de otros factores como, el tiempo y temperatura de fijacion principalmente,

influyendo al final en la tasa de fragmentacion del ADN(2:6%)
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Con la introducciéon de la técnica de reaccion de cadena de polimerasa
(polymerase chain reaction 6 PCR) que permite: la amplificacion de pequeios
segmentos de ADN, generar millones de copias o amplificar los VNTR y STR a
partir de cantidades minimas de muestra; se introdujeron técnicas que permiten la
identificacion de resto humanos a partir de distintos procedimientos, entre las se que
encuentran: amplificacion de un gen especifico, las repeticiones en tdndem cortas
(Short Tandem Repeat 6 STR), el estudio del ADN mitocondrial, estudio de
cromosomas sexuales, polimorfismos de nucle6tidos tUnicos (single nucleotid
polimorfism 6 SNP) y gen de la amelogenina entre otros.8--61.64)

Las Instalaciones de Ciencias Forenses Aplicadas del Sureste de Texas
(STAFS) en Sam Houston State University, publico en 2017 un estudio que buscaba
evaluar el grado de degradacion de la molécula de ADN por medio de la viabilidad
de las repeticiones cortas en tandem, “Short Tandem Repeat” (STR), de diversos
tejidos (piel de diferentes areas, musculos, huesos, dientes, cabello, vello pubico y
facial, ufias, 6rganos toracicos y abdominales) de tres cadaveres, embalsamados por
funerarias diferentes con mezclas comerciales y almacenados, previo al muestreo, a
4° C por un periodo de 290 dias (para el 1° cuerpo), 814 dias (para el 2°) y 113 dias
(para el 3°). Una vez tomadas las muestras se almacenaron a -20°C hasta el momento
de ser procesadas.®)

Al analizar el éxito de los STR, las muestras de huesos y dientes recolectados dieron
como resultado perfiles tanto parciales como completos; las muestras de médula
6sea, musculos, cabello y ufias generaron tasas de éxito de STR mas altas (de 90-
93%); mientras que la categoria de 6érgano interno dio como resultado el promedio

mas bajo de 49%.4)



23

Se concluy6 que esas variantes pueden deberse al proceso de embalsamado de cada
cuerpo, al tiempo antes de procesarse la muestra, al tiempo de fallecido previo al
embalsamado y al uso de solo 3 cuerpos para el estudio.’®)

La amelogenina es el mayor componente proteico del esmalte, secretada
por los ameloblastos, y cuenta con alrededor de 180 aminoacidos,®> en el humano
es un gen transcripcionalmente activo en ambos Cromosomas sexuales (Y y X ). El
gen localizado en el cromosoma Xp22.1-22.3, es llamado “AMELX”, que mide
2,872 pares de bases (pb) y el localizado en el cromosoma Yp11.2, se conoce como
“AMELY”, y tiene 3,272 pb. El andlisis simultaneo de estos dos genes es de gran
utilidad en la identificacion del sexo. En este sentido, la prueba descrita por Sullivan
y cols. detecta una delecion de 6 pb del intrén 1 del gen AMELX, que genera
productos de amplificacion de 106 y de 112 pb para AMELY..(¢6:67

Este gen es utilizado como un método simple para la determinacion del
sexo humano, y en pruebas forenses se utiliza para determinacion de la identidad de
personas desaparecidas, en la cual se pueden utilizar los genes del cromosoma Y y/o
X de las muestras extraidas, para posteriormente realizar una amplificacién por PCR
usando dos cebadores comunes; para finalmente ser sometidos a electroforesis en

un gel de agarosa.(®®
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Marco metodologico

3.1 Tipo de estudio
Se llevo a cabo un estudio descriptivo, observacional de tipo transversal,

entre enero de 2017 y mayo de 2018.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Poblacion de estudio:
El estudio consta de dos grandes partes: A) Restauracion de 6rganos, y B) la
comparacion de la fijacion de distintos tejidos en un cuerpo embalsamado con

formula antigua y férmula nueva contra un cuerpo fresco.

A. Proceso de restauracion: se utilizaron 265 6rganos que correspondian a la
totalidad de los 6rganos que se encontraban en el area de los laboratorios
del Departamento de Anatomia de la Escuela de Medicina, de la
Universidad de Costa Rica, para setiembre del 2017, fijados previamente
con formalina diluida en agua al 10% m/v de concentracion. Con un tiempo
de antigliedad, de la mayoria de los 6rganos de mas de 10 afios de estar
fijados en una mézcla a base de farmaldehido al 10%.

B. Comparacion entre las mezclas para embalsamar: se utiliza tres cuerpos
masculinos con edades entre los 78 y 79 afos, donados a la Escuela de
Medicina, adecuadamente identificados con su brazalete de identidad del
LaMoNec, con un tiempo de fallecimiento mayor a tres semanas pero menor
a 1 mes, de nacionalidades costarricense y estadounidense, los cuales fueron

numerados del 1 al 3.



25

El cuerpo 1 se mantuvo en condicion fresca, sin aplicarle ninguna
formula para su fijacion y se disecod en un periodo menor a 1 semana por
parte de la investigadora principal; el cuerpo 2 un cuerpo fijado con una
formula a base de formalina diluida en agua, con una concentracion de la
misma al 10% sin bufferizar, que serd denominada formula antigua y que se
encontraba almacenado en las fosas de quimico de LaMoNec para su
preservacion desde el afio 2015, solamente se tiene conocimiento de que se
enbalsamo6 via vena femoral con bomba de perfusion y el cuerpo 3 estaba
fijado con una soluciéon embalsamadora a base de alcoholes con formalina
en una concentracion menor del 6% sin bufferizar, que serd designada con
el nombre de formula nueva, el cual se embalsamo por via arteria femoral
mediante bomba de perfusion.

Los tres cuerpos elegidos por juicio de experto; cada uno de ellos con
una condicién representativa para el estudio. Se valoraron variables
macroscopicas, histoldgicas y moleculares de 31 drganos en total de cada
cuerpo: ganglio cervical, pelo de cuero cabelludo, vello pubico, piel de
abdomen, grasa de abdomen, musculo oblicuo externo, musculo subclavio,
lengua, glandula submandibular, glandula tiroides, pulmén izquierdo,
auricula derecha, higado, vesicula biliar, cartilago de oreja, arteria adrta
ascendente, testiculo, pancreas, bazo, rifion, vejiga, lecho ungueal, cartilago
costal, costilla, eso6fago, estomago, duodeno, yeyuno, ileon, ciego y
apéndice vermiforme, para tener una muestra total de 93 6rganos y tejidos

entre los tres cuerpos.
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Se utilizé una escala nominal para etiquetar cada o6rgano o tejido con
respecto a la categoria a la que pertenece, y poder distinguirlo de las otras

categorias.(®”

3.2.2 Criterios de inclusion y exclusion
A. Proceso de restauracion. Los criterios de inclusion y exclusion de los

organos restaurados se observan en la tabla N° 2.

Tabla 2: Criterios de inclusion y exclusion de los organos en los
laboratorios del Departamento de anatomia de la Escuela de Medicina, de
la Universidad de Costa Rica hasta setiembre del 2017.

Inclusion Exclusion
Fijado con formalina previamente. Mal estado de preservacion.
Lesiones extensas en el parénquima
del 6rgano.

Organo fresco.

Fuente: Gonzalez Fernandez J. 2017.
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B. Comparacion entre las mezclas para embalsamar. Los criterios de

inclusion y exclusion de los cuerpos del 1-3, se observan en la tabla N° 3.

Tabla 3: Criterios de inclusion y exclusion para seleccionar los cuerpos de
donde se tomaron las 31 muestras de organos y tejidos.

Inclusion

Exclusion

¢ Encontrarse en el Laboratorio
Morgue y Necrobiologia de la
Escuela de Medicina de la
Universidad de Costa Rica para el
mes de Mayo del 2018.

¢ Tiempo transcurrido entre el
fallecimiento y el proceso de
diseccion o embalsamado menor a un
mes.

¢ Descripcion de la mezcla con la cual
fue embalsamado.

e Brazalete de identificacion.

e Conocer su fecha de ingreso a la
Escuela de Medicina de la
Universidad de Costa Rica.

e Acta de defuncidn.

e Carta de donacion personal o del
hospital donde fallecio.

¢ No haber sido sometido a algiin
método de fijacion previo ingreso al

Laboratorio de Necrobiologia y
Morgue de la Escuela de Medicina

de la Universidad de Costa Rica.

e Mismo sexo en los cuerpos
seleccionados.

e Poseer pelo en cuero cabelludo, vello
pubico, orejas, lengua y ufias, en al
menos una mano.

e Autopsia previa.

e Descripcion al ingreso a la morgue
que sugiera estado de
descomposicidon avanzada, como
zonas de la piel con verdosas u olor
fétido.

e Desconocimiento de la cantidad de
litros de la solucién utilizada para
embalsamar.

e Desconocimieto de la férmula
utilizada para embalsarmar.

¢ Historia de cirugias previas.

Fuente: Gonzalez Fernandez J. 2017.
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3.2.3 Metodologia

A. Restauracion de dérganos
Se tomaron los 265 o6rganos de los laboratorios del Departamento de
Anatomia de la Escuela de Medicina para el setiembre 2017, fijados previamente
con formalina, en los que se encontraban pulmones, corazones abiertos y cerrados,
bazos, higados, pancreas, lengua, estdmagos, intestinos delganso y gruesos, uteros,
glandulas mamarias, penes, testiculos, rifiones y cerebros completos.
Primeramente cada organo fue fotografiado (para documentar su estado
previo a la restauracion) y numerado; todo el proceso se documento mediante
bitacoras de trabajo.
El proceso de restauracion se llevo a cabo de la siguiente forma:
e Fase de maceracion: los 6rganos fueron colocados en un recipiente plastico
con tapa en una solucién de hidroxido de potasio (KOH) diluido en agua de
grifo, variando su concentracién entre 1 - 8% de masa/volumen (m/v),
dejandolos reposar en esta un tiempo variable, segun las caracteristicas de la
pieza anatémica y las condiciones de su tejido previo al proceso de
restauracion.®? La solucion debia cubrirlos por completo.
o Fase de desengrasado: se prepard una solucion de hidroxido de potasio
diluida en alcohol al 95%, con una concentracion que varié del 1 - 8% m/v
segun lo ya mencionado.®? De igual manera, se introdujeron los 6rganos en

un recipiente plastico con tapa, cubiertos completamente por la solucion y
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nuevamente se dejaron reposar por un tiempo variable segin la pieza a
restaurar.

o Fase de lavado: se repitid lo mismo que en las fases previas sélo que en esta
ocasion se utilizd una solucion al 0,9 - 1,0 % (m/v) de cloruro de sodio
(NaCl) en agua.?

e Fase de blanqueamiento: se colocaron las piezas anatdmicas en una
solucion de peroxido de hidrogeno (H202) 1 - 8 % m/v diluido en agua de
grifo, segin los mismos criterios previos y de la misma manera que los pasos
previos.?)

Al completar cada fase se tomaron fotografias de cada una de las piezas
anatomicas y se colocaron los resultados observados en una bitacora de trabajo. Una
vez terminada esta etapa, se tomaron de la bitadcora de trabajo los datos necesarios
para completar la tabla de datos con las variables cuanlitativas a evaluar en cada

organo (Anexo 36), las cuales se describen en las tablas N° 04 y 05.
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Tabla 4: Variables macroscopicas a evaluar previo y posterior a la
restauracion de cada uno de los organos de los laboratorios del Departamento
de Anatomia de la Escuela de Medicina, de la Universidad de Costa Rica hasta

setiembre del 2017.
Daiio en el
Consistencia Coloracion Olor parenquima del
organo
No valorable No valorable No valorable
Pétrea (indurado) Negro Formalina
Quimi Si
.. , uimico no
Duro-elastico Café oscuro ‘dentificado
Café claro
Blando Sin olor
Blanco
Como esponja Amarillo No
Alcohol
Gris

Fuente: Gonzalez Fernandez J. 2017.
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Tabla 5: Variables a considerar en el proceso de restauracion de cada uno de

los organos a restaurar de los laboratorios del Departamento de Anatomia de

la Escuela de Medicina, de la Universidad de Costa Rica hasta setiembre del
2017.

Macerad Desengrasad

o KOH o KOH en Rehidratacio Blanqueamient

en H,O OH n NaCl o H,O,
Porcentaje
concentracio 1-8 1-8 09-1 1-8
n dela
solucion (%)
Tiempo de
Sumerciénde 0 - 408 0 - 408 0 - 408

cada organo
(en horas)
Fuente: Gonzélez Fernandez J. 2017.

Una vez restaurados, se aplicaron distintos criterios comparando las
variables enumeradas en la tabla N° 4, antes y después de la restauracion, para
determinar si la restauracion fue mala, buena o muy buena.

De manera que, si el 6érgano presenta dafio del parénquima posterior a la
restauracion o si presentaba dafio del parénquima desde antes pero no presentd
mejoria en su consistencia ni en su coloracion se considera que la restauracion fue
mala.

Por otro lado, si el 6rgano no presenta dafno del parénquima, pero presenta
solamente mejoria en una de las variables ya sea color o consistencia, o tiene dafio
previo del parénquima pero presenta mejoria de 1 o mas variables, se considera que
la restauracion fue buena.

Si el 6rgano restaurado no presenta dafio en el parénquima y mejora el color

y la consistencia se considera que la restauracion fue muy buena. (Tabla N° 06)
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Tabla 6: Criterios para determinar el estado de la restauracion de los organos

Estado de Criterios
restauracion
Dafio en el parénquima posterior a la restauracion.
Mala Dafio previo en el parénquima, y sin mejoria en
consistencia o coloracion.
Sin dafo en el parénquima, con mejoria de solo una
caracteristica (color o consistencia).
Buena Con dafio previo en el parénquima y mejoria de ambas
caracteristicas (color y consistencia).
Con dafio previo en el parénquima y mejoria de solo una
caracteristica (color o consistencia).
Sin dafio en parénquima posterior a la restauracion y con
Muy buena parenq P M

mejoria en color y consistencia.

Fuente: Gonzalez Fernandez J. 2017.

B. Comparacion de las formulas para embalsamar

Una vez seleccionados los cuerpos se procedié a realizar diseccion por

planos de diversas regiones: cuello, torax, abdomen, oreja, lechos ungueales, cuero

cabelludo y genitales. Esto permiti6 exponer y separar la piel con cuero cabelludo y

vello pubico, piel de abdomen, grasa abdominal, miisculo oblicuo externo, misculo

subclavio, glandulas submandibulares, glandula tiroides, ganglios cervicales,

pulmones, corazén, arteria aorta ascendente, esdéfago (porcion intraabdominal),

estomago, duodeno, yeyuno, ileon, pancreas, bazo, higado, vesicula biliar, apéndice

vermiforme, ciego, rifiones, vejiga, gonadas (testiculo), lecho ungueal de al menos

2 dedos de la mano, cartilago y hueso costal, y cartilago auricular.
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El embalsamado se realiza por via arterial (carotidea o femoral) o venosa
(femoral), razdn por la cual se eligieron 6rganos y tejidos con grados de perfusion
distintos, ya que esto puede influir en el contacto con la solucion fijadora.

Tabla 7:Numeracion de organo o tejido a evaluar en cada uno de los cuerpos
elegidos.

Ganglio cervical
Pelo de cuero cabelludo ‘
Vello pubico
Piel de abdomen
Grasa de abdomen
Musculo Oblicuo Externo
Musculo subclavio
Lengua
Glandula submandibular
Glandula tiroides
Pulmon Izquierdo
Auricula derecha
Higado
Vesicula biliar
Cartilago de oreja
Arteria Ao Ascendente
Testiculo
Pancreas
Bazo
Rifion
Vejiga
Lecho ungueal
Cartilago costal
Costilla
Esofago
Estémago
Duodeno
Yeyuno
Ileon
Ciego

31 Apéndice Vermiforme
Fuente: Gonzalez Fernandez J. 2017.
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Se numer6 cada drgano o tejido del 1 al 31 como se muestra en la tabla N°
07 y se procedi6 a realizar la recolecion de las variables macroscopicas, moleculares

e histologicas.

Comparacion de variables macroscopicas

La diseccion por planos en los tres cuerpos fue realizada por la investigadora
principal, con el fin de disminuir el sesgo por parte del observador. Todo el proceso
fue recopilado por medio de fotografias y anotaciones en la bitdcora de trabajo.

Se compararon las variables macroscopicas, que se observan en la tabla N°
08, donde se utilizaron variables cualitativas como la consistencia, coloracion y olor,
de los tejidos y organos. Dichas caracteristicas fueron descritas en la bitdcora de

trabajo por parte de la investigadora principal, que corresponde al observador 1.

Tabla 8:Variables macroscopicas de los organos y tejidos disecados de los 3
cuerpos evaluados.

Consistencia Coloracion Olor
No valorable No valorable No valorable
Pétrea (indurado) Negro Formalina
Duro-elastico Café oscuro Quimico no identificado
Blando Café claro
Sin olor
Blanco

Como esponja Amarillo

Alcohol

Gris

Fuente: Gonzalez Fernandez J. 2017.
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Luego de que los cuerpos fueron disecados completamente se solicitd a dos
médicos graduados, y docentes del Departamento de Anatomia, que completaran un
formulario, en el que se hicieron preguntas sobre las variables macroscopicas antes
mencionadas en los cuerpos embalsamados (Anexo 32, 33), para luego comparar
los resultados de los 2 observadores externos con los del investigador principal.
(Anexo 34, 35y 36)

Los evaluadores externos (observador 2 y 3) eran médicos graduados de la
Universidad de Costa Rica, que han participado a lo largo de su carrera en distintas
cirugias y, ademads, tienen experiencia trabajando en el Departamento de Anatomia
de la Escuela de Medicina de la UCR como docentes de tiempo completo.

Se utilizé ademads el coeficiente Kappa de Cohen como una medida de
concordancia entre los observadores, con el fin de validar las variables descritas por
el observador 1. Debido a que el coeficiente Kappa de Cohen excluye la
concordancia causada al azar; razon por la cual se considera un estudio de
concordancia, que busca estimar la coincidencia de las observaciones entre dos

observadores, ademas de utilizar variables de tipo categoricas.7%7D

Andlisis genético

Luego de describir las variables macroscopicas, se procedié a tomar las
muestras de ADN de cada uno de los organos o tejidos. Con material esteril y
guantes de nitrilo, tomandose cada una de las 31 muestras de tejido, y colocandose
en tubos Eppendorf® de 1.5 ml, los cuales se rotularon y se congelaron a cero grados

de forma inmediata.
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Se utilizo el Kit “High pure PCR template preparation Kit” (Roche,
Mannheim, Germany, nimero de catdlogo 1179628001). Se trabajo acorde a las
indicaciones del fabricante. El ADN purificado se cuantificé en Nanodrop TM
(Thermo-Scientific).(’?

Luego de anotar las variables cuantitativas observadas en la tabla N° 08, se
procedio a realizar una electroforesis en gel de agarosa al 1% p/v , para evaluar su
integridad. Ademas, se realizé un andlisis de PCR tiempo final, para evaluar la
calidad del material extraido y su viabilidad para estudios moleculares posteriores,
se amplifico una region del gen codificante para el SCN5SA (que codifica la
subunidad  alfa del canal de sodio cardiaco) utilizando los primers F-
5'GATGCATGGGCAGGGTCTGA-3y R- 5"CAGAGTTTGGGACCAGAATT-
3’, que generan un amplicon de 467 pb. Tras esto, se anoto si la amplificacion del
ADN de cada muestra fue positiva o negativa como variables cualitativas (Tabla N°
09).

Como no se logré obtener resultado positivo con la amplificacion de las muestras
del cuerpo 2 y 3, se realizd una prueba de algunos tejidos del cuerpo 2 y 3, con el
gen llamado AMELY, correspondiente al gen de amelogenina, localizado en el
cromosoma Y p11.2,(666% utilizando los primers F-
5'CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG-3’ y R-
5'ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG-3" que generan un amplicon de 110 pb,
con la finalidad de comprobar si en el primer caso no hubo amplificacion porque el
ADN no era viable del todo, o porque la molécula de ADN se encontraba muy
degradada, a causa del uso del formaldehido en la fijacion de las muestras del cuerpo

2y3.
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Tabla 9:Variables moleculares de los organos y tejidos disecados de los 3
cuerpos evaluados.

Concentracion de

ADN en ng/ul Relacion 260/280 Amplificacién

Resultado numérico  Resultado numérico Positivo /Negativo

Fuente: Wheeler A, Czado N, Gangitano D, Turnbough M, Hughes-Stamm S.
Comparison of DNA yield and STR success rates from different tissues in
embalmed bodies. Int J Legal Med. 2017;131(1):61-6.

Comparacion de variables histologicas

Por ultimo, se tomaron las muestras de los 93 tejidos y 6rganos para poder
valorar las variables cualitativas a nivel histologico descritas en la tabla N° 10. Las
mismas permiten apreciar el estado de conservacion del nucleo y el citoplasma de

las células, con el fin de valorar el proceso de fijacion a nivel histologico.

Tabla 10:Variables microscopicas de los organos y tejidos disecados de los 3
cuerpos evaluados.

Tiempo de fijacion Calidad de fijacion
Nicleo Citoplasma
D
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Fuente: Gonzalez Fernandez J. 2017.
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Una vez tomada la muestra, se fij6 con formalina bufferizada de
Milloning’s"¥, colocando las muestras cortadas en casettes de inclusion de plastico,
rotulados previamente, los cuales se sumergieron en un frasco de vidrio, con un
volumen aproximadamente 20 veces mayor a las muestras, por un periodo minimo
de 24 horas. En el caso de las muestras de hueso (costilla), se colocaron en acido
clorhidrico al 10% (v/v), lo que permitié descalcificar el hueso para cortarlo e
incluirlo en los casettes respectivos.

Se procedi6 a realizar la deshidratacion de las muestras en la procesadora
automatizada de tejidos Leica TP 1020 y posteriormente se incluyeron en
parafina.(’® Se cortaron con un micrétomo semi automatico pfm Rotary 3005 E,
obteniendo muestras de Smm x 5 mm y 4 uM de grosor, colocando los cortes en
bafio maria TBS DURHAM NC U.S.A. a 47°C, para fijar la muestra en el porta
objetos, y se colocaron en la estufa con el fin de que los tejidos se adehieran a la
lamina, a la vez que se derriti6 el exceso de parafina, quedando solo el tejido en el
portaobjetos.

Posteriormente las laminas fueron colocadas en canastas, y se introdujeron
en la tefiidora automatica marca Leica Stainer XL, la cual realiz6 el desparafinado
y la tincion con Hematoxilina-Eosina (ya estandarizado en el laboratorio de
histotecnologia de la Escuela de Medicina); se finalizd con el montaje de las
laminas.

Se evalyaron las variables cualitativas de los tejidos, al observar las laminas
al miscroscopio por parte de una patodloga quien completd los formularios con las

variables ya descritas en la tabla N° 10.7
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3.3 Consideraciones estadisticas

A las poblaciones de estudio se les realizd un estudio descriptivo
multivariable, tanto en el caso de las 265 muestras restauradas; como de los 93
organos y tejidos de los tres cuerpos disecados, y se les nomind por medio de
variables categoricas multivariable. Se aplicod estadistica descriptiva, y el andlisis
estadistico se llevd a cabo por medio del programa R, version 3.4, extension
GGPLOT2, y el programa permitiendo analizar las variables cualitativas y
cuantitativas para la realizacion de tablas y gréaficos, que permitieron comparar la
informacion obtenida.

A. Proceso de Restauracion: se compararon mediante graficos de barras,
permitiendo comparar la calidad de la restauracion con respecto a la cantidad de
organos restaurados, segun cada grupo de o6rganos; y tablas de variables cualitativas
y cuantitativas, que permitieron comparar el proceso de restauracion con respecto a
la calidad de la misma.

B. Comparacion entre las mezclas para embalsamar: En cuanto a los
organos y tejidos de los tres cuerpos del laboratorio de Morgue y Necrobiologia se
compararon variables cualitativas y cuantitativas macroscopicas, histologicas y
moleculares por medio de tablas comparativas y la aplicacion del coeficiente Kappa,
que evaluo la concordancia inter-observador en la valoracion de las caracteristicas
macroscopicas de los 93 organos y tejidos. Con la finalidad de juzgar si la
apreciacion de los 3 observadores tenian una concordancia real o a causa del azar al
momento de comparar las varibles macroscopicas de los dos cuerpos embalsamados

contra la del cuerpo fresco.(’
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Tabla 11: Valoracion de indice Kappa de Cohen"?

Valor Kappa Fuerza de concordancia
<0.20 Pobre
0.21-0.40 Débil
0.41 -0.60 Moderada
0.61 -0.80 Buena
0.81-1.00 Muy Buena

Fuente: Lopez Galparsoro I, Pita Fernandez S. Medidas de concordancia : el
indice de Kappa. Cad Aten Primaria. 1999;6:169-71.

Las variables moleculares se analizaron por medio de tablas comparativas,
graficos de dispercion y barras que permiten valorar los minimos, maximos y
promedios. En las variables histologicas se analizaron por medio de tablas y graficos
comparativos de grupos de muestras especificos que comparan carateristicas

especificas de las mismas.

3.4 Consideraciones bioéticas

Fue valorado por el Comité Etico Cientifico de la Universidad de Costa Rica,
el 19 julio del 2017 y se aprob6 durante la sesion namero 69, se confirmé mediante
el oficio VI-5670-2017 (Anexo 1). Se aprobd por la Vicerrectoria de Investigacion
de la Universidad de Costa Rica el 29 de agosto del 2017 con el oficio VI-6343-
2017. (Anexo 2)

La investigacion contd con el formulario de donacion de cada cuerpo
utilizado en el estudio (Anexo 3,4y 5)

El proyecto estd inscrito en la Vicerrectoria de Investigacion de la
Universidad de Costa Rica con el titulo: Estandarizacion de Técnicas de

Preservacion, Restauracion y Extraccion de Piezas Anatomicas y Material
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Genético de la Morgue y Laboratorio del Departamento de Anatomia de la
Escuela deMedicina de la Universidad de Costa Rica; con el niumero 422-B7-

367.
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Resultados
4.1 Restauracion de organos

De los 265 organos restaurados el 37% que catalogd como muy buena
restauracion, el 57% como buena y solamente el 6% como mala restauracion. De
estos el 100% de la lengua, pancreas y testiculos presentaron una restauracion muy

buena, tal como se ejemplifica en el grafico 1.

Figura 1:Imagen que demuestra el estado previo y posterior a la restauracion de
el bazo, pancreas y la lengua. A= estado previo restauracion. B= Estado posterior a
la restauracion. Fuente: LaMoNec 2018.
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Otros de los 6rganos de los cuales se obtuvieron muy buenos resultados en
la restauracion fueron el ttero y pene con un 83% de la muestra catalogada como
muy buena restauracion.

En el caso del corazon cerrado, cerebro completo, higado, intestino delgado,
rifiones y pulmon la restauracion fue en su mayoria catalogada solo como buena,
segun los criterios de la tabla N° 6.

Solamente del intestino grueso se obtuvo una restauracion del 100% de la
muestra catalogada como mala. En el caso de otros o6rganos como 6% de los
corazones abiertos, 5% de los corazones cerrados, 18% de estomagos, 15% de
higados se obtuvo una mala restauracion de los mismos.

En la figura 1 se puede apreciar en la imagen superior los bazos, pancreas y
la lengua sin restaurar, con una coloracion café y en los cuales no se logra apreciar
diferencia alguna entre el parénquima del 6rgano y la grasa circundante, lo que, si
se aprecia en la foto inferior, posterior al proceso de restauracion, asi como se nota
el cambio de coloracion de ellos.

Los bazos se sometieron a fase de macerado en KOH diluido en agua con
un porcentaje de 2% m/v en un promedio de tiempo en horas de 24 horas, no se
sometio la fase de desengrasado en KOH diluido en OH, la fase de lavado se llevo
a cabo en NaCl al 1% diluido en H2O por un tiempo de 24 horas, para concluir con
la fase de blanqueamiento con H>O; al 2% por un periodo de tiempo que oscila de

2-8 horas. (Tabla N° 12)
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Cerebro completo Corazon abierto Corazon cerrado
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Grdfico 1: Comparacion de la calidad de la restauracion con respecto a la cantidad
de organos restaurados por tipo. Fuente: LaMoNec 2018.

En el caso del pancreas, los 4 6érganos sometidos al proceso, resultaron con
una muy buena restauracion, en el que el proceso de maceracion se llevo a cabo en
un tiempo de 24 horas con una dilucion de KOH en agua al 2% m/v, se sometieron
a la fase de desengrasado por 1 hora en una dilucién de KOH en OH al 2% m/v, la
fase de lavado se llevo a cabo con NaCl al 1% por un tiempo de 24 horas. Por
ultimo, el blanqueamiento se llevo a cabo con H20> al 2% diluido en H2O por un
periodo de tiempo de 2-8 horas. (Tabla N° 12)

La lengua, fue un 6rgano que se restaur6 un solo ejemplar, del cual se obtuvo

una restauracion muy buena y que se someti6 a la fase de macerado en KOH diluido
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en agua al 2% m/v durante 24 horas, no se sometio a fase de desengrasado, la fase
de lavado se llevo a cabo durante 24 horas con NaCl al 1% m/v diluido en agua,
para finalizar con la fase de blanqueamiento con H>O; al 2% m/v por un periodo
de tiempo que oscina entre las 2-8 horas. (Tabla N° 12)

En la figura 2, se observa una fotografia que ejemplifica el estado de los
higados previo al proceso de restauracion con una coloracion café oscura y una
consistencia pétrea; a una coloracién mas clara y una consistencia duro elastica
posterior a la restauracion. Reflejando ademas que el 57% de la muestra obtuvo una
restauracion buena, un 28% muy buena y solamente un 15% una mala restauracion.
(Gréfico 1)

Se sometieron a fase de macerado durante un tiempo de 24 horas en una
dilucién de KOH en agua a concentraciones de 2-4 % m/v, sin someterse a fase de
desengrasado, la fase de lavado se llevo a cabo con NaCl al 1% en un periodo de
24 horas y la fase de blanqueamiento se realizé con H>O> al 2% m/v por un periodo

de tiempo que varia de 2-8 horas. (Tabla N° 12)



46

Tabla 12: Resumen procedimiento seguido para la restauracion segun organo.

Restauracion KOH H:0 KOH OH NaCl H20:
Organo Bl\l/f:za Buena Mala % Horas % Horas % Horas % Horas
Pulmoén 13 15 3 4 24 - - 1 24 2 2-8
Corazén 6 24 6 2 24 2 12 1 24 2 2-8
abierto
Corazén 17 3 1 2 24 2 20 1 24 2 2-8
cerrado
Bazo 7 3 0 2 24 § . 1 24 2 2-8
Higado 2 4 1 2-4 24 § . 1 24 2 2-8
Péncreas 4 0 0 2 24 2 1 1 24 2 2-8
Lengua 1 0 0 2 24 - - 1 24 2 2-8
Estémago 13 1 3 2 24 2 2 1 24 2 2-8
Intestino 0 4 12 24 2 6 1 24 2 28
delgado
Intestino 0 0 1 2 24 2 7 1 24 2 2-8
grueso
Utero 5 1 0 2 24 2 6 1 24 2 2-8
Glandula 4 0o 2 24 2 6 1 24 2 28
mamaria
Pene 5 1 0 2 24 2 6 1 24 2 2-8
Testiculo 8 0 0 2 24 2 6 1 24 2 2-8
Rifiones 7 16 1 2 24 - - 1 24 2 2-8
Cerebro 9 74 o 2 24 - -1 24 2 28
completo

Fuente: LaMoNec 2018.

En la figura 3 se observan los corazones cerrados, la imagen A, ejemplifica
los corazones sin restaurar con una coloracion café oscura y café claro, sin que se
pueda diferenciar el parénquima del 6rgano, de la grasa y los vasos. En la imagen
inferior se observa una muestra de los corazones cerrados posterior al proceso de
restauracion, en donde se aprecia un cambio de la coloracion en la mayoria de la
muestra, y se puede diferenciar adecuadamente el tejido graso, de los vasos y el
parénquima del 6rgano.

De estos organos el 81% de la muestra resultdé con una restauracion muy
buena, el 14% con una restauracion buena y solamente el 5% de la muestra resultd

en una mala restauracion.
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Figura 2: Imagen de higados y una vesicula biliar previo y posterior al proceso de
restauracion. A= Previo a restauracion. B= Posterior a la restauracion. Fuente:
LaMoNec 2018.

Se sometieron a una fase de macerado en una soluciéon de KOH diluido en
agua al 2% m/v durante 24 horas, fase de desengrasado en KOH diluido en OH al
2% durante 20 horas, la fase de lavado se llevé a cabo con NaCl al 1% por 24 horas.
Y la fase de blanqueamiento se realiz6 con H>O; al 2% por un tiempo en horas que

varia de 2-8 horas.
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En la figura 4 se aprecia una muestra de los corazones abiertos, en la imagen A se
aprecian los corazones sin restaurar con una coloracion café oscura en su mayoria,
donde se pude identificar con dificultad diversos componentes como las valvas,
parénquima de musculo cardiaco, vasos y grasa.

En la imagen inferior se aprecian corazones abiertos posterior al proceso de
restauracion con un aclaramiento en su coloracion y en los cuales se puede observar
de una forma mas sencilla el parénquima del musculo cardiaco, vasos sanguineos,
componentes como las valvulas cardiacas y la grasa circundante.

El proceso de restauracion al que se sometieron los corazones abiertos fue:
macerado en KOH diluido en agua a una concentracion de 2% m/v por un periodo
de 24 horas, desengrasado en KOH diluido en OH a una concentracion del 2% por
un tiempo promedio de 20 horas, lavado con NaCl al 1% por 24 horas y
blanqueamiento con H>O> al 2% por un periodo de 2-8 horas. (Tabla N° 12) Dando
como resultado un 16% de la muestra con una restauracion catalogada como muy

buena, un 68 % como buena y un 16% mala.
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Figura 3: Imagen de corazones cerrados previo y posterior al proceso de
restauracion. A= Previo a restauracion. B= Posterior a la restauracion. Fuente:
LaMoNec 2018

En la figura 5 se aprecia una comparacion de el antes (A) y el después (B)
del proceso de restauracion en los pulmones, donde se observa una muestra de los
6rganos con coloraciones predominantemente café oscuro y posterior al proceso de
restauracion con un macerado en KOH diluido en agua al 4% m/v, sin someterse a

fase de desengrasado, lavado con NaCl al 1% durante 24 horas y una fase de
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blanqueamiento con H>O; al 2% por un periodo de 2-8 horas dependiendo del
6rgano; (Tabla N° 12) se obtienen pulmones con una coloracion que varia entre gris,
blanco y café claro. Resultando en un 42% de la muestra con una restauracion muy
buena, un 48% con una restauracion buena y solamente un 10% de la muestra con

una restauracion mala. (Grafico 1)

Figura 4: Imagen de corazones abiertos previo y posterior al proceso de
restauracion. A= Previo a restauracion. B= Posterior a la restauracion. Fuente:
LaMoNec 2018.
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En la figura 6 se aprecia una muestra de los estomagos sometidos al proceso
de restauracion, en la imagen A se observan los estdmagos sin restaurar con una
coloracion en su mayoria café oscuro y en la imagen B estomagos posterior al
proceso de restauracion, apreciandose los mismos con una coloracion mas clara.

El proceso de restauracion al que se sometieron consistié en: maceracion
con KOH diluido en agua en una concentracion de 2% m/v por un periodo de 24
horas, desengrasado con KOH diluido en OH al 2% por un periodo de 24 horas,
lavado con NaCl al 1% por 24 horas y se finaliz6 con la fase de blanqueamiento
con H>O» al 2% por un periodo de tiempo que oscilo entre 2-8 horas. (Tabla N° 12)

Con lo que se obtuvo una muestra de estbmagos con una restauracion de muy
buena calidad en el 76% de la muestra, 6% buena y solamente un 18% de la muestra
se considerd que la restauracion fue mala. (Grafico 1)

En la figura 7 se observa una muestra de los penes, mamas, testiculos y
uteros sometidos al proceso de restauracion; en la imagen A se aprecian los dérganos
previo a la restauracion con una coloracidon que vari6 desde negro, café oscuro hasta
café claro y en la imagen B los organos posterior a la restauracion con una

coloracidn café claro en casi todas las muestras.
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Figura 5: Imagen de pulmones previo y posterior al proceso de restauracion. A=
Previo a restauracion. B= Posterior a la restauracion. C= Pulmon 4 y 9 post
restauracion. Fuente: LaMoNec 2018.

Estos 6rganos fueron sometidos a un proceso de restauracion que consistid
en: maceracion con una dilucion de KOH en agua al 2% m/v por un periodo de 24
horas, el desengrasado con KOH diluido en OH al 2% m/v por un periodo de 24
horas, el lavado con NaCl al 1% durante 24 horas y la fase de blanqueamiento con

H>0, al 2% por un periodo de tiempo que oscilé entre 2-8 horas. (Tabla N° 12)
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Figura 6: Imagen de estomagos previo y posterior al proceso de restauracion. A=
Previo a restauracion. B= Posterior a la restauracion. Fuente: LaMoNec 2018.
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Figura 7: Imagen de pene, glandula mamaria, testiculo y utero previo y posterior
al proceso de restauracion. A= Previo a restauracion. B= Posterior a la
restauracion. Fuente: LaMoNec 2018.

Luego de este proceso de restauracion se obtuvo el 83% de la muestra de los
penes con una muy buena restauracion y el 17% con una restauracion buena, en el
caso de las glandulas mamarias el 100% de la muestra se considerd que resulto en
una buena restauracion, mientras que los testiculos se considerd que el 100% de la

muestra resultd en una restauracion muy buena. (Grafico 1)
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Los rifiones en la figura 8, se pueden apreciar en la imagen A previo a la
restauracion, con una coloracion que oscila entre café oscuro y café claro, en la
imagen B se observan los mismos rifilones posterior al proceso de restauracion al
que se sometieron, con una coloracion predominantemente café clara.

El proceso de restauracion involucré una fase de macerado con KOH
diluido en agua a una concentracion al 2% m/v por un periodo de 24 horas, no se
sometieron a la fase de desengrasado, la fase de lavado se llevo a cabo con NaCl
al 1% por un periodo de 24 horas y al final una fase de blanqueado con H>O: al 2%
por un periodo de tiempo que oscil6 entre 2-8 horas. (Tabla N° 12)

Con este proceso se obtuvieron un 29 % de la muestra con una restauracion
catalogada como muy buena, el 67% resultd en una restauracion buena y 4% resultd
de una mala restauracion.

La figura 9 ejemplifica una muestra de los cerebros completos sometidos al
proceso de restauracion, en la imagen A se observan los cerebros sin restaurar que
tienen una coloracion que varia de café claro, amarillo hasta gris y en la imagen B
se observan los cerebros ya restaurados en los que predomina el color blanco y gris.

La restauracion incluy6 una fase de macerado con KOH diluido en agua a
una concentracion del 2% m/v por un periodo de 24 horas, no se sometio a la fase
de desengrasado, la fase de lavado se llevo a cabo con NaCl al 1% por un periodo
de 24 horas y por ultimo se someti6 a la fase de blanqueamiento con H>0- al 2%

por un periodo de tiempo que oscil6 entre 2-8 horas. (Tabla N° 12)
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Figura 8: Imagen de rifiones previo y posterior al proceso de restauracion. A=
Previo a restauracion. B= Posterior a la restauracion. Fuente: LaMoNec 2018.

Con este proceso se obtuvo un 11% de la muestra con una restauracién
catalogada como muy buena y el 89% catalogada como buena.

En la figura 10 se muestra el intestino delgado e intestino grueso, antes y
después del proceso de restauracion, con una coloracion café claro en las iméagenes

del antes y después de la restauracion se observan con coloracion amarillas.
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Figura 9: Imagen de cerebros previo y posterior al proceso de restauracion. A=
Previo a restauracion. B= Posterior a la restauracion. Fuente: LaMoNec 2018.

El intestino delgado se someti6 a un proceso de restauracion que incluia una
fase de maceracion con KOH diluido en agua al 2% m/v por 24 horas, una fase de
desengrasado con KOH diluido en OH al 2% m/v por un periodo de 6 horas, fase
de lavado con NaCl al 1% por un tiempo de 24 horas y por ultimo la fase de
blanqueamiento con H>O; al 2% por un periodo de tiempo que oscilé entre 2-8

horas. (Tabla N° 12)
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Con lo que se obtuvo un 80% de la muestra con una restauracion catalogada
como buena y un 20% catalogada como mala.

En el caso del intestino grueso, el proceso de restauracion fue el mismo,
solamente con la variacion en la fase de desengrasado que se realizd6 con KOH
diluido en OH al 2% pero por 7 horas de tiempo. Y se obtuvo un 100% de la muestra

con una mala restauracion. (Grafico 1)

Figura 10: Imagen de intestino grueso e intestino delgado previo y posterior al
proceso de restauracion. A= Previo a restauracion. B= Posterior a la restauracion.
Fuente: LaMoNec 2018.
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Los 6rganos que obtuvieron una mala restauracion fueron en orden creciente:
corazones cerrados 4%, rifiones 4%, cerebros 6%, pulmones 9%, higados 14%,
corazones abiertos 16%, estobmagos 17%, intestino delgado 20% e intestino grueso
el 100%. (Grafico 1)

En los 6rganos que se realizaron mayor cantidad de distintos procedimientos,
variando la concentracion de KOH diluido en agua, fueron los pulmones y los
cerebros completos, donde se utilizaron concentraciones del 1, 2 y del 4% m/v en
los pulmones, y del 1 y 2% m/v en los cerebros; con exposiciones de tiempo de

dichos 6rganos al quimico variables; tal como se muestra en la Tabla N° 13.

Tabla 13: Cantidad de procedimientos distintos realizados, segun los quimicos
utilizados en cada organo.

Organo HOKen H20. HOKenOH NaCl H202
Pulmoén 5 0 6 6
Corazoén abierto 1 1 4 4
Corazoén cerrado 2 2 3 3
Bazo 2 0 2 3
Higado 2 0 2 3
Péancreas 1 1 2 2
Lengua 1 0 1 1
Estomago 1 1 2 2
Intestino delgado 1 2 3 3
Intestino grueso 1 1 1 1
Utero 1 2 2 1
Glandula mamaria 1 2 2 1
Pene 1 2 2 1
Testiculo 1 2 2 1
Rifiones 1 0 1 3
Cerebro completo 6 0 5 4

Fuente: LaMoNec 2018.
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La Tabla N° 13 muestra ademds que los pulmones, bazo, higado, lengua,
rifiones y cerebro completo no fueron sometidos al proceso de desengrasado con el
quimico KOH diluido en OH y que el corazén cerrado, intestino delgado, utero,
glandula mamaria, pene y testiculos fueron sometidos a 2 procedimientos distintos
con dicho quimico a concentraciones del 2% m/v pero variando el tiempo que se
sumergia en la sustancia. Mientras que el intestino grueso fue sometido al
desengrasado pero en un solo procedimiento (Anexo 6, 7y 9)

La mayor cantidad de procedimientos distintos aplicados con el H2O», fueron

4 y estos variaron en su mayoria en la cantidad de horas que se debié sumergir el
6rgano en el quimico para obtener un adecuado resultado en lo que a la coloracion
respecta. (Anexo 6, 12y 13)
En los pulmones no se siguid este patrén y se sometieron a 6 procedimientos
distintos, variando no solo el tiempo de sumersion en el quimico, sino ademas la
concentracion del quimico, pues al ser el primer 6érgano con el que se experimento,
las variables fueron mayores. (Anexo 6)

La comparacion entre la restauracion adquirida, muy buena, buena o mala,
segun la cantidad de tiempo de sumersion del 6rgano (Anexo 11) en el cual se
aprecia que el tiempo minimo en dias para una restauracion muy buena es de 1,25
dias en el caso de los cerebros completos y el tiempo maximo de 14 dias en el caso
de los pulmones y cerebros completos.

El tiempo promedio en la fase de desengrasado para una muy buena y buena
restauracion es de 24 horas, excepto en el intestino grueso en el que la restauracion
se considerd mala. (Anexo7)

En el anexo 8 se muestra el tiempo de sumersion en KOH diluido en OH
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segun el organo, (fase de desengrasado) en comparacion con la restauracion
obtenida, ya sea esta muy buena, buena o mala. Demostrando que hay 6rganos
como el corazdn cerrado o abierto y distintos 6rganos del sistema digestivo como
en el caso del estdbmago, intestino delgado y grueso que al someterse a dicho quimico
se puede tener un mal resultado a pesar que se sumerja por periodos cortos como lo
son 7 horas.

En el caso del sistema digestivo se evidencia que el tiempo promedio para
obtener una muy buena restauracion es de 2.7 horas en el caso del estomago.

En cuanto a los pulmones se obtuvieron restauraciones muy buenas con una
fase de macerado que involucré un porcentaje de KOH diluido en agua con
porcentajes minimo de 1% m/v y uno méaximo de 4% m/v, en el caso del higado
también se utiliz6 un méximo de 4% m/v pero un minimo de 2% m/v, los cerebros
completos utilizaron un minimo de 1% m/v y un maximo de 2% m/v, el resto de
los 6rganos restaurados con una muy buena restauracion utilizaron porcentajes del
2% m/v durante la fase de maceracion. (Anexo 8)

Algunos 6rganos debieron ser sometidos a una segunda ronda de maceracion
con KOH diluido en H>O, como el caso de los pulmones y los cerebros. Y las
segundas rondas no requirieron concentraciones mayores a los quimicos ya
utilizados, lo que deja ver que una segunda ronda solamente implica mayor tiempo
de sumersion del 6rgano en el quimico. (Anexo 10y 11)

La fase de lavado en la mayoria de los casos requirié 1% de NaCl diluido en
H>O por un periodo de 24 horas.

La fase de blanqueamiento se valor6 segun la coloracién que se obtuvo del

organo, por lo que se realizan comparaciones entre el porcentaje de H>O: diluido en
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H>O y el tiempo de sumersion. (Anexo 11 y 12) El color blanco es un color que se
busca mas en los testiculos y los cerebros el cual se puede obtener con
concentraciones de 2 % de m/v en ambos tejidos, pero con tiempos minimos de 6
horas en ambos tejidos y un tiempo maximo de 24 horas en cerebro.

El tejido pulmonar se busca que tengan una coloracion café clara o gris, lo
cual se logrd con un porcentaje minimo de 2% de m/v en tiempo minimo de 3 horas,
y se presentan tiempos maximos de hasta 120 horas en coloracion café claray 11
horas en la coloracion gris. (Anexo 11y 12)

El musculo cardiaco se desea que tenga una coloracion café clara, si se logra
un color blanco, es un color fuera de lo normal en dicho tejido, en el caso del corazon
cerrado se logrd una coloracion blanca con un 5% del quimico por un periodo de 24
horas, pero en ese mismo tejido se logré una coloracion café clara con porcentaje
minimo del 2% por un periodo minimo de exposicion de 2 horas y un maximo de
72 horas en corazones abiertos y 3 horas en corazones cerrados. Pero como se nota
en el Anexo 11 y 12 solamente 1 corazon abierto dur6 72 horas en obtener esa
coloracion, y el tiempo méximo que presentaron 16 corazones abiertos para lograr
un café claro fueron 18 horas.

Los cerebros obtienen una coloracion que va de color café claro, gris a
amarillo hasta blanco lo cual se consigue con porcentajes de H>O> minimo de 2% y
maximo de 5%, en periodos de tiempo que van desde 6 horas hasta 24 horas. (Anexo
12y 13)

Organos del sistema digestivo como el caso del estomago, intestino delgado
y grueso se busca que tengan una coloracion café clara mas que amarilla, para que

tenga un color mas similar al real, este color café claro se obtiene con porcentaje de
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H>0, de 2% m/v, en el caso del intestino grueso solo se realizd la restauracion de
un 6rgano en la cual no fue buena y se obtuvo una coloracioén final amarilla, el
tiempo que se dejo en sumersion el intestino delgado y los estdmagos para conseguir
una coloracion café fue de minimo 5 horas en estdbmago y 2 horas en intestino

delgado. (Anexo 11y 12)

4.2 Organos o tejidos de cuerpos disecados

En los resultados obtenidos con los 3 cuerpos disecados, se compararon
variables macroscopicas, moleculares y microscopicas con el fin de valorar la
calidad del proceso de fijacion. Por esta razon se tienen variables de un cuerpo
control (cuerpo 1) el cual no fue sometido a ningun proceso de fijacion, contra un
cuerpo fijado con la solucién que utilizaba el Departamento de Anatomia (cuerpo 2)

denominada formula antigua; y el cuerpo 3 fijado con la solucion nueva.
4.2.1 Variables macroscopicas

4.2.1.1 Consistencia

En el grafico 2 se aprecia la consistencia de los 31 6rganos o tejidos de los
tres cuerpos evaluados, desde la perspectiva del observador 1, es importante
recordar que el cuerpo 1 (circulo negro) se mantuvo fresco a la hora de la evaluacion,
y esta es la condicion ideal que se busca obtener a pesar de los procesos de fijacion;
por dicha razén se espera tener consistencias lo mas similar al cuerpo 1 en los
cuerpos 2 (rombo naranja) y 3 (cuadrado blanco).

Este grafico permite apreciar como el ciego, ileon, yeyuno, duodeno,

estomago, esofago, costilla, cartilago costal, vejiga, rifion, pancreas, vesicula biliar,
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higado, auricula derecha, pulmén izquierdo, lengua, musculo subclavio y musculo
oblicuo externo, grasa abdominal, piel de abdomen, vello pubico y pelo de cuero
cabelludo tienen concordancia en la consistencia entre el cuerpo 1 y el cuerpo 3, lo
que representa una concordancia del 71%, mientras que entre la consistencia de los
organos y tejidos del cuerpo 1 y el 2 presenta una concordancia del 52% (grafico 3).

Dejando ver mayor similitud en la concordancia de la consistencia del cuerpo 3 y

el cuerpo 1.
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Grdfico 2: Evaluacion de consistencia en los 31 organos y tejidos del cuerpo N° 1,
2y 3 por parte del observador 1. Fuente: LaMoNec 2018.

En el grafico 2 se observa como solo los pulmones son los drganos que tienen
una consistencia como esponja en los tres cuerpos, y solamente el cartilago costal,
la costilla, vello pubico, pelo de cuero cabelludo, tienen en los tres cuerpos una

consistencia pétrea. En el caso de la apéndice vermiforme, testiculo, glandula
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submandibular y la glandula tiroides solamente en el cuerpo 1 se palpa con una
consistencia blanda, mientras que en el cuerpo 2 y 3 se palpan duro-eldsticas.

En el caso de ileon, yeyuno, esofago, vesicula biliar, auricula derecha,
lengua, musculo subclavio, musculo oblicuo externo y piel de abdomen la
consistencia del cuerpo 1y 3 son blandas, mientras que en el cuerpo 2 la consistencia
es duro-elastica; excepto en la lengua, en donde no se puede apreciar la consistencia
de dicho 6rgano a causa de la rigidez del cuerpo 2 que impide poder abrir la boca,
sin proporcionar un espacio suficiente para poder palpar la lengua, por lo que esta

variable en especifico es no valorable en dicho cuerpo.

Concordancia entre cuerpo 2-3- 55 %

Concordancia entre cuerpo 1-3- 71 %

Concordancia entre cuerpo 1-2_ 52 %

1 1 1 1 1 1T 1 1 1T 71T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Concordancia segun consistencia

Grdfico 3: Evaluacion de la concordancia entre la similitud de la consistencia de
los cuerpos 1, 2 y 3, segun el observador 1 en base a los 31 organos y tejidos
evaluados. Fuente: LaMoNec 2018.

Para poder evaluar si esta concordancia es real y no producto del azar se
aplico el coeficiente Kappa de Cohen a los resultados de consistencia de los 31
organos o tejidos en el cuerpo 2 y 3 entre las variables anotadas por el observador

1,2y3
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En la tabla N° 14 se observa una comparacion en el Coeficiente de Kappa
Cohen en la consistencia de los 31 o6rganos y tejidos del cuerpo 2 y 3 entre el
observador 1 y 2; 1 y 3 y entre el 2 y 3 respectivamente; obteniéndose valores de
0,48; 0,58 y 0,83 para el cuerpo 2 y valores de 0,62, 0,62 0,76 para el cuerpo 3.

(Anexo 13-18)

Tabla 14: Comparacion del coeficiente de Kappa Cohen para la valoracion de
la consistencia de los 31 organos y tejidos del cuerpo 2 y 3 entre los tres
observadores entre si.

ly2 1y3 2y3
Coeficiente
Kappa de Cohen 0,48 0,58 0,83
cuerpo 2
Coeficiente
Kappa de Cohen 0,62 0,62 0,76
cuerpo 3

Fuente: LaMoNec 2018.

En la tabla 11 se aprecia la estimacion del indice Kappa, reflejando que la
valoracion del cuerpo 2 entre el observador 1 y la de los observadores 2 y 3 es
moderada, pues el valor de k esta en el rango de 0,41 - 0,60; mientras que la
valoracion entre el observador 2 y 3 es muy buena, pues tiene un valor K que se
encuentra entre 0.61- 0,80. (Tabla N° 14)

Mientras que la valoracion del cuerpo 3 la fuerza de concordancia entre los tres

observadores es buena pues se encuentran entre 0,61- 0,80 del valor k. (Tabla N°

14)



67

4.2.1.2 Coloracion

En lo que respecta a la valoracion de la coloracion de los 31 6rganos y tejidos
de los tres cuerpos evaluados, el observador 1 tomd como referencia el cuerpo
nimero 1 (que no fue sometido a ningun proceso de fijacion) contra el cuerpo 2
(formula antigua) y el cuerpo 3 (férmula nueva).

En el grafico 04 se aprecia como hay mas similitud entre la coloracion de los

organos y tejidos del cuerpo 2 (rombo naranja) y 3 (cuadrado blanco) que entre los

organos y tejidos del cuerpo 1 (circulo negro). (Figura 11-17)

Figura 11: Comparacion de piel y grasa de los cuerpos 1, 2 y 3. 1:fresco, 2:fijado
con formula antigua y 3 fijado con formula nueva. a: cuello, b: torax, c: abdomen
v d: piel de abdomen. Fuente: LaMoNec 2018.

En el caso de la grasa de abdomen como se puede apreciar en la figura 11,
se observa la misma coloracion amarilla en los tres cuerpos. En el cuerpo 1 se
pueden apreciar los vasos sanguineos de color rojo por la presencia de sangre al

tratarse de un cuerpo fresco, lo cual no se observa en el cuerpo 2 y 3.
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Figura 12: Comparacion de musculo esquelético, grasa y fascias en cuerpos 1, 2 y
3. 1: fresco, 2: fijado con formula antigua y 3 fijado con formula nueva. a: Musculo
pectoral mayor, b Musculo serrato anterior, c: Musculo oblicuo externo. Fuente:
LaMoNec 2018.

En la figura 12 asi como en el grafico 04 se aprecia como el musculo
esquelético del cuerpo 1 es de color rojo, en el cuerpo 2 es de color café oscuro y en
el cuerpo 3 es color café claro, en este caso hay mayor similitud entre el cuerpo 2 y

3 que con el cuerpo 1.(Grafico 4 y Anexo 36)
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Figura 13: Comparacion de estructuras de cuello en cuerpo 1,2 y 3. 1: fresco, 2
fijado con formula antigua y 3 Fijado con formula nueva. a: Glandula
submandibular, b: ganglio cervical, c: Vena yugular externa, d: Vientre superio del
Musculo  omohioideo, e.  Musculo  esternotiroideo, f:  Musculo
esternocleidomastoideo y g: Hueso clavicula. Fuente: LaMoNec 2018.

Las glandulas submandibulares en la figura 13 se aprecian de una coloracion
blanca en el cuerpo 1 y 3, pero se observa de color gris en el cuerpo 2. En el caso
del ganglio linfatico del cuello en el cuerpo 1 es de color violaceo, en el cuerpo 2 y
3 es de color blanco. En el caso del musculo subclavio en el cuerpo 1 es de color
rojo, en el cuerpo 2 de color café oscuro y en el cuerpo 3 de color café claro.(Grafico
4, Anexo 36)

La lengua es un 6rgano que no pudo ser valorado en el cuerpo 2 a causa de
la rigidéz de la articulacion temporo-mandibular, que imposibilit6 abrir la boca para

observar bien la coloracion del tejido, causado por la fijacion con férmula antigua.
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Figura 14: Comparacion de contenido de mediastino, estructuras de cuello y
pulmones de cuerpos 1, 2y 3. 1: fresco, 2: fijado con formula antigua y 3:fijado con
formula nueva. a: Vena braquiocefalica izquierda, b: Arteria aorta ascendente, c:
Cayado de la aorta, d: Pulmon izquierdo, e: Mediastino medio, f: Musculo
diafragma y g: Hueso clavicula derecha. Fuente: LaMoNec 2018.
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La figura 14 permite ver los pulmones del cuerpo 1 con una coloracion roja,
mientras que en el cuerpo 2 y 3 se observan de coloracion blanca. La aorta toracica
ascendente tiene una coloracién gris en el cuerpo 1 y 2 mientras que en el cuerpo 3
es de color amarilla. (Grafico 4, Anexo 36)

El intestino delgado se puede observar en la figura 15, con una coloracién

en ileon y yeyuno de color café claro en los tres cuerpos. (Grafico 4, Anexo 36)
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Grdfico 4: Evaluacion de la coloracion en los 31 organos y tejidos del cuerpo N° 1,
2y 3 por parte del observador 1. Fuente: LaMoNec 2018.

Tal como se observa en el grafico 4, 6rganos como yeyuno, ileon, duodeno,

cartilago costal, lecho ungueal, testiculo, cartilago de oreja, vesicula biliar, glandula
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submandibular, grasa de abdomen, piel de abdomen, vello pubico, pelo de cuelo

cabelludo tienen una coloracion igual en el cuerpo 1 y el 3.

Figura 15: Comparacion de intestino delgado de los cuerpos 1, 2 y 3. 1: fresco,
2:fijado con formula antigua y 3 fijado con formula nueva. a: Mesenterio y b:
Yeyuno. Fuente: LaMoNec 2018.
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En la grafico 05, se puede observar un grafico de barras que muestra la concordancia
en la similitud de colores es mayor en los 6rganos de los cuerpos 2 y 3 son de un
58% del total de los 31 6rganos; entre el cuerpo 1 y 2 la concordancia es de un 35%
y entre el cuerpo 1y 3 que es un 42 %. Indicando de esta forma que la similitud es

mayor entre ambos cuerpos fijados.

Concordancia entre cuerpo 2-3- 58%
Concordancia entre cuerpo 1-3- 42%
Concordancia entre cuerpo 1-2_ 35%
T T T 1
0 5 10 15 20

Concordancia segin color

Grdfico 5: Evaluacion de la concordancia entre la similitud de la coloracion de
los cuerpos 1,2 y 3, segun el observador I en base a los 31 organos y tejidos
evaluados. Fuente: LaMoNec 2018.
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Figura 16: Comparacion de higado, vesicula biliar, estomago, epiplon mayor de
cuerpos 1,2y 3. 1: fresco, 2.4, 2.B fijado con formula antigua y 3 fijado con formula
nueva.a: Higado, b: Vesicula biliar, c: Estomago y d: Epiplon mayor. Fuente:
LaMoNec 2018.

En la figura 16, se observa el higado con una coloracion café clara en el
cuerpo 1 y café oscuro en el cuerpo 2 y 3. La vesicula biliar en el cuerpo 1 y 3 tiene
una coloracion verde y en el cuerpo 2 una coloracion gris. Se observa ademas en
esta figura el estdbmago que en los tres cuerpos tiene una coloracion café clara.
(Grafico 4, Anexo 36)

En la figura 17 se aprecia una imagen de los testiculos, que en los tres

cuerpos tiene una coloracion blanquesina. (Anexo 36)
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Figura 17: Comparacion de testiculo de los cuerpos 1,2y 3. 1: fresco, 2: fijado con
formula antigua y 3:fijado con formula nueva.a: Testiculo, b: Epididimo y Linea
punteada: Cordon espermdtico. Fuente: LaMoNec 2018.

Se aplica el coeficiente Kappa de Cohen, para poder valorar que las
similitudes en la coloracidon no son producto del azar, comparando la coloracion de
los 31 organos y tejidos del cuerpo 2, realizada por el observador 1 y 2 con un

coeficiente de Kappa de 0,39; al hacer la comparacion de las mismas variables entre
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el observador 1 y 3 se obtiene un coeficiente Kappa de 0,49 y entre el observador 2
y 3 se obtiene un coeficiente Kappa de 0,55 tal como se muestra en las tabla N° 15.

(Anexo 19-24 y 33-35)

Tabla 15: Comparacion del coeficiente de Kappa Cohen para la valoracion de
la coloracion de los 31 organos y tejidos del cuerpo 2 y 3 entre los tres
observadores entre si.

ly2 ly3 2y3
Coeficiente
Kappa de Cohen 0,39 0,49 0,55
cuerpo 2
Coeficiente
Kappa de Cohen 0,45 0,42 0,55
cuerpo 3

Fuente: LaMoNec 2018.

Indicando segun la tabla 11, que la fuerza de concordancia es moderada entre
el observador 2 y 3 y entre el observador 1 y 3; pero se considera débil entre el
observador 1 y 2.

El coeficiente Kappa de Cohen para valorar las similitudes en la coloracion
entre los 31 o6rganos y tejidos del cuerpo 3, realizada por el observador 1 y 2 es de
0,45; entre el observador 1 y 3 es 0,42 y entre el observador 2 y 3 es de 0,55 tal
como se muestra en la tabla N° 15.

Segun la tabla 11 la fuerza de concordancia es moderada entre los 3

observadores. (Anexo 19-24 y 33-35)
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4.2.1.3 Olor

Segun el observador principal los 31 6rganos y tejidos del cuerpo 1 no
presentaban olor alguno, los del cuerpo 2 presentaban un olor a formalina y los
del cuerpo 3 a otro quimico (categoria dentro de la que se encuentra el olor a
alcohol). (Anexo 36)

En este caso no hubo concordancia alguna entre las variables a evaluar de
los tres cuerpos.

Cuando se aplico el coeficiente Kappa de Cohen se decidié agrupar las
variables de olor a otro quimico y el olor a alcohol en una sola categoria
denominada olor a otros quimicos, para evitar sesgos al respecto, pues podria

haber confusion por parte de los observadores.

Tabla 16: Comparacion del coeficiente de Kappa Cohen para la valoracion del
olor de los 31 organos y tejidos del cuerpo 2 y 3 entre los tres observadores

entre si.
ly2 1y3 2y3
Coeficiente
Kappa de Cohen 0,03 0 0,86
cuerpo 2
Coeficiente
Kappa de Cohen 1 1 1
cuerpo 3

Fuente: LaMoNec 2018.
En el caso del cuerpo 2 segun la tabla N° 16 en la que se compara la

concordancia de las apreciaciones realizadas por los tres observadores, se puede



78

determinar que hay bastante discrepancia entre el observador 1 y los otros 2
observadores, mientras que los 2 observadores externos tienen una concordancia
muy buena, pues presentan un coeficiente Kappa de 0,86.

En el caso de las variables del cuerpo 3 los tres observadores tienen un
coeficiente Kappa de Cohen de 1 entre si, indicando una fuerza de concordancia
muy buena. Con lo que deja claro que el cuerpo 3 fijado con la formula nueva no
presenta olor a formalina, sino que se percibe un olor a otro quimico. (Anexo 25-30

y 33 -35)

4.2.2 Variables moleculares

En los resultados no se incluyeron las muestras de hueso, cartilago de
costilla, musculo subclavio, lengua, vello pubico, pancreas y apéndice vermiforme,
debido a que se obtuvo muestra insuficiente y no permitid el andlisis de las mismas.

Esta situacion no fue significativa, pues se contaba con otras muestra que
representaban el mismo tipo de tejido propiamente, como el caso de musculo
oblicuo externo que representaba el musculo esquelético y sustituia la muestra de
lengua y musculo subclavio; cartilago auricular que representaba el tejido
cartilaginoso y sustituia el cartilago costal, pelo de cuero cabelludo que representaba
la muestra de foliculo piloso y sustituia la de vello pubico, otras glandulas como
tiroides y glandula submandibular que sustituia el pancreas y por ultimo se contd
con muestras de distintas partes del tracto digestivo (duodeno, yeyuno, ileén y
ciego) que sustituian la muestra de la apéndice vermiforme.

La muestra de hueso no se pudo procesar por dificultades en la pulverizacion

de la misma, para lograr una adecuada extraccion de ADN.
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Tabla 17: Comparacion de la extraccion de AND de cada organo o tejido en los
3 cuerpos evaluados.

Cuerpo 1 Cuerpo 2 Cuerpo 3
j: L =) g f: ] =) g f: ] =) <
Tejido STz & £ 5T2 & E 5Tz & E
=SS/ 2 & Z2c48 S 2 28498 ¢S &
Sg< & 2 S8 & £ §%< & 2
Ganglio n i i
cervical 400,1 1,87 9,5 1,39 9,5 1,57
Pelo de cuero " )
cabelludo 36,8 1,70 22,2 1,12 17,6 1,40
Piel de n i i
abdomen 65,9 1,86 14,1 1,27 10,8 1,50
Grasa de n i i
abdomen 1382 1,80 14,2 1,35 15,2 1,40
Misculo
Oblicuo + - -
Externo 3622 1,86 14,8 1,37 9,9 1,46
Glandula n i i
submandibular 352,6 1,87 8,5 1,46 14,4 1,48
Glandula n i i
tiroides 465,3 1,87 9,5 0,87 13,4 1,43
Pulmon n i i
Izquierdo 536,1 1,85 8,5 1,41 7,6 1,58
Auricula n i i
derecha 256,3 1,84 11,8 1,40 11,6 1,41
Higado 182,4 1,86 + 7,7 1,54 - 13,9 1,50 -
Vesicula biliar 26,3 1,53 + 16,1 1,41 - 11,4 1,49 -
Cartilago de n i i
oreja 69,1 1,83 10,1 1,51 8,3 1,48
A. Ao
Ascendente 207,0 1,85 9,7 1,29 148 146
Testiculo 4926 1,86 + 14,2 1,34 - 13,3 1,41 -
Bazo 4876 1,84 + 15,6 1,28 - 17,4 1,37 -
Riiion 3283 1,84  + 10,2 1,34 - 9,8 1,53 -
Vejiga 189,4 1,85 + 8,7 1,41 - 11,6 1,46 -
Lecho ungueal 87,9 1,85 + 8,5 1,48 - 51,3 1,87 -
Eséfago 313,7 1,87 + 10,1 1,46 - 9,4 1,52 -
Estomago 1843 1,86 + 12,6 1,47 - 13,1 1,67 -
Duodeno 432 1,87 + 4.4 1,66 - 6,2 1,67 -
Yeyuno 63,8 1,84 + 4,9 1,43 - 9,6 1,18 -
Ileon 2740 1,86 + 5,8 1,52 - 5,7 1,53 -
Ciego 131,8 1,83 + 8,2 1,40 10,0 1,50 -

Simbologia: + : positivo, - : negativo, *: ng/ul ). Fuente: LaMoNec 2018.
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En la tabla N° 17 y el grafico 6 se observa la concentracion de ADN extraido
de los distintos tejidos en los tres cuerpos, observandose que en general la mayor
cantidad de ADN se obtuvo de las muestras del cuerpo 1 (fresco) y la menor cantidad

se obtuvo de las muestras del cuerpo 2 (fijado con férmula antigua). (Grafico 6)
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Griéfico 6: Concentracion de ADN extraido por érgano o tejido en el cuerpo 1,2 y
3. Fuente: LaMoNec 2018.



81

600
550 = Pulmoén
500
450=
400
350
300
250-
200
150
100- Lecho ungueal

50

48=
45-
42=
39+
36+
33+
30+
27 - - Pelo de

24= Vesicula biliar | 4™ cabelludo

21— T
18-
15
12-
o T 1

3= Duodeno lleon

Acido Nucléico ng/ pl

e

T T T
Cuerpo 1 Cuerpo 2 Cuerpo 3

Grdfico 7: Representacion grafica del maximo, minimo y promedio de la
concentracion de ADN extraido por cuerpo.Fuente: LaMoNec 2018.

En el grafico 7 se aprecia como la cantidad méxima de concentracion de
ADN extraido en el cuerpo 1 fue de 536.1 ng/ul proveniente del tejido pulmonar y
la minima de 26.3 ng/ul proveniente de la vesicula biliar; en el caso del cuerpo 2, la
cantidad méxima de 4cido nucléico extraido fue de 22.2 ng/ul proveniente de pelo

de cuero cabelludo y la minima de 4.4 ng/ul obtenida del duodeno; del cuerpo 3 se
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obtuvo una cantidad maxima de acido nucléico de 51.3 ng/ul del lecho ungueal,
mientras que la minima fue de 5.7 ng/pul proveniente del iléon.

En el grafico 6 queda claro la diferente cantidad de ADN extraido del cuerpo
fresco (cuerpol) en comparacion con los dos cuerpos embalsamados, pero también
se puede observar que se extrajo en general, mas concentracion de ADN de los

tejidos y organos del cuerpo 3 que del cuerpo 2.
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Grdfico 8: Absorbancia del ADN extraido de los organos y tejidos del cuerpo 1, 2
v 3. En rojo se marca la absorbancia maxima, en verde la absorbancia minima. La
linea roja representa el promedio. La linea punteada gris representa la
absorbancia a partir de la cual se considera una muestra pura. Fuente: LaMoNec
2018.
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La absorcion de luz UV se utilizé para derterminar la concentracion de la
molécula de ADN en los organos o tejidos estudiados, midiendose con un
espectrofotometro que calcula la relacion de A260/A280, dando esta relacién en
unidades de densidad optica (O.D), que indican la pureza del ADN.

Como se observa en el grafico 8, el cuerpo fresco (cuerpo 1) tiene una
absorvancia arriba de 1.7, excepto la vesicula biliar que tiene una absorvancia de
1.53; mientras que el cuerpo embalsamado con la férmula antigua (cuerpo 2)
presenta una absorvancia minima de 0.87 que corresponde a la muestra de glandula
tiroides y una maxima de 1.66 que corresponde al duodeno. En el caso del cuerpo 3
(embalsamado con la fémula nueva) se aprecia una absorvancia minima de 1.18 que
corresponde a la muestra de tejido yeyunal, y una méxima de 1.87 que corresponde
a la muestra de lecho ungueal.

En la figura 18 se aprecia como al realizar la electroforésis en gel de agarosa
tefiido con gel red, solo se logra apreciar ADN gendmico en las muestras del cuerpo
1 (fresco) mientras que en el cuerpo 2 y 3 no se parecia ADN alguno, esto a causa
que la cantidad de ADN extraido de estas muestras como ya se obsevo en el grafico
6 era muy escaso.

En la tabla 17, se observa ademas que de los 6rganos y tejidos del cuerpo 1
presentaron amplificion en el ADN de todas las muestras, excepto el tejido de la

Aorta ascendente; y que de la totalidad de los 6rganos y tejidos del cuerpo 2 y 3 no
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se obtuvo amplificacion del ADN a pesar de la pureza de las muestras o de la

cantidad de acido nucléico extraido.

S e s e e e (0 ) ) () ) o ) o) ) ) ) ) )

Cuerpo 1 Cuerpo 2 Cuerpo 3

Figura 18: Electroforesis en gel de agarosa del ADN extraido de los organos y
tejidos del cuerpo 1, 2 y 3 teniido con gel red. Cuerpo 1: Se aprecia ADN genomico
v fragmentado. Cuerpo 2 y cuerpo 3 no se observa ADN. ML:Marcador de peso. En
el extremo de cada carril se encuentra el codigo de cada muestra. Fuente:
LaMoNec 2019.

Como no se obtuvo amplificacion de ninguna de las muestras de los érganos
y tejidos del cuerpo 2 y 3, con la PCR llevada a cabo con el fragmento del gen
SCNS5A; por contener un amplicén de mayor candidad de pares de bases, se procedid
a realizar la amplificacion del material genético de algunas muestras del cuerpo 2:
grasa de abdomen, lengua, higado, vello pubico y pelo de cuero cabelludo, del
cuerpo 3: pancreas, pelo de cuero cabelludo, bazo, lengua y grasa de abdomen y
cuerpo 1: ganglio cervical, con el fragmento del gen de AMELY que contiene un

amplicon de menor cantidad de pares de bases.(Figura 19)
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Figura 19: Amplificacion de ADN de los organos y tejidos del cuerpo 1, 2 y 3 con
el fragmento del gen de Amelogenina, que representa la amplificacion positiva con

todas las muestras de los tres cuerpos. Muestras del cuerpo 1: 1.01. Muestra del
cuerpo 2: 2.05, 2.08, 2.13, 2.03 y 2.02. Muestras del cuerpo 3: 3.18, 3.02, 3.19,
3.08, y 3.05. Fuente: LaMoNec 2019

La figura 19 permite ver como se presenta una amplificacion exitosa, con el
fragmento del gen de amelogenina, para las muestras de los tejidos de los tres
cuerpos, siendo estas muestras de tejido tan variable como vello ptbico, grasa de

abdomen, ganglio cervical, higado, bazo, lengua o pancreas.
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4.2.3 Variables histologicas

Para poder apreciar si la fijacion fue efectiva a nivel microscopico se
realizaron cortes histologicos de los 31 drganos o tejidos evaluados en los tres
cuerpos, y se valoraron variables que indicaban el grado de descomposicion celular
de cada uno, comparados por medio de graficos que representan algunos de los
organos o tejidos mas significativos de los 31 en total; en los que se valora si hubo
decoloracion o pérdida completa de la basofilia, signos que indican descomposicion
del contenido nuclear y se valord ademas si el tejido no presento autolisis, como un
signo que representa el buen estado de conservacion del nucleo. Si esta ultima
variable es mayor, indica un mejor estado de conservacion de la célula, las tres
variables suman el 100 %. Por otro lado se evalud el estado del citoplasma, para
valorar si hubo vacuolizacion y/o retraccion del citoplasma, pues estos son signos

de descomposicion celular que ayudan a valorar el estado del tejido.7680



87

20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 10 15 20 25 30 35 40

Sin.autdlisis

20 30 40 50 60 70 80
1

Decoloracion

Pérdida.completa.basofilia

Grdfico 9: Comparacion del estado de descomposicion del epitelio de ganglio
linfatico en el cuerpo 1 (circulo negro), cuerpo 2 (triangulo rojo) y cuerpo 3 (cruz
verde). Fuente: LaMoNec 2018.

En el grafico 9 se representa el estado de descomposicion del ganglio
linfatico en los tres cuerpos, y se puede observar como en el cuerpo 3
correspondiente al fijado con la férmula nueva, presenta un 80% del tejido sin
autolisis, con un 10% de decoloracion y 10% de pérdida de la basofilia. En el cuerpo
2 el tejido muestra 20% sin autolisis, un 40% de decoloracion y un 40% de pérdida
de la basofilia, lo que indica que estd en un estado de descomposicion mayor el
ganglio linfatico que se fijo con la formula antigua (cuerpo 2) que con la formula

nueva (cuerpo 3). Este tejido en el cuerpo 1, considerado el control y que se
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encontraba fresco al momento de tomar la muestra presenta 20% sin autolisis, 50%
de decoloracion y un 30% de pérdida completa de la basofilia, por lo que se puede
observar que del tejido menos descompuesto al méas descompuesto se encuentra el
ganglio linfatico del cuerpo 3, 1 y 2.

En la figura 20 se puede observar una fotografia de la lamina histologica
tefiida con Hematoxilina-Eosina (HE) de ganglio linfatico, mostrando en el cuerpo
1 retraccion del citoplasma, mientras en el cuerpo 2 y 3 no se presenta esta

retraccion, y en el caso del tejido de los tres cuerpos no se aprecia vacuolizacion.

(Anexo 37-39)

Figura 20: Comparacion de imagen histologica de ganglio linfatico con
Hematoxilina Eosina, de los tres cuerpos para evaluar el estado de concervacion
de las células. 1=cuerpo 1, 2= cuerpo 2 y 3=cuerpo 3. Fuente: LaMoNec 2018.
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Grdfico 10: Comparacion del estado de descomposicion del epitelio de musculo
esquelético (musculo subclavio) en el cuerpo 1 (circulo negro), cuerpo 2 (triangulo
rojo) y cuerpo 3 (cruz verde). Fuente: LaMoNec 2018.

En el grafico 10, se observa el estado de descomposicion que mostro el
musculo esquelético (musculo subclavio), en el cuerpo 1 presentd una decoloracion
del 30%, un 10% de pérdida de la basofilia y un 60% sin autolisis, en el caso del
cuerpo fijado con la formula antigua (cuerpo 2) presentdé 40% de decoloracion y
pérdida completa de la basofilia y un 20% del tejido sin autolisis. Y el cuerpo 3 el
100% de la muestra se present6 sin autolisis, con 0% de decoloracion y pérdida de
la basolia, lo que indica que se encontr6é adecuadamente conservado.

En la figura 21 se aprecia un corte longitudinal de las fibras musculares del

musculo subclavio, en donde se observan los nicleos en las periferias de las células,
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y en los tres cuerpos no hay presencia de vacuolizacion ni retraccion citoplasmatica.
(Anexo 37-39), permitiendo establecer que del musculo esquelético de los tres
cuerpos, el mejor conservado es el del cuerpo fijado con la formula nueva, seguido
por el cuerpo fresco y por ultimo por el cuerpo fijado con la férmula antigua.
Ademas en el cuerpo 3 se pueden observar una separacion mayor entre las

fibras de musculo esquelético, lo que hace recordar una imagen de edema.

Figura 21: Comparacion de imagen histologica de un corte longitudinal de
musculo esquelético teniido con Hematoxilina Eosina, de los tres cuerpos para
evaluar el estado de concervacion de las células. 1= cuerpo 1, 2= cuerpo 2 y
3=cuerpo 3. Fuente: LaMoNec 2018.
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Grdfico 11: Comparacion del estado de descomposicion de el epitelio glandular
(glandula submandibular) en el cuerpo 1 (circulo negro), cuerpo 2 (triangulo rojo)
v cuerpo 3 (cruz verde). Fuente: LaMoNec 2018.

En el caso del epitelio glandular (glandula submandibular) evaluada en el
grafico 11, se aprecia como el cuerpo 1 (fresco) presentd un 10% de pérdida
completa de la basofilia y de decoloracion, mientras que un 80% del tejido se
muestra sin autolisis; en el cuerpo 2 (fijado con formula antigua) se presenté un 70%
del tejido sin autolisis, un 20 % con decoloraciéon y un 10% con pérdida completa
de la basofilia. En el cuerpo 3 (fijado con féormula nueva) se presentd 50% del tejido
sin autolisis, 40% con decoloracion y un 10% con pérdida completa de la basofilia,
indicando que en este caso, que el epitelio glandular se conservdé menos con la

fijacion de la formula nueva (cuerpo 3) que con la féormula antigua (cuerpo 2); por
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otro lado la muestra del cuerpo fresco (Cuerpo 1), presentd una mejor conservacion
de sus células.

En la figura 22, se muestran fotografias del tejido glandular (glandula
submandubular), tefiido con hematoxilina eosina, en el que se aprecia como los tres
cuerpos presentan vacuolizacion del citoplasma, pero unicamente el cuerpo 3
presenta ademas retraccion del citoplasma, indicando que no solamente hay mayor
degeneracion de los nicleos, sino ademas presenta mas signos de descomposicion a

nivel citoplasmatico. (Anexo 37-39)
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Figura 22:Comparacion de imagen histologica de glandula submandibular, teriida
con Hematoxilina Eosina, de los tres cuerpos para evaluar el estado de
concervacion de las células. 1= cuerpo 1, 2= cuerpo 2 y 3=cuerpo 3. Fuente:
LaMoNec 2018.
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Grdfico 12: Comparacion del estado de descomposicion, de el epitelio pulmonar en
el cuerpo 1 (circulo negro), cuerpo 2 (triangulo rojo) y cuerpo 3 (cruz verde).
Fuente: LaMoNec 2018.

En el grafico 12 se representa el epitelio pulmonar, donde se observa que
dicho epitelio en el cuerpo 1 presentd 50% del tejido sin autolisis, 40% con
decoloracion y un 10% con pérdida completa de la basofilia. En el cuerpo 2 el 100%
de las células se encontraban sin autolisis y en el cuerpo 3 hay un 80% del tejido sin
autolisis, un 20% presenta decoloracion y no se presentd pérdida de la basofilia, por
lo que se aprecio que en el cuerpo 3, el epitelio pulmonar se conservé mejor que en
el cuerpo 1, pero en el en el cuerpo 2 se logré una conservacion del 100% del epitelio
a nivel nuclear, mientras que en el citoplasma es el tnico tejido de los tres que

presentd retraccion del mismo.
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Figura 23: Comparacion de imagen histologica de epitelio pulmonar, tefiido con
Hematoxilina Eosina, de los tres cuerpos para evaluar el estado de concervacion
de las células. 1= cuerpo 1, 2= cuerpo 2 y 3=cuerpo 3. Fuente: LaMoNec 2018.

Tanto el cuerpo 1, como el 3 no presentaron ni retracién ni vacuolizacion del
citoplasma. (Figura 23) El tejido pulmonar del los tres cuerpos presentaban enfisema
como patologia de fondo, y en el cuerpo 1 se puede observar que la patologia se

encontraba mas avanzada. (Anexo 37-39)
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Grdfico 13: Comparacion del estado de descomposicion, de el epitelio hepdtico en
el cuerpo 1 (circulo negro), cuerpo 2 (triangulo rojo) y cuerpo 3 (cruz verde).
Fuente: LaMoNec 2018.

El epitelio hepatico representado en el grafico 13, se observa como en el
cuerpo 1 se mostrd un 20% del epitelio sin autolisis, un 60% con decoloracion y un
20% con pérdida completa de la basofilia; en el cuerpo 2 se presentdé un 70% del
epitelio con decoloracion y un 30% con pérdida completa de la basofilia y no se
observd tejido hepatico viable o en buen estado de conservacion. En el tejido
hepatico del cuerpo 3 se presentd un 70% del tejido sin autolisis, un 20% con
decoloracion y a solo un 10% con pérdida completa de la basofilia. Por lo que el
tejido hepatico se mostrd mejor conservado en el cuerpo 3 y peor conservado en el

cuerpo 2.
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En la figura 24 se puede observar como ademas el cuerpo 3 no presenta
alteraciones en el citoplasma (no vacuolizacion, ni retraccion del citoplasma), en el
cuerpo 2 hay tanto retraccion del citoplasma como vacuolizacidon, mientras que en
el cuerpo fresco (cuerpo 1) solo se presentd vacuolizacion del citoplasma, no se

observo retraccion del mismo. (Anexo 37-39)
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Figura 24: Comparacion de imagen histologica de epitelio hepdtico, teriido con
Hematoxilina Eosina, de los tres cuerpos para evaluar el estado de concervacion
de las células. 1= cuerpo 1, 2= cuerpo 2 y 3=cuerpo 3. Fuente: LaMoNec 2018.
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Grdfico 14: Comparacion del estado de descomposicion, de el epitelio
cartilaginoso (cartilago de oreja) en el cuerpo 1 (circulo negro), cuerpo 2
(triangulo rojo) y cuerpo 3 (cruz verde). Fuente: LaMoNec 2018.

En el gréfico 14 se evaluan las muestras de cartilago de oreja, y se apreciar
que en el cuerpo 1 se presenta un 70% del epitelio con pérdida completa de la
basofilia y apenas un 30% se presenta sin autolisis, no se observa decoloracion
nuclear de la muestra. En el cuerpo 2 se presentd solamente un 10% del tejido sin
autolisis, un 40% con decoloracion y un 50% con pérdida completa de la basofilia.
En lo que respecta al epitelio cartilaginoso del cuerpo 3 se puede observar que el
100% del tejido se presentd sin autolisis, por lo que es con la formula nueva que se

conserva mejor este tejido (Cuerpo 3).
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En la figura 25 se observa una fotografia de la imagen al microscopio de
tejido cartilaginoso tefiido con hematoxilina eosina, en ella se percibe que a nivel de
citoplasma ninguno de los tres cuerpos presentan signos de descomposicion, no se
observa ni vacuolizacion, ni retraccion del mismo. Solamente sefalar que en la
muestra del cuerpo 3 se observa una imagen de fondo a los condrocitos con aumento
de la eosinofilia, que no se observa en las otras 2 muestras del cuerpo 1 y 2.(Anexo

37-39)

i

Figura 25: Comparacion de imagen histologica de cartilago de oreja, teiiido con
Hematoxilina Eosina, de los tres cuerpos para evaluar el estado de concervacion
de las células. 1= cuerpo 1, 2= cuerpo 2 y 3=cuerpo 3. Fuente: LaMoNec 2018.
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Grdfico 15: Comparacion del estado de descomposicion, de el epitelio esplénico en
el cuerpo 1 (circulo negro), cuerpo 2 (triangulo rojo) y cuerpo 3 (cruz verde).
Fuente: LaMoNec 2018.

En el grafico 15 donde se representa el epitelio esplénico, se observa como
el cuerpo 1 presenta un 40% del epitelio sin autolisis, un 10% con decoloraciéon y
un 50% con pérdida completa de la basofilia. En el cuerpo 2 el epitelio se conservo
el 100% sin autolisis, y en el cuerpo 3 el 50% del epitelio present6 perdida completa
de la basofilia y el otro 50% se present6 sin autolisis. En este caso el epitelio mejor
conservado se encontro en el cuerpo 2 seguido del cuerpo 3 y por ultimo el cuerpo
1.

Las tres muestras de bazo, a nivel histoldégico no presentan alteraciones en

la vacuolizacién ni retraccion del citoplasma, tal como se puede observar en la figura
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26, y ademas se observa como la muestra del cuerpo 2, conserva las caracteristicas
histologicas de una muestra preservada tanto a nivel nuclear como citoplasmatico.

(Anexo 37-39)

Figura 26: Comparacion de imagen histologica de bazo, tefiido con Hematoxilina
Eosina, de los tres cuerpos para evaluar el estado de concervacion de las células.
1= cuerpo 1, 2= cuerpo 2 y 3=cuerpo 3. Fuente: LaMoNec 2018.
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Grdfico 16: Comparacion del estado de descomposicion, del epitelio renal en el
cuerpo 1 (circulo negro), cuerpo 2 (triangulo rojo) y cuerpo 3 (cruz verde). Fuente:
LaMoNec 2018.

En el grafico 16 se representa el estado de descomposicion del epitelio renal,
y muestra como en el cuerpo 1 un 20% del epitelio se observa sin autolisis, un 20%
con decoloracion y un 60% con pérdida completa de la basofilia. En el cuerpo 2 se
observa un 80% del tejido con pérdida completa de la basofilia y un 20% con
decoloracion, no se encontr6 tejido sin autolisis. En cuanto al epitelio del cuerpo 3
se present6 un 100% del epitelio nuclear conservado, sin autolisis. Indicando que el
tejido renal se conservd mejor con la formula nueva y se conservd menos en el

cuerpo 2.
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En la siguiente figura 27, se observa la fotografia del tejido renal, de los 3
cuerpos y se aprecia como el tejido renal del cuerpo 3 a pesar de tener una adecuada
conservacion de su epitelio nuclear, se puede observar retraccion del citoplasma,
pero sin vacuolizacion del mismo. Mientras que en el tejido del cuerpo 2 no
solamente se observa mayores signos de descomposicién a nivel nuclear, sino

ademads presenta vacuolizacion y retraccion del citoplasma. En el tejido del cuerpo

1 no hay alteraciones en el citoplasma. (Anexo 37-39)

Figura 27: Comparacion de imagen histologica de epitelio renal, tefiido con
Hematoxilina Eosina, de los tres cuerpos para evaluar el estado de concervacion
de las células. 1= cuerpo 1, 2= cuerpo 2 y 3=cuerpo 3. Fuente: LaMoNec 2018.
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Grdfico 17: Comparacion del estado de descomposicion, de el epitelio intestinal
(ciego) en el cuerpo 1 (circulo negro), cuerpo 2 (triangulo rojo) y cuerpo 3 (cruz
verde). Fuente: LaMoNec 2018.

En lo que respecta el epitelio intestinal, en el grafico 17 se representa el
epitelio del ciego; en el cuerpo 1 se observa un 100% de pérdida completa de la
basofilia, en el cuerpo 2 el 70% del epitelio presenta pérdida completa de la basofilia
y el 30% restante muestra decoloracion, no se observo epitelio viable. En el cuerpo
3 un 10% del epitelio se presenta sin autolisis, un 70% con decoloracion y el restante
20% presenta pérdida completa de la basofilia; por lo que se observa que el epitelio
del ciego se conservd mejor en el cuerpo 3 con la fijacion de la formula nueva.

En la figura 28 se puede observar la histologia del tejido del ciego, y como

en el epitelio del cuerpo 3 a pesar de ser el que presenta mejores signos de
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conservacion a nivel nuclear, en el citoplasma de sus células, se puede observar
vacuolizacion y retraccion del citoplasma. Por otro lado que el tejido del cuerpo 2
presenta solamente retraccion del citoplasma, y en el tejido del cuerpo 1 no se
observa ni retraccion del citoplasma ni vacuolizacion. (Anexo 37-39)

Dejando ver que el epitelio del ciego presenta avanzados signos de
descomposicion, en las tres muestras evaluadas, patron que se sigue con todo el

epitelio intestinal.

THEE AU ARN LG /b e o, T

ARSI
NN s
A\ %\\ 2

AL

Figura 28: Comparacion de imagen histologica de ciego, teriido con Hematoxilina
Eosina, de los tres cuerpos para evaluar el estado de concervacion de las células.
1= cuerpo 1, 2= cuerpo 2 y 3=cuerpo 3. Fuente: LaMoNec 2018.
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Discusion

4.3.1 Restauracion de organos

La solucion de hidroxido de potasio diluido en agua, produce una hidrélisis
irreversible en el 6rgano, donde se descomponen los compuestos organicos en otros
complejos mas sencillos, por medio de la accidon del agua. Lisando las cadenas
polipeptidicas que ha formado la formalina, con el agua de los tejidos, y que se
encuentra rodeando los mismos.®183) Este proceso se conoce con el nombre de
maceracion,y segun los resultados obtenidos se recomienda llevarse a cabo con 2%
- 4% del quimico por un periodo de 24 horas. Esto dependerd, si el 6rgano tiene
lesiones previas en el parénquima, o del estado inicial en el que se encuentra el
organo, pues entre mas pétreo y de color oscuro se encuentre el 6rgano a causa de
la mala conservacion, mas tiempo o una mayor concentracion del KOH diluido en
agua, van a ser necesarias para poder macerar el tejido y obtener una restauracion
adecuada.

La exposicion del tejido al KOH diluido en OH produce una saponificacion,
que es la hidrdlisis de un éster en una soluciéon basica, llevando a la
desnaturalizacion de las proteinas y recibe el nombre de desengrasado.®*3> Cuando
los 6rganos: corazdn, pancreas, estdmago, intestino delgado, intestino grueso; se
sometieron a este proceso de saponificacion, la desnaturalizacion de las proteinas
llevé a dafio del parénquima de los 6rganos, por lo que se recomienda solamente
someter a este proceso a 6rganos o tejidos ricos en grasas. Y en concentraciones de
2% m/v de KOH diluido en OH, variando el tiempo de exposicion segun el estado

previo del 6rgano y su cantidad de grasa.
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La fase de lavado, en donde se disuelve 1% de NaCl en agua, se da por
someterse a una sal neutra que permanece con un pH de 7, permitiendo lavar y
detener el proceso de hidrélisis por el KOH en agua (maceraciéon) o de la
saponificacion, segun sea el caso. Se recomienda someter los 6rganos a esta sal por
un periodo de 24 horas.®¥

El ultimo paso es el blanqueamiento, que se lleva a cabo con perdxido de
hidrogeno (H20») diluido en agua. Este proceso es rapido, por lo que se pueden
utilizar concentraciones de 2% y con tiempos cortos, dependiendo de los resultados
que se busquen, pues se pretende lograr un color similar al de un cuerpo fresco, y
no un color blanco.

Como resumen se puede decir que el proceso de restauracion se lleva a cabo de

la siguiente forma:

1. Macerado: con KOH diluido en agua, a una concentracion de 2% m/v del
quimico, por un periodo de 24 horas. En casos de 6rganos como pulmones o
higado en mal estado de conservacion (con caracteristicas como: una
consistencia pétrea y una coloracién muy oscura) se puede utilizar al 4% por
24 horas.

2. Desengrasado: es utilizado solamente en oOrganos ricos en grasa, de lo
contrario no es necesario realizar este paso y asi evitar el dafio del
parénquima de los mismos. Se recomienda una concentracion de 2% m/v del
quimico diluido en OH y se deja sumergido el 6rgano por lapsos de tiempo
que pueden ir de 6h -24 h, dependiendo del érgano y la cantidad de grasa.
También si el drgano tiene lesion en el parénquima de previo, puede causar

que sea mas friable al proceso de desengrasado.
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3. Lavado: se realiza con 1% de NaCl diluido en agua por un periodo de 24
horas.

4. Blanqueamiento: Se realiza con H>O; diluido en agua al 2%, por periodos
que pueden variar de 2 — 8 horas dependiendo del 6rgano o tejido y la

coloracion que se busca obtener.

4.3.2 Organos o tejidos de cuerpos disecados

4.3.2.1 Variables macroscdpicas

El formaldehido es un quimico que crea enlaces entre un &tomo de carbono
y 3 de hidrégeno con las proteinas, y algunos de los factores que pueden influenciar
la fijacion son el tiempo, el pH, la temperatura y la viscosidad.®® En medios
alcalinos la fijacion de los tejidos se vuelve lenta, mientras que en medios acidos la
misma es una reaccion mas rapida, asi como la presencia de sangre y proteinas en
el tejido hacen que el formaldehido libre sea ineficaz, apoyando el acto de realizar
exanguinaciones previo al proceso de embalsamado.

El infundir la solucion de embalsamado con presiones elevadas, acelera el
proceso de fijacion, por lo que el embalsamado con la bomba de perfusion garantiza
una adecuada perfusion de todos los tejidos siendo un factor que mejora la
fijacion.®®

Se aconseja utilizar soluciones con voliimenes de formaldehido que vayan
de una relacion méaxima de 1: 25 a minima de 1:10, con el fin de asegurar la cantidad
suficiente del quimico para conseguir el embalsamado. En el caso de soluciones

fijadoras bajas en concentracion de formaldehido, las pocas moléculas de este
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quimico presentes se va a utilizar en la transformacion del metilenglicol hacia
formaldehido.®¥

El uso de formulas de fijacion con baja concentracion de formalina, son
cada vez mas utilizadas, pues tal como se demostrd en los resultados anteriores,
soluciones con bajas concentraciones de formalina, como es el caso del cuerpo 3
embalsamado con la formula nueva, se pueden obtener estructuras anatomicas con
mayor elasticidad y una consistencia mas similar a la de un cuerpo fresco (cuerpo
1). Dando coloraciones mas claras de los vasos, los musculos y los nervios que
ademas se hacen mas visibles.?® Como se puede apreciar en la figura 12y 13 en la
que se realiza una comparacion de la musculatura esquelética de térax y cuello de
los tres cuerpos y se observa como el cuerpo 3 tiene una coloraciéon mas clara que
la musculatura del cuerpo 2.

La consistencia similar a la de un cuerpo fresco y hasta la flexibilidad en
estado pasivo de los cuerpos es dada en el cuerpo 3, por la presencia de alcoholes
alifaticos en la solucién de embalsamado nueva, quimicos que ademas no producen
vapores toxicos a aire ambiente, razén que explica porque los 31 6rganos y tejidos
del cuerpo 3 no presentan olor a formalina, sino a un quimico que los observadores
no logra determinar.(V

Mientras que el cuerpo 2 fijado con la formula antigua, considerada un
tipo de fijacion fuerte por presentar una concentracion de formalina mayor,
compuesta ademas en este caso por otros quimicos como glicerina, fenol y agua,
que provocan una fijacion que dura por afios, pero ademas causan que los tejidos
tengan una consistencia mas rigida, tal como se obtuvo en los resultados anteriores,

causando que el tejido no sea tan parecido al de un cuerpo fresco, como se aprecia
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en la figura de la 11 a la 17; que permite comparar el la piel y el tejido celular
subcutaneo de torax y abdomen, la musculatura de torax y abdomen, estructuras
superficiales de cuello y en visceras abdominales.®

4.3.2.2 Variables moleculares

Se obtuvo mayor cantidad de ADN en las muestras del cuerpo 1 (fresco), en
el cuerpo 2 y 3 la cantidad recuperada de ADN fue significativamente menor que en
el cuerpo 1, la causa mdas probable de esta disminucién importante en la
recuperacion de acido nucleico de los dos cuerpos embalsamados, es a causa del
formaldehido, quimico que produce entrecruzamiento (“cross-linkange”) entre
acidos nucleicos y proteinas, sin importar la concentracion del quimico, a causa de
la hidrdlisis de puentes fosfodiester del ADN y la modificacion covalentemente el
ARN por adicion de grupos mono metilos en las bases, generando problemas en la
obtencion de material genético de buena calidad, necesario para la aplicacion de
variadas técnicas moleculares.®® Esto se reafirma con el hecho que en el cuerpo 2
y 3 del tejido que mas se recupero acido nucleico fue pelo de cuero cabelludo y
lecho ungueal, respectivamente, ambos tejidos muy poco vascularizados por lo que
la cantidad de férmula fijadora que logra alcanzar estas células es menor, causando
que de este tipo de tejido poco vascularizado se pueda recuperar mayor cantidad de
acido nucleico.®

Ademas se puede observar que del cuerpo 2 el tejido del que se recuperd
menor cantidad de &cido nucleico fue el duodeno y en el cuerpo 3 fue el iléon, ambos
forman parte del sistema disgestivo, siendo importante recordar que el cuerpo sufre

un proceso de descomposicion que se lleva a cabo por medio de dos procesos: 1)
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autdlisis (en tejido como el cerebro e higado que son ricos en enzimas hidroliticas
contenidas dentro de las células) y 2) putrefaccion (generada por microorganismos
como bacterias, hongos y protozoarios provenientes de la biota del ser humano, que
degradan el tejido circundante, como sucede en el tracto gastrointestinal).(’®

La putrefaccion del tejido es otro factor importante que afecta la
concentracioin de ADN extraido de los tejidos, pues en primer instancia los cuerpos
se embalsamaron (en el caso del 2 y 3) o las muestras tomadas (en el caso del cuerpo
1) hasta aproximadamente tres semanas posterior a su fallecimiento, dejando claro
que el proseso autolisis y putrefaccion ya habian iniciado en muchos de los tejidos.
Ademas es importante recalcar que las células epiteliales mueren antes que el tejido
conectivo, cartilaginoso y 6se0.®” Lo que permite explicar una de las razones por

las que se obtuvo mayor cantidad de AND del pelo de cuero cabelludo y de lecho

ungueal en el cuerpo 2 y 3 respectivamente.

Otro de los resultados que se observo fue que la absorvancia media en el
cuerpo 1 fue de 1,83; en el cuerpo 2 de 1,38 y en el cuerpo 3 de 1,50. Demostrando
que la mayor pureza de las muestras se encuentra en orden decreciente en el cuerpo
1, cuerpo 3 y por Ultimo en el cuerpo 2.

La absorcion de luz UV se utiliza para derterminar la concentracion de la
molécula de ADN en los 6rganos o tejidos estudiados, midiendose con un
espectrofotometro que calcula la relacion de A260/A280, una proporcion de 1.8 es
aceptada como ADN puro, cuando la proporcion es inferior se considera que hay

presencia de proteinas a causa de autélisis celular.®®)
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Pues como ya se mencion6 el contacto del material genético con el
formaldehido sin bufferizar causa degradacion de la molécula de ADN y por eso la
pureza en las muestras del cuerpo 2 son menores, pues el porcentaje de formaldehido
en dicha férmula es mayor.

De las muestras examinadas en el cuerpo 2 se obtuvo la muestra de duodeno con
una pureza de 1.66 y en el cuerpo 3 la muestra de estbmago y duodeno tenian una
pureza de 1.67 y lecho ungueal de 1.87, demostrando alta pureza de dichas muestras.

Al momento de la amplificacion con la fraccion del gen SNCSA, solamente
las muestras del cuerpo 1 amplificaron, la totalidad de las muestras del curpo 2 y 3
no presentaron amplificacion, dejando ver que el ADN recuperado de ellas, no solo
era menos puro, sino que ademas se encontraba mas degradado por el contacto con
el formaldehido.

Se realiza la amplificacion de algunas muestras del cuerpo 1, 2 y 3 con el
fragmento del gen AMELY, con el fin de corroborar que el ADN se encontraba
fragmentado, pues dicho cuenta con un amplicon con menor cantidad de pares de
basesque el amplicon del gragmento para el gen SNCSA.

Con lo cual se obtuvo una amplificacion positiva para todas las muestras
examinadas, permitiendo apreciar que el ADN se encontraba fragmentado en las
muestras de los 2 cuerpos embalsamados.

Llevando a la interrogante si sera necesario el uso de formalina bufferizada
para el proceso de embalsamado, pues se sabe este quimico sin bufferizar, promueve
la accidificacion del entorno lesionando la molécula de ADN y fragmentandola, a

pesar que el ADN tiene una estabilidad dada por su estructura helicoidal, es
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fisicamente fragil, por ser una molécula grande, flexible y de peso molecular alto,

causando que se separe en fragmentos con facilidad.7>8%

4.3.2.3 Variables histologicas

Como resumen de los resultados, se puede observar en 6 de los tejidos
evaluados histologicamente de los 31 6rganos o tejidos (ganglio linfatico, muasculo
esquelético, cartilago, tejido renal, tejido intestinal, y tejido hepatico) que
presentaron una mejor conservacion en el cuerpo 3 (férmula nueva), solo en el tejido
pulmonar y esplénico se conservo mejor en el cuerpo 2 (férmula vieja) y inicamente
el tejido glandular se conservo mejor en cuerpo 1 (cuerpo fresco).

Mucha de las imagenes histologicas obtenidas se deben a que el tejido
analizado tenian un tiempo de fallecimiento de mas de 25 dias pero menor de 30
dias, y las muestras para valorar imagenes histoldgicas deben de ser fijadas lo més
cercano a la muerte del paciente, con el fin de evitar lesiones en el ntcleo y el
citoplasma. Pero la mayoria de los tejidos analizados del cuerpo 1, presentaron una
conservacion muy similar a la del cuerpo 3, llevandonos a concluir que los cuerpos
fijados con la solucidn fijadora nueva presenta una fijacion adecuada también a nivel
histologico y que los cambios celulares presentados se deben a cambios por el
proceso de autolisis de los tejidos durante la descomposicion.

Como ya se menciono la autolisis es un proceso de destruccion celular que
inicia en tejidos metabolicamente mas activos y ricos en agua, lisosomas y enzimas
hidroliticas, como el higado y cerebro. A causa de la condicion anaerobica dentro
del cadaver, las células recurren al glicdlisis como una fuente alternativa de energia

y produce dioxido de carbono y lactato, llevando a un descenso del pH celular
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causando lesion en las membranas y por ende liberacion de las enzimas, liberando
energia y nutrientes que son utilizados en las reacciones microbioldgicas posteriores
y el proceso de putrefaccion.777®)

Esto explica que las glandulas muestren autolisis de su tejido de diferentes
grados; en el caso de el tejido pulmonar con mas de 5 dias de fallecido presenta
autolisis casi completa del tejido, mientras que el tejido hepatico con fechas de
fallecimiento entre los 5-22 dias se presenta importante retraccion del citoplasma.
a7

En el caso de las muestras analizadas, concuerda con la destruccion casi total
del tejido digestivo en los tres cuerpos, con una leve mejora en la conservacion en
el tejido del cuerpo 3.7

Desde 1975 Muller”? describi6 el orden y la causa por la que los distintos
6rganos llevan a cabo su proceso de descomposicion de forma distinta, y son los
6rganos con un mayor contenido de enzimas liticas los que se autolizan horas
después de la muerte, al igual que la mucosa del sistema digestivo, a diferencia de
los tejidos ricos en colageno en donde la autolisis se lleva a cabo a un tiempo mas
lento. Mismo patrén que se observé en las muestras analizadas.

En el caso especifico del tejido pulmonar los tres cuerpos presentaban
enfisema como patologia de fondo, ocasionando que procesos infecciosos aceleren
el proceso de autolisis, y en este tejido la solucion fijadora nueva no fuera suficiente
para lograr una conservaciéon mejor del tejido pulmonar, como si lo presento la

formula vieja.”?



114

Conclusiones

El proceso de restauracion por medio del macerado con hidroxido de potasio
diluido en agua, es un proceso adecuado para lograr dar una mayor vida util
al material biologico.

La fase de desengrasado con hidroxido de potasio diluido en alcohol, durante
la restauracion no debe de aplicarse a todos los 6rganos, solamente a los que
son muy ricos en tejido graso.

El proceso de restauracion para la mayoria de los 6rganos lleva las siguientes
fases: Macerado con KOH diluido en H>O, a una concentracion de 2 - 4%
m/v del quimico, por un periodo de 24 horas. Lavado con NaCl diluido en
H,O utilizando 1% del quimico por un periodo de 24 horas.
Blanqueamiento con peroxido de hidrégeno diluido en H>O utilizando 2%
del quimico por un periodo de tiempo de 2 — 8 horas segtn el color deseado
en el o6rgano.

Con la aplicacion del proceso de restauracion a distintas piezas anatdmicas,
se logra aumentar el la vida util de cada pieza, mejorando ademas
significativamente la apariecia de las mismas.

La fijacion con la formula nueva es adecuada para mantener caracteristicas
como textura o consistencia en los tejidos, de forma similar a la de un cuerpo
fresco ademas con disminucion del olor a formalina.

La fijacion con la formula antigua permite una adecuada fijacion
macroscopica del tejido, pero con una consistencia distintas a las de un

cuerpo fresco, con persistencia de un olor a formalina.
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La coloracién del tejido varia segun la férmula de embalsamado y el tejido
u 6rgano evaluado, pero hay mayor similitud en la coloracion de los tejidos
embalsamados con féormula nueva y un cuerpo fresco que los embalsamados
con formula antigua y un cuerpo fresco.

La fijacion con féormula nueva presenta una adecuada fijacion de los tejidos,
desde el punto de vista macroscopico.

La fijacioén con férmula nueva presenta una adecuada fijacion de los tejidos
a nivel histologico, conservando la morfologia de los tejidos en la mayoria
de los casos estudiados, en comparacion con las ldminas histologicas de
tejidos del cuerpo fresco o fijado con formula antigua.

La fijacion con la férmula nueva, crea una imagen eosinéfilica de fondo que
se observa mayoritariamente en tejido cartilaginoso, no observable en los
cuerpos fijados con féormula antigua o el cuerpo fresco.

La formula nueva no solamente trae ventajas en las caracteristicas de cada
pieza anatdmica una vez fijada, sino que ademds es una formula que no
requiere sumercion en fosas con soluciones quimicas, la pieza anatomica o
el cuerpo puede ser utilizado a las 48 horas de embalsamado y puede ser
almacenado en raks verticales, lo que conlleva a menor contaminacion
ambiental por menor uso de quimicos y supresion de las fosas de
embalsamado y menor riesgo laboral al ser una formulacion con menor

concentracion de formalina.
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Es posible crear un banco de tejidos con el material anatdmico ya existente
en la Escuela de Medicina por medio de el procedimiento descrito, y lograr
a travez de el mismo la identificacion de donantes no identificados.

El protocolo de extraccion de ADN y su respectiva PCR debe ser un
protocolo que se adapta de la extraccion de tejido en seres vivos, a un
protocolo especifico para cadaver.

Se recomienda la utilizacion de amplificaciones pequenas
(aproximadamenrte 100 pb) para la amplicifacion de ADN en tejido de
cadaveres embalsamados.

Se recomienda el uso de formalina bufferizada para el embalsamado de los
cuerpos, lo cual permite disminuir los efectos en el dafio del tejido
histologico y en el material genético a causa de el ambiente 4cido que genera

la formalina sin bufferizar.
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Glosario:

Proceso quimico realizado con H>O> diluido en agua para lograr
el aclaramiento deseado en el material bioldgico
Cuerpo fresco, sin ningtn proceso de fijacion

Cuerpo fijado con férmula antigua, con concentracion de
formaldehido del 10 % diluida en agua.

Cuerpo fijado con férmula nueva, con una concentracion de
formaldehido menor del 6%, con una féormula a base de
alcoholes.

Proceso quimico de saponificacion llevado a cabo con KOH
diluido en OH.

Proseso por el cual se separan por planos dististas estructuras del
cuerpo humano (piel, grasa, tejido muscular, arteia venas y/o
nervios)

Proceso por el cual se infunde por via arterial en el cuerpo una
solucidn fijadora que evita el proceso de descomposicion y
putrefaccion celular.

Formula de embalsamado con una concentracion de formalina de
10% m/v, diluido en agua

Formula de embalsamado con una concentracion de formalina
menor al 6% m/v, con una formula a base de alcoholes.

Poceso quimico llevado a cabo con NaCl diluido en agua

Proceso quimico llevado a cabo con KOH diluido en agua
Investigador
Docente del Departamento de Anatomia.

Docente del Departamento de Anatomia.
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Anexo 1:Vicerrectoria de Investigacion, Oficio VI-6343-2017, aprobacion del
proyecto.

V Vicerrectoria de

Investigacién
29 de agosto de 2017 R (P“O{
VI-6343-2017
= g

Dr. Juan José Madrigal Sanchez
Investigador
Escuela de Medicina
Estimado sefior:

Nos complace comunicarle que esta Vicerrectoria ha aprobado la inscripcidn y ejecucion del proyecto,
COMPROMISO-2018, denominado “Estandarizacién de técnicas de preservacién, restauracién y
extraccién de piezas anatémicas y material genético de la morgue y laboratorio del
Departamento de Anatomia de la Escuela de Medicina de la Universidad de Costa Rica", con el
cbdigo N° 422-B7-367, el cual se regira bajo las siguientes condiciones:

VIGENCIA: Del 01 de agosto de 2017 al 31 de enero de 2019.

PRESUPUESTO: Se le recuerda al investigador que la inscripcion de la propuesta no implica
compromiso presupuestaria para el 2018, por lo que previo a la asignacién de fondos mediara un
concurso que discriminara por calidad las propuestas para tal efecto.

PRESENTACION DE INFORMES: Los formularios y gulas para la presentacién de informes los
puede obtener en la direccion electrénica: www.vinv.ucr.ac cr en el médulo INVESTIGADORES. Para
el presente proyecto se establecen las siguientes fechas para su presentacion:

¢ Informe parcial: 31 de julio de 2018
¢ Informe final: 31 de enero de 2019

Le solicitamos que tome en consideracién que, parte fundamental de sus obligaciones laborales y
académicas es presentar los informes debidamente aprobados por las comisiones de investigacion
ylo consejos cientificos oportunamente en las fechas asignadas, tal como lo estipula esta
Vicerrectoria en la Resolucién VI-6835-2015. No obstante, le sugerimos que, en caso de que se le
presente algin inconveniente para la presentacion de sus informes, nos notifique con suficiente
anticipacién con el aval de la direccién de la unidad de adscripcion del proyecto; o bien, de no ser
posible, en un plazo no mayor a quince dias posterior a la fecha asignada para la presentacion del
informe, con el fin de encontrar una solucién conjunta.

Lowqmammw«mmumwuuwamma
conocimientos que repercutan en la docencia y la accién social; por lo que, consideramos
conveniente que los resultados sean divuigados ampliamente por todos los medio académicos y
omue.demnegs de conocido impacto nacional ylo internacional. La Vicerrectoria valorara estas
acciones en la inscripcion futura de nuevas propyestas.

Elia director(a) de su unidad tiene la obligacién de velar por la buena marcha de esta investigacion;
por lo tanto, los informes deben ser presentados a la Vicerrectoria a través de la Direccién, previa
aprobacién de la comision de investigacién o el consejo cientifico; en caso de incumplimiento O
m-mmm.mvmaumumo«wwuwm

seguir ejecutando el investigaci de la normativa universitaria
ey proceso de investigacion en referencia y de aplicar

el: 28 3 —— . igacion
Tel: 25111350 Fax: (506) 22249367 | Correo clectronico: vi@vinv.ucr.ac.cr Portal de Investigacio
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VI Vicerrectoria de
Investigacién

VI-6343-2017
Pagina 2
INVESTIGADORES PARTICIPANTES:

¢ Juan José Madrigal Sanchez, Investigador principal, sin carga.
« Jessica Gonzalez Fernandez, Investigadora asociada, sin carga.
AVAL COMITE ETICO CIENTIFICO:

Este proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité Etico Cientifico, segan oficio VI-5670-2017, en
la sesién N* 69, del 19 de julio del afio en curso.

AUSENCIA DE CONFLICTOS DE INTERES

Con la aceptacién de estas condiciones, esta usted aceptando que no se presenta por su parte 0

Enmodoqueuﬂadnou&deaw«ﬂocmdgumdemmmmm.b
solicitamos comunicarse por escrito con la Vicerrectoria en un plazo maximo a los quince dias habiles
mum«mm.&mammmwwqw
de condiciones en dicho plazo, damos por aceptadas con total conformidad dichas condiciones.
Atentamente, . | ¢

l" |
J

Founds foni

Dr. Fernando Garcia Santamaria
Vicerrector de Investigacion

FGS/DHC
C.  Dra. Lisbeth Salazar Sanchez, Directora, Escuela de Medicina
Dra. Jessica Gonzalez Fernandez Escuela de Medicina

Comision de | tigacion, E P o
SIP /Archivo

p——— bortal de Investigacion
Tel: 2511-1350 | Fax: (506) 2224.9367 | Correo clectronico: vi@vinv.ucr.ac.cr [Ports

22 Th - igo Facio
www.vinv.ucr.ac.cr. Direccion: Cuarto piso de la Biblioteca Demetrio Tinoco. Sede Rodrig
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Anexo 2:Formulario de donacion cuerpo 1.

FACULTAD DE MEDICINA DEPARTAMENTO DE

UCN(IS/SE";'X?Q:)C% ESCUELA DE MEDICINA AN AT(?MI A

Lscuels de Medicina Ralusrte en la formacion
de maducos para la socsedad costarncense

o i)

19 de febrero de 2015
EM-DA-145-02-2015

Doctora

Cristina Vasquez Evangeliti
Directora Médica

Clinica Carlos Durdn

Estimada sefiora:

Aaradezco la comunicacién sobre la entrega de un caddver, de quien en vida se llamo
Identidad protegida De acuerdo con lo establecido, se dedicard para fines docentes de la
Escuela de Medicina de la Universidad de Costa Rica.

Para hacer efectiva esta entrega, se autoriza al funcionario Alejandro Martinez Obando,
cédula de identidad N® 1-0514-0981, a recibir y trasladar el cadadver, de dicho Hospital
hacia nuestro Departamento.

Reitero mi agradecimiento, por el valioso apoyo en el proceso de aprendizaje de los
estudiantes de Medicina de esta Unidad Académica.

Cordialmente,

O/hIL,ﬂ./~

Dra. Lizbeth Salazar S
Directora a.i.
Escuela de Medicina

Teléfono: 2511-4488 Fax: 2511-4488 E-mail: anatomia.em@ucr.ac.cr
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Anexo 3:Formulario de donacién de cuerpo 2.

UNIVERSIDAD Escuela de
@ COS'MRICDAE DEPARTAMENTO DE EM Siedicin
ANAT?MIA

1° de febrero del 2018
EM-DA-009-02-2018

Dr. Ernesto Jiménez Montero
Jefe, Servicio de Patologia
Hospital San Juan de Dios

Estimado sefior:

Quiero agradecer su amabilidad ol comunicarnos la donacién por parte del Hospital
San Juan de Dios, de los siguientes cuerpos:

| NOMBRE | CERTIFICADO DE DEFUNCION !requ‘p_s rAusammmJl
Identidad protegida

Asi como el cuerpo que se habia recibido de donacién en el 2017 (XXX), que se habio
dejado en el Hospital San Juan de Dios, para los estudiantes de Ortopedio.

Como es de su conocimiento y de acuerdo con lo establecido, éstos caddveres, se
dedicaré para fines docentes en la Escuela de Medicina de la Universidad de Costa Rico.

Asimismo, le informo que el Sr. Francisco Camacho Pereira, portador de lo cédula
de identidod N® 3-0298-0694 y funcionario del Departamento de Anatomio, es el
responsable de recibir y trasladar los caddveres de la Morgue del Hospital hacia la
Universidad de Costa Rico.

Reitero mi agrodecimiento, ya que sin lugar a dudas, ésta donacion fortalece el
aprendizaje de lo anatomia, tanto para los estudiantes de la carrera de licina, como los
estudiantes de los cursos de servicio que se imparten a otras Unidades Aco:

Cordialmente,

>SRN JUAN DS
;‘?\‘M ; -; = Oigg~
S :
SERVICIO DE ANATOMIA 3

-

PATOLOGICA
— O
San jose, cosThE= -
s

on\

Teléfono: 2511-8264 / 2511-4488 http://www.medic.ucr.oc.cr Emoil: gnotomig.em@ucr.oc.cr
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Anexo 4:Formulario de donacién de cuerpo 3.

UNIVERSIDAD Escuela de
@ COSTARICDAE DEPARTAMENTO DE % P
ANAT?MIA

1° de febrero del 2018
EM-DA-009-02-2018

Dr. Ernesto Jiménez Montero
Jefe, Servicio de Patologia
Hospital San Juan de Dios

Estimado sefior:

Quiero agradecer su amabilidad ol comunicarnos la donacién por parte del Hospital
San Juan de Dios, de los siguientes cuerpos:

| NOMBRE | CERTIFICADO DE DEFUNCION [ FECHA DE FALLECIMIENTO J'
Identidad protegida

Asi como el cuerpo que se habia recibido de donacion en el 2017 (XXX), que se habio
dejado en el Hospital San Juan de Dios, para los estudiantes de Ortopedio.

Como es de su conocimiento y de acuerdo con lo establecido, éstos caddveres, se
dedicaré para fines docentes en la Escuela de Medicina de la Universidad de Costa Rica.

Asimismo, le informo que el Sr. Francisco Camacho Pereira, portador de lo cédula
de identidod N 3-0298-0694 y funcionario del Departamento de Anatomio, es el
responsable de recibir y trasladar los cadéveres de la Morgue del Hospital hacia la
Universidad de Costa Rico.

Reitero mi agradecimiento, ya que sin lugar @ dudos, ésta donacion fortalece el
aprendizaje de la anatomia, tanto para los estudiantes de la carrera de !
estudiantes de los cursos de servicio que se imparten a otras Unidades Aca

Cordialmente,

¥ 1A
CI0 DE ANATOMI
SERVIC ?OLOGIC&
a:kel s Sangbria

Ny 3‘~Jose coS‘“

oxMC

Teléfono: 2511-8264 / 2511-4488 http//www.medic.ucr.oc.cr Emoil: gnotomic. em@®ucr.oc.cr
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Anexo 5:Tiempo de procedimiento en horas de sumersion en KOH diluido en

H:0.
Tabla N° 18: Tiempo de procedimiento en horas de sumersion en KOH diluido
en H>O.
C6 Organo Restauracion Muy Restauracion Restauracion mala
d buena Buena
Tmi Tma Tpro Tmi Tma Tpro Tmi Tma Tpro
n X m n X m n X m
1 Pulmén 24 192 792 24 194 67 24 216 1223
2 Corazéon 24 24 24 24 24 24 24 24 24
abierto
3 Corazéon 24 24 24 24 24 24 24 24 24
cerrado
4  Bazo 24 48 24 24 24 24 - - -
5 Higado 24 168 96 24 24 24 168 168 168
6 Pancrea 24 24 24 - - - - - -
s
7 Lengua 24 24 24 - - - - - -
8 Estoma 24 24 24 24 24 24 24 24 24
go
9  Intestin - - - 24 24 24 24 24 24
0
delgado
10 Intestin - - - - - - 24 24 24
0 grueso
11 Utero 24 24 24 24 24 24 - - -
12 Glandul - - - 24 24 24 - - -
a
mamari
a
13 Pene 24 24 24 24 24 24 - - -
14 Testicul 24 24 24 - - - - - -
0
15 Rinones 24 24 24 24 24 24 - - -
16  Cerebro 9 96 215 9 24 2196 15 24 22.2
complet
0

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 6: Tiempo de procedimiento en horas de sumersion en KOH diluido en
alcohol.

Tabla N° 19: Tiempo de procedimiento en horas de sumersion en KOH diluido

en alcohol.
C6 Organ Restauraciéon Muy Restauracion Restauracion mala
d 0 buena Buena
Tmi Tma Tpro Tmi Tma Tpro Tmi Tma Tpro
n X m n X m n X m
1 Pulmén 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 Corazo 0 24 12 0 24 1728 0 24 20
n
abierto
3 Coraz6 0 24 19.76 0 0 0 24 24 24
n
cerrado
4 Bazo 0 0 0 0 0 0 - - -
5 Higado 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 Pancrea 0 5 1.25 - - - - - -
]
7  Lengua 0 0 0 - - - - - -
8 Estoma 0 7 2.7 0 0 0 7 7 7
go
9 Intestin - - - 0 24 6 7 7 7
0
delgado
10 Intestin - - - - - - 7 7 7
0
grueso
11 Utero 5 7 5.8 7 7 7 - - -
12 Glandu - - - 5 7 5.5 - - -
la
mamari
a
13  Pene 5 7 5.8 7 7 7 - - -
14 Testicu 5 7 5.5 - - - - - -
lo

15 Rifone 0 0 0 0 0 0 0 0 0
]

16  Cerebr 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0
comple
to

Fuente: LaMoNec 2018.



Anexo 7: Porcentaje de KOH diluido en agua segun la calidad de
restauracion del organo en una primera ronda.

Tabla N° 20: Porcentaje de KOH diluido en agua segun la calidad de
restauracion del 6rgano en una primera ronda.
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Cad. Organo Restauracion Restauracion Restauracion
Muy buena
% min % % min % max % min % max
max

1 Pulmoén 1 4 1 4 1 4

2 Corazén 2 2 2 2
abierto

3 Corazén 2 2 2 2 4 2
cerrado

4 Bazo 2 2 2 2 - -

5 Higado 2 4 4 4 2 2

6 Pancreas 2 2 - - - -

7 Lengua 2 2 - - - -

8 Estémago 2 2 2 2 2 2

9 Intestino - - 2 2 2 2
delgado

10 Intestino - - - - 2 2
grueso

11 Utero 2 2 2 2 - -

12 Glandula - - 2 2 - -
mamaria

13 Pene 2 2 2 2 - -

14 Testiculo 2 2 - - - -

15 Rifiones 2 2 2 2 2 2

16 Cerebro 0 2 0 2 1 2
completo

Fuente: LaMoNec 2018.



Anexo 8: Porcentaje de KOH diluido en agua segun la calidad de
restauracion del organo en una segunda ronda.

Tabla N° 21: Porcentaje de KOH diluido en agua segun la calidad de
restauracion del 6rgano en una segunda ronda.
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Cad. Organo Restauracion Restauracion Restauracion
Muy buena
% min % % min % max % min % max
max

1 Pulmoén 0 4 2 4 2 4

2 Corazén - - - - - -
abierto

3 Corazén - - - - - -
cerrado

4 Bazo - - - - - -

5 Higado - - - - - -

6 Pancreas - - - - - -

7 Lengua - - - - - -

8 Estomago - - - - - -

9 Intestino - - - - - -
delgado

10 Intestino - - - - - -
grueso

11 Utero - - - - - -

12 Glandula - - - - - -
mamaria

13 Pene - - - - - -

14 Testiculo - - - - - -

15 Rifiones - - - - - -

16 Cerebro 1 2 - - - -
completo

Fuente: LaMoNec 2018.



Anexo 9: Duracion total del procedimiento (en dias) segun calidad de

restauracion por organo.
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Tabla N° 22: Duracion total del procedimiento (en dias) segtn calidad de

restauracion por 6rgano.

Cad. Organo Restauracion Restauracion Restauracion
Muy buena Buena mala
T min T Tmin Tmax Tmin T max
max

1 Pulmoén 2.3 14 2.3 17.04 2.3 19

2 Corazon 2.375 5 2.375 3.08 2.375 3.08
abierto

3 Corazon 2.375 2.5 2.5 2.5 4 4
cerrado

4 Bazo 1.5 15 1.5 1.5 - -

5 Higado 3.2 14 32 32 15 15

6 Pancreas 1.5 2.125 - - - -

7 Lengua 1.5 1.5 - - - -

8 Estomago 3.08 3.5 3.08 3.08 35 35

9 Intestino - - 2.375 3.08 35 35
delgado

10 Intestino - - - - 35 35
grueso

11 Utero 2,125 354  3.54 3.54 - -

12 Glandula - - 2.125 3.54 - -
mamaria

13 Pene 2.125 3.54 3.54 3.54 - -

14 Testiculo 2.125 3.54 - - - -

15 Rinones 2.25 2.33 2.25 2.29 2.25 2.25

16 Cerebro 1.25 14 1.25 2.625 1.83 2.625
completo

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 10: Porcentaje de peroxido de hidrégeno por color post-restauracion.

Tabla N° 23: Porcentaje de peréxido de hidrogeno por color post-restauracion.

§ ()rgano Negro Café Café Blanco  Amarillo Gris
oscuro claro
=] > = o = o = o = m = e
E E E E E E E E E E E E
X XX RS SER
1  Pulmoén 5 5 2 2 2 5 2 5 - - 2 2
2 Corazoén - - 2 2 2 5 - - - - - _
abierto
3 Corazon - - 2 2 2 2 5 5 - - - -
cerrado
4  Bazo - - 2 2 2 5 - - - 2 2
5 Higado 2 2 2 2 2 2 - - - - - -
6  Pancreas - - - - - - - - - - 2 2
7  Lengua - - - - - - - - 2 2 - -
8  Estomago - -2 2 2 2 - -2 2 - -
9 Intestino - - - - 2 2 - - 2 2 - -
delgado
10 Intestino - - - - - - - - 2 2 - -
grueso
11 Utero - -2 2 2 2 - -
12 Glandula - - - - 2 2 - - 2 2 - -
mamaria
13 Pene - - - -2 2 - -2 2 2 2
14 Testiculo - - 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
15 Rinones - - 2 2 2 2 - - 2 2 - -
16 Cerebro - - - - 2 2 2 2 2 5 2 2
completo

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 11: Tiempo en horas de sumersion en peroxido de hidréogeno por color
post-restauracion.

Tabla N° 24: Tiempo en horas de sumersion en peroxido de hidrégeno por color
post-restauracion.

2 Organo  Negro Café Cafe  panco  Amarill s
© oscuro  claro 0

= » = » = » = » = » = »
E §E EE EE E E E E E E
= T T T T I
1  Pulmoén 19 19 2 11 3 12 3 12 - - 3 11
3 3 0 0
2 Corazon - - 2 18 2 72 - - - - - -
abierto
3 Corazon - - 2 3 2 3 24 24 - - - -
cerrado
4  Bazo - - 5 5 5 21 - - - - 5 5
6
5  Higado 5 5 5 5 5 72 - - - - - -
6  Pancreas - - - - - - - - - - 5 6
7  Lengua - - - - - - - - 5 5 - -
8  Estomag - - 1717 5 17 - - 1717 -
0
9 Intestino - - - - 2 27 - - 5 5 - -
delgado
10 Intestino - - - - - - - - 5 5 - -
grueso
11 Utero - - 6 6 6 6 - - - - - -
12 Glandula - - - - 6 6 - - 6 6 - -
mamaria
13 Pene - - - - 6 6 - - 6 6 6 6
14 Testiculo - - 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
15 Rifones - - 6 8 6 8 - - 7 8 - -
16 Cerebro - - - - 6 6 6 24 6 24 6 24
completo

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 12: Evaluacion de consistencia en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo
N° 2 por parte del observador 1y 2.

Tabla N° 25: Evaluacion de consistencia en los 31 érganos y tejidos del cuerpo N° 2 por
parte del observador 1y 2.
Evaluador 2

Evaluado No Pétrea Duro- Blando Como Total
rl valorable (indurado) eldstico esponja
No 1 0 0 0 0 1
valorable
Pétrea 0 3 1 2 0 6
(indurado)
Duro- 0 1 8 9 0 18
elastico
Blando 0 0 2 3 5
Como 0 0 0 0 1 1
esponja
Total 1 4 11 14 1 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 0.48

Fuente: LaMoNec 2018.

Anexo 13: Evaluacion de consistencia en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo
N° 2 por parte del observador 1y 3.

Tabla N° 26: Evaluacion de consistencia en los 31 drganos y tejidos del cuerpo N° 2 por
parte del observador 1 y 3

Evaluador 3

Evaluador No Pétrea Duro- Blando Como Total
1 valorable  (indurado)  eldstico esponja
No 1 0 0 0 0 1
valorable
Pétrea 0 3 3 0 0 6
(indurado)
Duro- 0 1 11 6 0 18
elastico
Blando 0 0 2 3 0 5
Como 0 0 0 0 1 1
esponja
Total 1 4 16 9 1 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 0.58

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 14: Evaluacion de consistencia en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo
N° 2 por parte del observador 2 y 3.

Tabla N° 27: Evaluacion de consistencia en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo N° 2 por
parte del observador 2 y 3.

Evaluador 3

Total
Evaluado No Pétrea Duro- Blando Como
r2 valorable  (indurado) eldstico esponja
No 1 0 0 0 0 1
valorable
Pétrea 0 4 0 0 0 4
(indurado)
Duro- 0 0 11 0 0 11
elastico
Blando 0 0 5 9 0 14
Como 0 0 0 0 1 1
esponja
Total 1 4 16 9 1 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 0.83

Fuente: LaMoNec 2018.

Anexo 15: Evaluacion de consistencia en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo
N° 3 por parte del observador 1y 2.

Tabla N° 28: Evaluacion de consistencia en los 31 érganos y tejidos del cuerpo N° 3 por
parte del observador 1 y 2.

Evaluador 2

Total
Evaluador No Pétrea Duro- Blando Como
1 valorable  (indurado) eldstico esponja
No 0 0 0 0 0 0
valorable
Pétrea 0 1 2 1 0 4
(indurado)
Duro- 0 1 4 3 1 9
elastico
Blando 0 0 3 14 0 17
Como 0 0 0 0 1 1
esponja
Total 0 2 9 18 2 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 0.62

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 16: Evaluacion de consistencia en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo
N° 3 por parte del observador 1y 3.

Tabla N° 29: Evaluacion de consistencia en los 31 drganos y tejidos del cuerpo N° 3
por parte del observador 1y 3.
Evaluador 3

Evaluador No Pétrea Duro- Blando Como Total
1 valorable (indurado) elastico esponja
No 0 1 3 0 0 4
valorable
Pétrea 0 0 0 0 0 0
(indurado)
Duro- 0 1 6 2 0 9
elastico
Blando 0 0 3 13 1 17
Como 0 0 0 0 1 1
esponja
Total 0 1 12 15 2 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 0.62
Fuente: LaMoNec 2018.

Anexo 17: Evaluacion de consistencia en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo
N° 3 por parte del observador 2y 3.

Tabla N° 30: Evaluacion de consistencia en los 31 érganos y tejidos del cuerpo N° 3 por
parte del observador 2 y 3.

Evaluador 3

Evaluado No Pétrea Duro- Blando Como Total
r2 valorable (indurado) eldstico esponja
No 0 0 0 0 0 0
valorable
Pétrea 0 2 0 0 0 2
(indurado)
Duro- 0 0 8 1 0 9
eldastico
Blando 0 0 4 13 1 18
Como 0 0 0 1 1 2
esponja
Total 0 2 12 15 2 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 0.76

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 18: Evaluacion de la coloracion en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo
N° 2 por parte del observador 1y 2.

Tabla N° 31: Evaluacion de la coloracion en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo N° 2 por
parte del observador 1y 2.

Evaluador 2

% < s . s R Total
Evaluador s'§ 3 3 T S 3 S S 3 *E B
1 Z § & N é E < § %O E.:% S § S
No 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
valorable
Piel 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Verde 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amarillo 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Violaceo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rojo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0 3 0 4 0 0 7
Negro 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 2
Café claro 0 0 0 0 0 0 3 0 3 3 0 9
Café 0 0 0 0 0 0 1 0 0 4 0 5
oscuro
Gris 0 1 0 0 0 0 0 0 3 1 0 5
Total 0 1 0 0 0 0 8 1 11 9 0 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 0,386

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 19: Evaluacion de la coloracion en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo
N° 2 por parte del observador 1y 3.

Tabla N° 32: Evaluacion de la coloracion en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo N° 2
por parte del observador 1 y 3.

Evaluador 3

Total
% S e N £
E ~ X E S i~ 8 S § 5 .
Evaluador 1 <3 2 § s 3 S S §° < S é
s &R S N < R Z. k3 2
Ze = Q 6
No 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
valorable
Piel 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Verde 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amarillo 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Violaceo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rojo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0 3 1 1 1 1 7
Negro 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 2
Café claro 0 0 0 0 0 0 0 0 7 2 0 9
Café oscuro 0 0 0 0 0 0 0 0 1 4 0 5
Gris 0 1 0 0 0 0 0 0 2 2 0 5
Total 0 1 1 0 0 0 4 2 12 10 1 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 0,4833

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 20: Evaluacion de la coloracion en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo
N° 2 por parte del observador 2 y 3.

Tabla N° 33: Evaluacion de la coloracion en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo N° 2
por parte del observador 2 y 3.

Evaluador 2

= )
< S S N 3 -
Evaluador g 3 3 E § 2 § §O S g 2 g
S A N 'E ~ S D ‘O O
R R N R R A
No 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
valorable
Piel 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Verde 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Amarillo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Violaceo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rojo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 1 0 0 0 3 1 3 1 0 9
Negro 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Café claro 0 0 0 0 0 0 0 1 7 2 1 11
Café oscuro () 0 0 0 0 0 0 0 2 7 0 9
Gris 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 1 1 0 0 0 4 2 12 10 1 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 0,548

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 21: Evaluacion de la coloracion en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo
N° 3 por parte del observador 1y 2.

Tabla N° 34: Evaluacion de la coloracion en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo N° 3
por parte del observador 1 y 2.

Evaluador 2 §
=
] e
= Q Q N 3
Evaluador § 3 3 E 3 2 § §° 3 g 2
S N N S = Q . )
Novalorable 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Piel 0o o0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Verde 0 o0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Amarillo 0 o0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2
Violaceo 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2
Rojo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 8
Negro 0 o0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 2
Caféclaro 0 1 1 0 0 0 4 0 3 3 0 12
Café oscuro 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 2
Gris 0 o0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Total 0 1 2 2 0 0 17 0 4 3 1 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 0,4516

Fuente: LaMoNec 2018.



151

Anexo 22: Evaluacion de la coloracion en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo
N° 3 por parte del observador 1y 3.

Tabla N° 35: Evaluacion de la coloracion en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo N° 3
por parte del observador 1 y 3.

Evaluador 3

.
<
H
o
~
~ e
S s s s g
Evaluador £ < S F S S § a S 2 2
1 IR 8 5§ € § 2 § g3 °©
s . ° S
No valorable (0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Piel 0o o 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Verde 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Amarillo 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2
Violaceo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2
Rojo 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0 7 0 1 0 0 8
Negro 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 2
Caféclaro 0 0 0 1 0 0 0 0 1 9 1 12
Café oscuro (0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 2
Gris 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Total 0 o 0 4 0 0 10 1 2 11 3 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 0,419

Fuente: LaMoNec 2018.



Anexo 23: Evaluacion de la coloracion en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo
N° 3 por parte del observador 2 y 3.
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Tabla N° 36: Evaluacion de la coloracion en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo N° 3

por parte del observador 2 y 3.

Evaluador 3

& e

< S S S 3
Evaluador s Y § ¢ & 8 3 S g
:  § 83 § 5§ 2 § &g g¢

s < = o 3
No valorable 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Piel 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Verde 0 0o 0 2 0 0 0 0 0 0 0
Amarillo 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
Violaceo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rojo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0 10 1 1 3 2
Negro 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Café claro 0 0 O 0 0 0 0 0 1 4 0
Café oscuro 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0
Gris 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Total 0 0 0 4 0 0 10 1 2 11 3

TOTAL

SONDN =D

- wuneo g

|9
[y

Coeficiente Kappa de Cohen: 0,548

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 24: Evaluacion del olor en los 31 organos y tejidos del cuerpo N° 2 por
parte del observador 1y 2

Tabla N° 37: Evaluacion del olor en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo N° 2 por parte
del observador 1 y 2.

Evaluador 2

Evaluador No Formalina Otros Putrefaccion Total
1 valorable quimicos
No 0 0 0 0 0
valorable
Formalina 1 3 27 0 31
Otros 0 0 0 0 0
quimicos
Putrefaccio 0 0 0 0 0
n
Total 1 3 27 0 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 0,03

Fuente: LaMoNec 2018.

Anexo 25: Evaluacion del olor en los 31 organos y tejidos del cuerpo N° 2 por
parte del observador 1y 3

Tabla N° 38: Evaluacion del olor en los 31 érganos y tejidos del cuerpo N° 2 por parte del
observador 1 y 3.

Evaluador 3

Evaluador No Formalina Otros Putrefaccion Total
1 valorable quimicos
No 0 0 0 0 0
valorable
Formalina 0 0 30 1 31
Otros 0 0 0 0 0
quimicos
Putrefacci 0 0 0 0 0
on
Total 0 0 30 1 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 0

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 26: Evaluacion del olor en los 31 organos y tejidos del cuerpo N° 2 por
parte del observador 2 y 3.

Tabla N° 39: Evaluacion del olor en los 31 érganos y tejidos del cuerpo N° 2 por parte del

observador 2 y 3.
Evaluador 3
Evaluador No Formalina Otros Putrefaccion Total
2 valorable quimicos
No 0 0 0 0 0
valorable
Formalina 0 0 3 0 3
Otros 0 0 27 1 28
quimicos
Putrefacci 0 0 0 0 0
on
Total 0 0 30 1 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 0,86

Fuente: LaMoNec 2018.

Anexo 27: Evaluacion del olor en los 31 organos y tejidos del cuerpo N° 3 por
parte del observador 1y 2

Tabla N° 40: Evaluacion del olor en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo N° 3 por parte del
observador 1 y 2.

Evaluador 2

Evaluador No valorable Formalina Otros Putrefaccio Total
1 quimicos n
No 0 0 0 0 0
valorable
Formalina 0 0 0 0 0
Otros 0 0 31 0 31
quimicos
Putrefacci 0 0 0 0 0
on
Total 0 0 31 0 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 1

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 28: Evaluacion del olor en los 31 organos y tejidos del cuerpo N° 3 por
parte del observador 1y 3.

Tabla N° 41: Evaluacion del olor en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo N° 3 por parte del
observador 1 y 3.

Evaluador 3

Evaluador No valorable Formalina Otros Putrefaccio Total
1 quimicos n
No 0 0 0 0 0
valorable
Formalina 0 0 0 0 0
Otros 0 0 31 0 31
quimicos
Putrefacci 0 0 0 0 0
on
Total 0 0 31 0 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 1

Fuente: LaMoNec 2018.

Anexo 29: Evaluacion del olor en los 31 organos y tejidos del cuerpo N° 3 por
parte del observador 2 y 3.

Tabla N° 42: Evaluacion del olor en los 31 6rganos y tejidos del cuerpo N° 3 por parte del

observador 2 y 3.
Evaluador 3
Evaluador No valorable Formalina Otros Putrefaccio Total
2 quimicos n
No 0 0 0 0 0
valorable
Formalina 0 0 0 0 0
Otros 0 0 31 0 26
quimicos
Putrefacci 0 0 0 0 0
on
Total 0 0 31 0 31

Coeficiente Kappa de Cohen: 1

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 30: Formulario de valoracion de caracteristicas macroscopicas segin

el observador 2, en el cuerpo 2 y 3 respectivamente.

Numero de Cuerpo: 15_}
s Observador 2
$ jidos de cuerpos disecados
1 < is., 3 : : Coloracion Oior ‘
g I HE 2|23 H
;‘5 § §§ §§ cig gl = k] 2 g ° gl e é HR é i § z g
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Nimero de Cuerpo : atd 3 DA
Nombre:, Observador 2
Encuesta nos y tejidos de cuerpos disecados
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Anexo 31: Formulario de valoracion de caracteristicas macroscopicas segin
el observador 3, en el cuerpo 2 y 3 respectivamente.

NimerodeCuerpo:  _ 2R3
Nombre:! Observador 3 -
Encuesta y tejidos de cuerpos disecados o
Consistencia C o
Bat ’553 : g g ¢
TR R B ARHHEHEHHERI -
HHHH HEIMELH ENE
AR s
lw A X A
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2
* ¥
. ‘
R b » gl [* x
s o - y =
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Anexo 32: Comparacion de variables macroscopicas de los tres observadores

en los organos y tejidos del cuerpo 1.

Tabla N° 43: Comparacion de variables macroscopicas de los tres observadores en los
organos y tejidos del cuerpo 1.

Cuerpo Organo  Macroscopico observador 1 Macroscopico observador 2 Macroscopico observador 3
0 tejido Consistencia  Coloracion  Olor  Consistencia  Coloracion Olor  Consistencia  Coloraciéon  Olor
1 1.1 3 4 3 no no no no no no
1 1.2 1 7 3 no no no no no no
1 1.3 1 7 3 no no no no no no
1 1.4 3 1 3 no no no no no no
1 1.5 3 3 3 no no no no no no
1 1.6 3 5 3 no no no no no no
1 1.7 3 5 3 no no no no no no
1 1.8 3 5 3 no no no no no no
1 1.9 3 6 3 no no no no no no
1 1.10 3 5 3 no no no no no no
1 1.11 4 5 3 no no no no no no
1 1.12 3 5 3 no no no no no no
1 1.13 2 8 3 no no no no no no
1 1.14 3 2 3 no no no no no no
1 1.15 1 6 3 no no no no no no
1 1.16 2 10 3 no no no no no no
1 1.17 3 6 3 no no no no no no
1 1.18 3 8 3 no no no no no no
1 1.19 2 10 3 no no no no no no
1 1.20 2 4 3 no no no no no no
1 1.21 3 6 3 no no no no no no
1 1.22 1 6 3 no no no no no no
1 1.23 1 6 3 no no no no no no
1 1.24 1 6 3 no no no no no no
1 1.25 3 1 3 no no no no no no
1 1.26 3 1 3 no no no no no no
1 1.27 3 8 3 no no no no no no
1 1.28 3 8 3 no no no no no no
1 1.29 3 8 3 no no no no no no
1 1.30 3 2 3 no no no no no no
1 1.31 3 1 3 no no no no no no

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 33: Comparacion de variables macroscopicas de los tres observadores
en los organos y tejidos del cuerpo 2.
Tabla N° 44: Comparacion de variables macroscopicas de los tres observadores en los
organos y tejidos del cuerpo 2.

° o o Macroscopico observador 1 Macroscopico observador 2 Macroscopico observador 3
g §n % Consistencia ~ Coloracion ~ Olor  Consistencia  Coloracion ~ Olor  Consistencia  Coloracié  Olor

(@] QO e n
2 2.1 2 6 1 2 8 4 2 8 4
2 22 1 6 1 3 8 4 2 7 4
2 2.3 1 7 1 3 6 2 2 7 4
2 24 2 1 1 3 8 2 3 8 4
2 2.5 3 3 1 2 6 2 2 2 4
2 2.6 2 9 1 3 9 2 3 9 4
2 2.7 2 9 1 3 9 2 3 9 4
2 2.8 0 0 1 0 0 0 0 6 4
2 29 2 10 1 2 8 2 2 8 4
2 2.10 2 9 1 2 9 2 2 9 4
2 2.11 4 6 1 4 6 2 4 6 4
2 2.12 2 9 1 3 6 2 2 8 4
2 2.13 2 9 1 1 9 2 1 9 4
2 2.14 2 10 1 3 8 2 3 9 4
2 2.15 1 6 1 2 6 2 2 6 5
2 2.16 2 10 1 3 2 2 2 1 4
2 2.17 2 6 1 2 8 2 2 10 2
2 2.18 3 10 1 2 8 1 2 8 2
2 2.19 2 7 1 2 9 2 2 9 4
2 2.20 2 10 1 2 9 1 2 9 2
2 221 3 8 1 3 6 1 3 8 2
2 222 1 6 1 1 6 2 1 6 4
2 2.23 1 8 1 1 6 4 1 8 4
2 2.24 1 6 1 1 8 4 1 9 4
2 225 2 8 1 3 8 2 3 8 4
2 2.26 3 8 1 3 6 2 3 9 4
2 2.27 2 8 1 3 9 2 3 9 4
2 2.28 2 8 1 3 9 2 2 8 4
2 2.29 2 8 1 2 9 2 2 8 4
2 2.30 3 8 1 3 8 2 3 8 4
2 2.31 2 8 1 2 8 2 2 8 4

Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 34: Comparacion de variables macroscopicas de los tres observadores
en los organos y tejidos del cuerpo 3.

Tabla N° 45: Comparacion de variables macroscopicas de los tres observadores en los 6rganos y

, tejidos del cuerpo 3.
Cuerpo Organo  Macroscopico observador 1 Macroscopico observador 2 Macroscopico observador 3
o tejido Consistencia  Coloracion  Olor  Consistencia  Coloracion  Olor  Consistencia  Coloracion  Olor
3.1 2 6 4 3 6 4 3 6 2 3
3.2 1 7 4 2 6 4 2 7 2 3
33 1 7 4 3 6 4 2 6 2 3
3.4 3 1 4 3 6 4 3 6 2 3
35 3 3 4 3 3 4 3 3 2 3
3.6 3 8 4 3 8 2 3 9 2 3
3.7 3 8 4 2 8 2 3 9 2 3
3.8 3 9 4 3 6 2 4 6 2 3
3.9 2 6 4 4 6 2 3 6 3 3
3.10 2 8 4 2 8 2 2 8 3 3
3.11 4 6 4 4 6 2 4 6 3 3
3.12 3 8 4 2 6 2 2 9 3 3
3.13 2 9 4 2 8 2 2 9 3 3
3.14 3 2 4 3 2 2 3 3 2 3
3.15 2 6 4 2 6 2 2 6 3 3
3.16 3 3 4 3 3 2 3 3 3 3
3.17 2 6 4 3 6 2 2 6 3 3
3.18 3 6 4 3 6 2 3 6 3 3
3.19 3 4 4 3 10 2 2 10 3 3
3.20 2 10 4 2 6 2 2 10 3 3
3.21 3 8 4 3 6 2 3 10 3 3
3.22 2 6 4 1 6 2 1 6 3 3
3.23 1 6 4 2 6 2 2 8 3 3
3.24 1 4 4 1 8 2 1 9 3 3
3.25 3 8 4 3 6 2 3 9 3 3
3.26 3 8 4 3 6 2 3 9 3 3
3.27 3 8 4 3 2 2 3 3 3 3
3.28 3 8 4 3 1 2 3 9 3 3
3.29 3 8 4 2 9 2 2 9 3 3
3.30 3 8 4 3 9 2 3 9 2 3
3.31 2 8 4 3 9 2 2 9 2 3
Fuente: LaMoNec 2018.
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Fuente: LaMoNec 2018.
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Anexo 36: Variables histologicas evaluadas en los 31 6rganos o tejidos del
cuerpo 1

Tabla 47: Variables histologicas evaluadas en los 31 6rganos o tejidos del cuerpo

Cuerpo 1
Tiempo de fijacién Calidad de fijacién
Nucleo Citoplasma
2 2 5 8 = 5 S E €8 &3 55 £ 5 g 2E I8 5
3 £ g g2 g S8 SE g2 8¢ S S 3 28 22 £
= 2 s S = SE 38 £2 932 = &5 =2 Z= It
= 3 %2 5§ TE ES g &: & Y £= £8 %
& 2 £3 £ £ 5 2E £% g g5 2 2
= s > T 22 2 = &~ @
3 g = a -2
~ g S
1.1 20 50 30 2 1 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.2 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.3 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.4 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.5 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.6 80 10 10 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.7 60 30 10 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.8 90 5 5 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.9 80 10 10 1 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.10 65 30 5 2 1 2 2 1 Tiroiditis 2 2 2 2
1.11 50 40 10 2 2 2 2 1 Enfisema 2 2 2 2
1.12 80 10 10 2 2 2 2 1 Arterioesclerosis 2 2 2 2
1.13 20 60 20 1 2 2 2 1 Esteatosis hepatica 2 2 2 2
micro y macro vacuolar
1.14 0 0 100 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.15 30 0 70 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.16 80 0 20 2 2 2 2 1 Arterioesclerosis 2 2 2 2
1.17 20 50 30 1 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.18 0 0 100 2 2 2 2 1 Necrosis grasa 2 2 2 2
premortem
1.19 40 10 50 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.20 20 20 60 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
121 999 999 999 0 0 0 0 0 0 0 1 2 2
122 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
123 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 1
1.24 100 0 0 2 2 2 2 1 Cambios degenerativos 1 2 2 2
1.25 0 0 100 2 2 2 2 2 Ninguna 2 1 2 2
1.26 0 0 100 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.27 0 0 100 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.28 0 0 100 2 2 2 2 2 Ninguna 2 1 2 2
1.29 0 0 100 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
1.30 0 0 100 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
131 999 999 999 0 0 2 2 1 Obliteracion fibrosa 2 2 2 2

Fuente: LaMoNec 2018.



Anexo 37: Variables histologicas evaluadas en los 31 6rganos o tejidos del

cuerpo 2.

Tabla 48: Variables histologicas evaluadas en los 31 6rganos o tejidos del cuerpo 2.
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Cuerpo 2
Tiempo de fijacion Calidad de fijacion
Nucleo Citoplasma
S £ 3 = 5 £ 3 2% £: = = 5% 2 &
g s < 2
2.1 20 40 40 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
22 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.3 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.4 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.5 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.6 60 20 20 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.7 20 40 40 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.8 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
29 70 20 10 1 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.10 100 0 0 2 2 2 2 1 Bocio multinodular 2 2 2 2
2.11 100 0 0 2 2 2 2 1 Enfisema 2 2 2 2
2.12 0 20 80 2 1 2 2 1 Arterioesclerosis 2 2 2 2
2.13 0o 70 30 1 12 2 1 Dﬂati‘gf;e:tiﬁ,)‘f"idal’ 2 2 2 2
2.14 0 60 40 1 1 2 2 1 Colesistitis cronica 2 2 2 2
2.15 10 40 50 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.16 999 999 999 0 0 2 2 1 Arterioesclerosis 2 2 2 2
2.17 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.18 10 20 70 1 2 2 2 1 Necrosis grasa premortem 2 2 2 2
2.19 100 0 0 2 2 2 2 1 Congestivo 2 2 2 2
220 0 20 8 1 12 2 gﬂfg:;ﬁ?ig;‘;ﬁ: 2 2 2 2
2.21 999 999 999 0 0 0 0 0 0 0 1 2 2
2.22 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.23 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 1
2.24 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.25 0 20 80 2 1 2 2 2 Ninguna 2 1 2 2
2.26 0 30 70 2 1 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.27 0 20 80 2 1 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.28 0 30 70 2 1 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.29 0 20 80 2 1 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.30 0 30 70 2 1 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
2.31 999 999 999 0 0 0 0 1 Obliteracion fibrosa 0 2 2 2

Fuente: LaMoNec 2018.



Anexo 38: Variables histologicas evaluadas en los 31 6rganos o tejidos del
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cuerpo 3.
Tabla 49: Variables histologicas evaluadas en los 31 6rganos o tejidos del cuerpo 3.
Cuerpo 3
Tiempo de fijacion Calidad de fijacion
Nucleo Citoplasma

(=] .2 k= o 'C-E k: D k: » »n @» » L] ~§ ~= « k: k: L = k:
oo e < = 2 ] s 2 S = ¥ 279 = < 8 ® 9 s =
S 5 s E2E = g £ “E £3 £% 3 £ % EE =
= = © 29 = e &« & 5 ° S = S = ©
R=} > = = T = » =25 €= = == £ & E
@n 2 B s < 2 <g &% 8 cg 2 S
= > s < = k4 o P n

= 3 E a 5

2 z S 2
3.1 80 10 10 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
32 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
33 100 0 0 1 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
34 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
3.5 100 0 0 2 2 2 1 2 Ninguna 2 2 2 2
3.6 100 0 0 2 2 2 1 2 Ninguna 2 2 2 2
3.7 100 0 0 2 2 2 1 2 Ninguna 2 2 2 2
3.8 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
3.9 50 40 10 1 1 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
310 40 20 40 2 1 2 2 1 Atrofia, Tiroiditis 2 2 2 2

crénica
3.11 80 20 0 2 2 2 1 Enfisema 2 2
3.12 80 20 0 2 2 2 1 1 Arterioesclerosis 2 2 2 2
33070 20 10 2 2 2 1 j  Congestion,colestasis, 2 2 2 2
fibrosis portal leve

3.14 0 40 60 1 2 2 2 1 Colecistitis cronica 2 2 2 2
3.15 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 1
3.16 95 0 5 1 1 1 2 2 Ninguna 2 2 2 2
3.17 30 50 20 1 1 2 2 1 Atrofia 2 2 2 2
3.18 0 0 100 1 1 2 2 1 Necrosis grasa 2 2 2 2
3.19 50 0 50 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
3.20 100 0 0 2 1 2 2 1 Glomerulo esclerosis 2 2 2 2
3.21 100 0 0 2 2 2 1 2 Ninguna 2 2 2 2
3.22 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
3.23 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 2 2 2 1
3.24 100 0 0 2 2 2 2 2 Ninguna 1 2 2 2
3.25 0 20 80 1 1 2 2 2 Ninguna 2 1 2 2
3.26 25 50 25 1 1 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
3.27 0 0 100 2 1 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
3.28 30 60 10 1 1 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
3.29 30 60 10 1 1 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
3.30 10 70 20 1 1 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2
3.31 0 60 40 2 1 2 2 2 Ninguna 2 2 2 2

Fuente: LaMoNec 2018.





