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Cadaveres de caninos conservados con alcohol etilico y sal
de curay embalados al vacio para la ensefianza de la
cirugia veterinaria

Dogs corpses preserved with ethyl alcohol and curing salt and vacuum-packed
for teaching veterinary surgery
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue analizar biomecanicamente la piel de cadaveres de
caninos preparados quimicamente con alcohol etilico y sal de cura, y embalados al
vacio, para la practica da cirugia veterinaria, ademas de obtener la evaluacion
microbioldgica que se puede presentar durante el proceso. Se trabajo con ocho cada-
veres de caninos, de peso 7.96+1.48 kg. Los animales fueron inyectados con 120 ml/kg
de una solucion de cloruro de sodio al 20%, nitrito al 1% y nitrato de sodio al 1%, y 150
ml/kg de alcohol con glicerina al 5% y se mantuvieron en envases al vacio a tempretatura
entre 0 y 4 °C. Se tomaron muestras de piel el dia 0 (muestras frescas) y los dias 30, 60,
90 y 120 para analisis biomecanico, asi como para analisis microbiologico de los
fluidos en los envases del embalaje plastico. La fuerza maxima de ruptura presentada

! Departamento de Morfologia y Fisiologia Animal, Facultad de Ciencias Agrarias y Veterinarias,
Universidad Estadual de Sdo Paulo (UNESP), Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil

2 Departamento de Patologia Veterinaria, Facultad de Ciencias Agrarias y Veterinarias, Universidad
Estadual de Sdo Paulo (UNESP), Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil

3 E-mail: andrea.queiroz@unesp.br

Recibido: 9 de noviembre de 2020
Aceptado para publicacion: 30 de abril de 2021
Publicado: 24 de agosto de 2021

©Los autores. Este articulo es publicado por la Rev Inv Vet Pert de la Facultad de Medicina Veterinaria,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Este es un articulo de acceso abierto, distribuido bajo los
términos de la licencia Creative Commons Atribucién 4.0 Internacional (CC BY 4.0) [https://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es] que permite el uso, distribucion y reproduccion en cual-
quier medio, siempre que la obra original sea debidamente citada de su fuente original



G. Coelho Ferreira et al.

por el grupo control y en los dias de conservacion demonstro que la fijacion con las sales
de curay el almacenamiento en embalajes al vacio mantuvo las caracteristicas biomecanicas
de la piel hasta por 120 dias en los cadaveres bajo refrigeracion.
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ABSTRACT

The aim of this study was to biomechanically analyze the skin of canine corpses
chemically prepared with ethyl alcohol and curing salt, and vacuum packed, for the
practice of veterinary surgery, in addition to obtaining the microbiological evaluation
that may occur during the process. Eight canine corpses, weighing 7.96 = 1.48 kg, were
used. The animals were injected with 120 ml/kg of a solution of 20% sodium chloride, 1%
nitrite and 1% sodium nitrate, and 150 ml/kg of alcohol with 5% glycerin and kept in
vacuum-plastic bags at temperature between 0 and 4 °C. Skin samples were taken on day
0 (fresh samples) and on days 30, 60, 90 and 120 for biomechanical analysis, as well as for
microbiological analysis of the fluids in the plastic packaging containers. The maximum
rupture force presented by the control group and in the days of conservation showed
that the fixation with curimg salts and the storage in vacuum packs maintained the
biomechanical characteristics of the skin for up to 120 days in the corpses under

refrigeration.

Key words: anatomy, animal, surgery, dieresis, suture, teaching

INTRODUCCION

El uso de cadavenes en las practicas de
cirugia de estudiantes de medicina veterina-
ria tiene sus ventajas. Investigaciones con la
utilizacion de cadaveres realizados en el ex-
terior (Carpenter et al., 1991) o dentro de
Brasil (Silva ef al., 2007) no indicaron altera-
ciones significativas en relacion al rendimiento
quirargico de alumnos que utilizaron cadave-
res en sus aulas en comparacion con alum-
nos que utilizaron animales vivos. Ademas,
se tiene el 95.7% de aceptacion por parte de
los alumnos para la utilizacion de cadaveres
quimicamente preparados, en tanto que el
88.9% consideran, ademas, que el aprendi-
zaje utilizando cadaveres es satisfactorio (Sil-
va et al., 2007).

Los test biomecanicos permiten com-
parar a los tejidos frescos con aquellos so-
metidos a la conservacion, generando infor-
macion que contribuye al mejoramiento de
técnicas quirargicas en la busqueda de mate-
rial bioldgico alternativo para la experimen-
tacion animal (Camargo et al., 2014).

Las sustancias mas utilizadas para la
conservacion en medio liquido son el
formaldehido, la glicerina, el alcohol etilico y
el fenol (Rodrigues, 2010), ademas de inhibir
el crecimiento de microrganismos. El
formaldehido es el fijador y conservante mas
utilizado, comiinmente en solucion acuosa al
10%. A pesar de tener un bajo costo y rapida
penetracion tisular (Rodrigues, 2010), el
formaldehido es considerado como una sus-
tancia cancerigena y teratogénica por la
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Agencia Internacional de Investigacion en
Cancer (IARC), y ofrece riesgo ambiental,
caso sea descartado en afluentes (WHO,
1991).

Los nitritos y nitratos tienen actividad
conservadora, pues retardan o inhiben la ac-
tividad microbiana o enzimatica , evitando la
precoz deterioracion de los tejidos. También
son fijadores de color (Iamarino et al., 2015).
La refrigeracion es el método mas utilizado
para la conservacion de la carne y se con-
vierte en necesaria, por un lado, para minimi-
zar las alteraciones, principalmente la putre-
faccion, y por otro, para eliminar los riesgos
producidos por el desarrollo de
microrganismos patoégenos, ademas de con-
trolar la velocidad con que aparecen las ca-
racteristicas organolépticas post mortem de
la carne (Rosset et al., 1994).

Enun estudio realizado por la Universi-
dad de Berlin, Alemania, utilizando la sal de
cura como alternativa al uso de formaldehido
en la enseflanza de anatomia veterinaria, en
solucion de 23% de sales de cura, 30% de
etanol, 20% de Pluriol® E 400 (mezcla de
polietilenglicoles) y 0.1% de aceite de oréga-
no encontraron que preservaba los cadave-
res de caninos, sin riesgos ambientales ni de
la salud humana con bajo costo efectivo
(Janczyk et al.,2011). Werdelmann y Gerics
(2016), de otra parte, demostraron la utilidad
de la solucion de sales de cura al 16% como
alternativa al formaldehido para la preserva-
cion a largo plazo de piezas anatomicas de
caninos sometidos a la diseccion. Las piezas
inmersas en la solucion de sales mantuvieron
su coloracion y consistencia en comparacion
con aquellas sometidas a la fijacion por
formaldehido.

El embalaje al vacio es considerado una
atmosfera modificada, pues ocurre una alte-
racion de la presion del aire por reduccion
del oxigeno, provocando asi una disminucion
dela actividad respiratoria normal del alimento
y de la poblaciéon microbiana, llevando a la
disminucion de la velocidad de deterioracion
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(Young et al., 1988). Ademas, el vacio pro-
mueve reduccion en los valores de oxidacion
y de la fuerza del cizallamiento muscular
(Leonel, 2008), lo que provoca mayor macicez
del producto. Cuando no hay contacto con el
oxigeno predominan las bacterias lacticas,
que causan menor alteracion en la calidad de
las carnes (Tesser, 2009).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
fue analizar biomecanicamente la piel de ca-
daveres de caninos preparados quimicamen-
te con alcohol etilico y sal de cura, embala-
dos al vacio, para la practica da cirugia vete-
rinaria, asi como realizar la evaluacion
microbiologica del producto.

MATERIALES Y METODOS

Animales y Muestras de Piel

Se seleccionaron ocho cadaveres de
caninos, machos y hembras, adultos sin alte-
raciones morfologicas aparentes. Los cada-
veres fueron obtenidos en el Centro de Con-
trol de Zoonosis de Ribeirdo Preto, SP (Pro-
ceso 02.2014.000027-1) y aceptados por el
comité de ética local (Proceso 4593/19). Los
animales fueron congelados (-18 °C) después
de su muerte y transportados al Laboratorio
de Anatomia Animal de la Universidad
Estadual de Sdo Paulo (UNESP) Jaboticabal,
Sao Paulo.

Los animales escogidos tuvieron un peso
de 7.96+1.48 kg y condicion corporal de 4
(costillas facilmente palpables, con minima
cobertura de grasa; cintura abdominal facil-
mente observada, cuando vista dorsalmente;
pliegue abdominal evidente) o 5 (costillas pal-
pables y sin exceso de cobertura de grasa;
cintura abdominal observada caudalmente
hacia las costillas observada dorsalmente;
pliegue abdominal evidente observada por
lado), en una escala de 1 al 9, considerado
como score corporal ideal por Laflamme
(1997).
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Los cadaveres fueron descongelados en
un refrigerador horizontal a 4-6 °C e identifi-
cados de Al al A8. Se cort6 el pelo de todo el
cuerpo, teniedo cuidado de no lesionar la piel.
Se tomaron tres fragmentos de piel fresca
utilizando un bisturi y un molde rectangular
de 1 x 4 cm de acero inoxidable con auxilio
de bisturi, las que fueron consideradas como
muestras control. Las muestras fueron inme-
diatamente colocadas en frascos con agua
para evitar el resecamiento hasta el momen-
to del analisis biomecanico. Posteriormente,
se inyect6 a cada cadaver una solucion de
alcohol etilico puro con 5% de glicerina a ra-
zon de 150 ml/kg de peso corporal, via arte-
ria cardtida con un catéter 40x16G, seguido
de 120 ml/kg de solucion con sal de cura (200
g/L de cloruro de sodio, 10 g/L de nitrito de
sodio, 10 g/L de nitrato de sodio). Finalmen-
te, los cadaveres fueron embalados en sacos
plasticos al vacio y refrigerados entre 0 a4 °C,
con termOmetro digital acoplado en la tapa
de sello del refrigerador.

Se tomaron muestras mensuales de piel
por cuatro meses (D30, D60, D90 y D120).
Para esto, los embalajes fueron abiertos y
luego de la coleccion de la muestra, los em-
balajes fueron nuevamente cerrados al vacio
y mantenidos en refrigeracion.

Para la colecta de la piel, el cadaver fue
posicionado inicialmente en decubito lateral
izquierdo. Con el auxilio de un bisturi (hola
22) y un molde de 1 x 4 cm se cortaron los
fragmentos de piel, en el lado del pecho, pa-
ralelo y a 5 cm del plano sagital. Las mues-
tras fueron tomadas en forma secuencial y
en sentido transverso a la linea de tension de
la piel del canino (Figura 1). Las muestras
fueron almacenadas en recipientes con agua
hasta el momento del analisis biomecanico.

Para la evaluacion de la resistencia de
los tejidos, se utilizo la Maquina Universal de
Ensayos EMIC® DL-2000. La célula de car-
ga utilizada fue de 500N, con una velocidad
de aplicacion de carga de 100mm/min y con
un espacio libre entre las garras con agarre
del material de 20 mm.

Figura 1. Cadaver canino después de la co-
lecta de tres muestras de piel

Bacterias Aerobias y Anaerobias
Mesofilas

Se realizo el analisis microbiologico
mensual del liquido que se extravasa en el
embalaje de dos cadaveres escogidos al azar.
Se colectaron no menos de 10 ml en frascos
estériles y las muestras fueron llevadas al
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Ciencias Agrarias y Veterinarias de la
UNESP de Jaboticabal.

La cuantificacion de las bacterias
mesofilas aerobias y anaerobias facultativas
viables fue realizada a través de la técnica
de placas en superficie. En esta técnica, la
muestra es diluida hasta 5 veces con peptona
0.1%y a partir de cada dilucion se utiliza 100
ul como indculo y se distribuye en las placas
en la superficie del agar BHI (Brain Heart
Infusion) expandido con auxilio de un asa de
Drigalski. Las placas para el conteo de
microrganismos aerobicos fueron almacena-
das directamente en una estufa bacteriologica,
mientras que las placas para el conteo de
microrganismos anaerobios fueron almace-
nadas en jarras de anaerobiosis con la utiliza-
cion de Anaeroback (Probac). En ambos ca-
sos, las placas fueron incubadas a 37 °C du-
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Cuadro 1. Fuerza méaxima (Newtons) y deformacion en milimetros (mm) de ruptura
de muestras de piel de ocho caddveres de caninos (Promedio + desviacion

estandar)

Fuerza maxima de ruptura

Desplazamiento maximo

(N) de ruptura (mm)
Control 125.9+76.59 8.872+1.528
Dia 30 129.01+76.08 6.885 +1.699
Dia 60 107.23£71.585 6.59 + 1.606
Dia 90 115.30+£77.769 6.116 = 1.863
Dia 120 95.786+56.563 6.081 + 1.181

rante 24 h. Luego de la incubacion se hizo el
conteo de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) por mililitro (Vanderzant y
Splittstoesser, 1992).

Posterior al conteo, se aislaron cinco
colonias de cada placa, se sembraron en agar
BHI (Brain Heart Infusion), y se incubaron a
37 °C por 24 h para la identificacion de bac-
terias de los géneros Bacillus, Clostridium,
Pseudomonas y de la especie Escherichia
coli.

Las colonias se sembraron en las pla-
cas con asa de platino. Para el estudio se
utilizaron medios de cultivo selectivos: agar
MacConkey para Pseudomonas 'y
Escherichia coli, agar SPS (Sulfito
Polimixina Sulfadiazina) para Clostridiumy
agar base MYP (Manitol Yolk Polimixina)
para aislamiento de Bacillus . Después de la
incubacion a 37 °C durante 24 horas, se eva-
lud la morfologia celular mediante tincion de
Gram, presencia de esporas y pruebas
bioquimicas especificas para confirmar cada
género o especie (Barrow y Feltham, 1993).
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Analisis Estadistico

Se hizo una evaluacion inicial de los da-
tos obtenidos con el fin de retirar a los outliers.
Los datos fueron analizados por el test de
Cramer-Von Mises. Posteriormente, se em-
pled el analisis de varianza y la prueba de
Tukey (p<0.05).

RESULTADOS

La fuerza maxima de ruptura para los
grupos control, D30, D60, D60y D120 (pro-
medio + desviacion estandar) se presentan
en el Cuadro 1.

Los datos referentes a la fuerza maxi-
ma de ruptura (N) y al desplazamiento maxi-
mo de ruptura presentaron normalidad
(Cramer-Von Mises 0.9244 y 0.055, respec-
tivamente). No se encontr6 diferencia signi-
ficativa (p = 0.53) entre el promedio de la
fuerza maxima de ruptura presentada por el
grupo control y los promedios de los tres
momentos evaluados, lo que comprueba que
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Cuadro 2. Resultados (media = DE) del
desplazamiento maximo de ruptura
(mm) de las muestras de piel de ocho
caninos hasta los 10 dias de
conservacion con sales de cura y
refrigeracion

Desplazamiento
maximo (mm)

Control 8.872 +1.528*
Dia 30 6.885 + 1.699°
Dia 60 6.597 + 1.606°
Dia 90 6.117 + 1.863°
Dia 120 6.081 +1.181°

ab | etras diferentes dentro de la columna
indican diferencia (significativa p<0.05)

la fijacion con las sales de cura y el almace-
namiento en embalajes al vacio mantuvo las
caracteristicas biomecanicas de la piel du-
rante los 120 dias bajo condiciones de refri-
geracion.

Se encontro diferencia significativa (p
=2.436x10%) entre el promedio del despla-
zamiento maximo de ruptura (mm) del grupo
control con los promedios de los tres tiempos
de conservacion, pero sin diferencia entre
estos (Cuadro 2).

Los resultados de la identificacion
bacteriana se presentan en el Cuadro 3. La
poblacién microbiana no excedio de 8x10?
UFC/ml en los aerobios totales y de 5x10?
UFC/mlen los anaerobios totales. El1 25% de
las muestras no presentaron contaminacion.

DiscusioN

La solucion etilica demostro ser eficiente
como fijadora (Rodrigues, 2010), tal y como
ha sido reportada en cadaveres humanos has-
ta por un afio (Goyri-O’Neill et al., 2013). La

frespuesta obtenida también fue similar a los
estudios que utilizaron alcohol etilico para fi-
jacion y solucion acuosa de cloruro de sodio
para conservacion de cadaveres de caninos
hasta por cuatro meses para el entrenamien-
to quirdrgico en piel y yeyuno (Rocha et al/.,
2018), arterias (Cerqueira et al., 2017) y ve-
nas (Pelogia et al.,2018). La piel no se oscu-
recid ni se endurecié como ocurre cuando se
utilizan fijadores que contienen formaldehido
(Groscurth et al., 2001; Hayashi et al., 2016).

El analisis estadistico no mostr6 diferen-
cia significativa entre el promedio de la fuer-
za maxima de ruptura entre las muestras con-
trol y las sometidas a conservacion, lo que
confirma que el proceso efectuado mantuvo
las caracteristicas biomecanicas de la piel
hasta por 120 dias bajo refrigeracion y em-
balaje al vacio, tal y como se obtuvo con una
solucion etilica en cadéveres de caninos has-
ta por cuatro meses (Rocha et al., 2018).

En la presente investigacion, el valor
promedio para la ruptura de la piel fresca en
caninos de 7.96+1.48 kg fue de 125.89 N, lo
que fue similar al valor de 131.3 N en cani-
nos de 7.6+£2.7 kg (Rocha et al., 2018), lo
que se puede asumir como una relacion di-
recta entre el peso corporal y la fuerza para
ruptura. Durante el tiempo de conservacion,
la fuerza vari6 de 95.78 N a 129.0 N, lo que
es comparable a la variacion de 110.8 N a
177.5 N de la piel de caninos del estudio de
Rocha et al. (2018) en caninos mantenidos
hasta por cuatro meses en tanques de alco-
hol etilico.

La fuerza observada en muestras fres-
cas o conservadas fue muy mayor a los 19.98
N necesarios para causar ruptura en las ve-
nas yugulares de caninos o de los 21.51-26.17
N necesarios para romper las venas yugulares
de caninos mantenidos en tanques de alcohol
etilico (Peldgia et al., 2018). Los valores ob-
tenidos también fueron mayores a aquellos
requeridos para la ruptura de arterias cardtidas
de caninos frescos (25.77 = 15.43 N) o man-
tenidos en tanques con alcohol etilico (16.44
+ 31.79N) (Cerqueira et al., 2017).
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Cuadro 3. Cuantificacion de bacterias aerdbicas y anaerdbicas de muestras del liquido
extravasado de cadaveres caninos conservados con sal de cura en bolsas al

vacio y bajo refrigeracion

Aerobios

Anaerobios

Grupo Animal (UFC/ml) (UFC/ml) Microrganismo
D30 AS 0 0
A7 8x10? 3x10° Bacillus sp.
D60 Al 0 0
A3 2.6x10° 1.1x10°  Bacillus sp.
D90 A2 1x10 0 Bacillus sp.
A5 7510 1.1x102 Staphylococcus Sp. y
Bacillus sp.
D120 A8 1x10 1x10 Staphylococcus sp.y
Bacillus sp.
A5 1x10? sxlop  Bacillussp.y

Levadura

En el caso de la contaminacidn
microbiana, Garcia-Esteban et al. (2004),
observd un aumento progresivo de aerobios
mesoéfilos en embalajes al vacio, llegando a
presentar 9.45x10° UFC/g en la semana 8.
En el presente estudio, en la muestra A5
(Cuadro 3) se observo un aumento lento en
los aerobios totales y en los anaerobios tota-
les llegando a presentar 1x10% y 5x102 UFC/
ml, respectivamente. Los resultados obteni-
dos fueron parecidos a otro estudio de cani-
nos preservados con la misma técnica en la
cual la concentracion no fue superior a 9x10!
UFC/ml en los aerobios totales y 7x10' UFC/
ml en los anaerobios totales (Pereira et al.,
2019). De otro lado, se reconoce que una
bacteria para que cause enfermedad en el
hospedero debe tener una concentracion de
10° UFC/ml (Rigobelo et al., 2016). Los
alores obtenidos en el presente estudio apun-
tan que 10? es una concentracion baja, ga-
rantizando que no causaria dafio a la persona
expuesta.
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CONCLUSION

La fijacién/conservacion con alcohol
etilico y sales de cura, asociado a los emba-
lajes al vacio es una forma econdémica, de
bajo impacto ambiental y efectiva de preser-
var y conservar las caracteristicas de la piel
fresca de cadaveres caninos por un tiempo
no menor de 120 dias, lo que es recomenda-
do para la ensefianza de la cirugia veterinaria
por mimetizar en los cadaveres fijados la re-
sistencia cutanea presentada por los cadave-
res frescos.
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