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Figura 2. Tincion con hematoxilina-eosina de la dermis y la epidermis de piel cadavérica (Sus scrofa domesticus)
procesada para su desinfeccion y almacenamiento. A, piel desinfectada con antibiéticos (penicilina, estreptomicina
y anfotericina) y criopreservada (-70°C, 5,5 meses); B, piel desinfectada con antibiéticos, irradiada (25 KGy) y
criopreservada; C, piel desinfectada con antibiéticos y conservada en glicerol (85%, 4°C, 5,5 meses); D, piel
desinfectada con antibiéticos y con solucién de Dakins (0.25% NaClO, 3 min) y conservada en glicerol (85%, 4°C);
D, piel desinfectada con antibidticos y con solucién de Dakins y criopreservada (-70 °C). Se muestra la mejor de tres
réplicas (40x).
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Dermis

Ademés de las células residentes (mayoritariamente fibroblastos), el tejido conectivo esta
conformado por tres tipos principales de fibras proteicas, a saber, colageno, fibras reticulares
y fibras elasticas (Ross y Pawlina, 2010). Se realizaron tinciones selectivas para observar cada
una de estas estructuras en la dermis. Al igual que con la epidermis, la tinciébn con hematoxilina-
eosina (figura 2) mostré una mejor conservacion estructural de los componentes fibrosos de la
dermis en las muestras de piel tratadas con glicerol al 85% y almacenadas a 4 °C, sin importar
el método de desinfeccion. Sin embargo, la tincion tricrémica de Gomori (figura 3) revel6 gran
cantidad de estructuras oxidadas (tejido de color rojo, Figs. 3D-3E), en la piel desinfectada con
solucion de Dakins, siendo que las fibras de colageno tipo | (azules) se mantuvieron intactas
Unicamente en el tejido desinfectado solo con antibidticos (figuras 3A, 3B y 3C). De forma
general, no se observo disociacion de la unidn dermis-epidermis en ningun tratamiento.

DERMIS EPIDERMIS

Figura 3. Tincion tricromica de Gomori (fibras de colageno) de la dermis y la epidermis de piel cadavérica (Sus
scrofa domesticus) procesada para su desinfeccion y almacenamiento. A, piel desinfectada con antibiéticos
(penicilina, estreptomicina y anfotericina) y criopreservada (-70°C, 5,5 meses); B, piel desinfectada con antibiéticos,
irradiada (25 KGy) y criopreservada; C, piel desinfectada con antibiéticos y conservada en glicerol (85%, 4°C, 5,5
meses); D, piel desinfectada con antibiéticos y con soluciéon de Dakins (0.25% NaClO, 3 min) y conservada en
glicerol (85%, 4°C); D, piel desinfectada con antibiéticos y con solucién de Dakins y criopreservada (-70 °C). Se
muestra la mejor de tres réplicas (40x).
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Para confirmar la conservacion estructural del tejido, también se realizé una tinciéon de fibras
reticulares (PAS, acido periédico de Schiff) y una tincién de fibras elésticas con orceina. Las
fibras reticulares son fibras de colageno tipo Il presentes en el tejido conectivo, las cuales se
tifien de color morado-magenta con la tincion del acido periddico de Schiff (Ross y Pawlina,
2010). Los resultados obtenidos muestran mayor cantidad de estas fibras en los tejidos que no
fueron tratados con glicerol (figuras 4A, 4By 4E). Sin embargo, esto no significa que el glicerol
haya dafiado estas fibras, sino que es posible que no se observen en la muestra. Por su parte,
la tincién con orceina se realizé para observar las fibras elésticas, las cuales no se observan
claramente en ninguno de los tratamientos, aunque parecen estar levemente reducidas en la
piel desinfectada con antibiéticos y conservada en glicerol a 4 °C (figura 5C).

DERMIS EPIDERMIS
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Figura 4. Tincion de fibras reticulares de la dermis y la epidermis de piel cadavérica (Sus scrofa domesticus)
procesada para su desinfeccion y almacenamiento. A, piel desinfectada con antibidticos (penicilina, estreptomicina
y anfotericina) y criopreservada (-70°C, 5,5 meses); B, piel desinfectada con antibidticos, irradiada (25 KGy) y
criopreservada; C, piel desinfectada con antibidticos y conservada en glicerol (85%, 4°C, 5,5 meses); D, piel
desinfectada con antibiéticos y con solucion de Dakins (0.25% NaClO, 3 min) y conservada en glicerol (85%, 4°C);
D, piel desinfectada con antibidticos y con solucién de Dakins y criopreservada (-70 °C). Se muestra la mejor de tres
réplicas (40x).
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Discusion

Formalmente desde el afio 2006, el Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR), con el apoyo
de la Organizacion Internacional de Energia Atémica (OIEA), ha implementado en el pais
estrategias para mejorar el tratamiento de pacientes con lesiones en la piel, principalmente
a través del cultivo celular y aplicacion de equivalentes epidérmicos autdlogos generados
in vitro. Ademas, durante el periodo 2009-2012, el ITCR participd en un programa regional
latinoamericano (ARCAL-RLA-6062) organizado y financiado por el OEIA, con el fin de favorecer
la implementacion de bancos de tejidos en la region. A través de este programa, se facilito la
capacitacion en esta area de profesionales de la Caja Costarricense del Seguro Social y del
propio ITCR. Esto, a la vez, favorecio el establecimiento del Banco Nacional de Tejidos del
Hospital Nacional de Nifios, el primer banco de tejidos en Centroamérica.

Figura 5. Tincion con orceina (fibras elésticas) de la dermis y la epidermis de piel cadavérica (Sus scrofa
domesticus) procesada para su desinfeccion y almacenamiento. A, piel desinfectada con antibiéticos (penicilina,
estreptomicina y anfotericina) y criopreservada (-70°C, 5,5 meses); B, piel desinfectada con antibiéticos, irradiada

(25 KGy) y criopreservada; C, piel desinfectada con antibiéticos y conservada en glicerol (85%, 4°C, 5,5 meses); D,
piel desinfectada con antibidticos y con solucion de Dakins (0.25% NaClO, 3 min) y conservada en glicerol (85%,
4°C); D, piel desinfectada con antibiéticos y con solucion de Dakins y criopreservada (-70 °C). Se muestra la mejor
de tres réplicas (40x).
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Dada la necesidad de asegurar la calidad y garantizar la optimizaciéon continua de los
procedimientos, el ITCR se dio a la tarea de reproducir y analizar algunas de las técnicas mas
comunes a nivel internacional para el manejo de piel cadavérica para bancos de tejidos, con el
fin de proveer un criterio técnico respecto a las estrategias disponibles en el pais.

Para el aseguramiento de la calidad microbioldgica, se siguieron las recomendaciones de Kagan
y colaboradores (2005), evaluando la carga microbiana total (bacterias aerobias y anaerobias,
levaduras y hongos) a partir de muestras de 1 cm? de piel por cada 10% de superficie corporal
removida. Estos autores indican que la piel ablacionada no se debe utilizar como aloinjerto
si contiene estafilococos coagulasa-positivos, estreptococos beta-hemoliticos del Grupo A,
enterococos, organismos Gram-negativos, Clostridia sp., y hongos o levaduras. Sin embargo,
en este trabajo no se identificaron los microorganismos contaminantes, dado que se asumié
el maximo criterio de esterilizacion, aceptandose como validos Unicamente los tratamientos
que esterilizaron por completo el tejido. En este caso, solamente la irradiacion con haz de
electrones (25 kGy) logro eliminar por completo la carga microbiana en todos los tratamientos,
mientras que la desinfeccion quimica alcanzd este criterio solo cuando fue acompafada por
la conservacion en glicerol a altas concentraciones, lo cual puede atribuirse a las propiedades
antibacteriales y antivirales del glicerol (De et al., 2008).

Para este estudio, se utilizd la dosis de esterilizacion internacional estandar adoptada por la
OIEA (25 kGy) para productos médicos. Esta dosis provee un nivel de aseguramiento de la
esterilidad (SAL, por sus siglas en inglés) de 10, cuando se cuenta con una carga microbiana
(bioburden) inicial baja. Para ello, se debe asegurar un manejo adecuado del material desde la
ablacion, con el fin de reducir la contaminacion del tejido en cada paso del procesamiento. Sin
embargo, aunque esta dosis de irradiacion es suficiente para inactivar el virus de la Hepatitis C,
no logra eliminar el VIH. Esto implica que, de utilizarse este método de esterilizacion, se debe
realizar un escaneo muy estricto de los donantes, y que los tejidos deben ser manejados en
condiciones asépticas y lavados y desinfectados durante el procesamiento, con el fin de reducir
progresivamente la carga microbiana (Lobo Gajuwala, 2003), tal y como se hizo en este estudio.

Por otro lado, el uso de antibidticos para la desinfeccion del tejido se considera controversial,
debido a que muchos no son efectivos a la temperatura de incubacion (4 °C) y a que no se han
determinado las dosis y combinaciones que garanticen la eliminacion o reduccion de la carga
microbiana sin resultar toxicas para los componentes celulares de la piel (Kagan et al., 2005).
Por otro lado, se busca reducir el uso de antibiéticos con el fin de no propiciar procesos de
desarrollo de resistencia a estas sustancias. En este trabajo, se demostré que la desinfeccion
con antibiéticos no fue efectiva para eliminar por completo la contaminacion microbiana, ni
siquiera en los casos donde se conservo la piel con glicerol a altas concentraciones (85%). Por
lo tanto, se recomienda emplear este tipo de desinfeccion Unicamente cuando sea acompafiado
por un tratamiento de esterilizacion subsecuente. Al respecto, y con base en el uso que se le
quiera dar al material bioldgico, también se deben considerar los efectos dafiinos de estos
tratamientos sobre el tejido, ya que podrian destruir su viabilidad y funcionalidad, limitando su
uso para trasplante, pero resultando aun funcional como cobertura temporal.

Por otro lado, aunque la transmision de enfermedades en los trasplantes ha sido minimizada
mediante el establecimiento de estrictas normas internacionales para el aseguramiento de
la calidad microbioldgica, se han reportado casos de transmision de enfermedades virales y
bacterianas en trasplantes de piel cadavérica (Kagan et al.,, 2005). Asi mismo, los programas
de bancos de tejidos deben procurar la utilizacion de estrictas medidas para el aseguramiento
de la calidad microbiolégica de sus tejidos. Aunque la irradiacion representaria el método ideal
de esterilizacion, el sector publico de Costa Rica no cuenta con las facilidades requeridas
para este fin, resultando mucho mas viable y econdmica (en tiempo y dinero) la desinfeccion
guimica. Sin embargo, cabe mencionar que el ITCR, en colaboracion con la OIEA, se encuentra
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realizando esfuerzos para la instalacion de facilidades de irradiacion comercial y cientifica en
Costa Rica, lo que podria solventar esta y otras necesidades del sector publico a mediano y
largo plazo.

Enrelacion con los métodos de conservacion, los resultados obtenidos en este trabajo mostraron
una mejor preservacion de la arquitectura del tejido en las muestras de piel glicerolada (85%)
mantenida en refrigeracion (4 °C), incluso después de casi 6 meses de almacenamiento. No
obstante, se ha demostrado que los métodos actualmente preferidos a nivel internacional para la
conservacion de la piel (refrigeracion a 4 °C y criopreservacion) no previenen la reduccion en la
viabilidad celular (Hautier et al., 2008). Al respecto, se ha mostrado que, en el almacenamiento
en refrigeracion, la capacidad de crecimiento de los fibroblastos y queratinocitos decrece
desde el sétimo dia de almacenamiento, y se pierde casi completamente en los queratinocitos
y totalmente en los fibroblastos hacia el dia 35 (Hautier et al., 2008). Otros autores (De et al.,
2008) han reportado que, en la criopreservacion (-70 °C) de piel cadavérica tratada con glicerol
al 15%, el tejido puede mantener la viabilidad hasta por un mes de almacenamiento, mientras
que la piel refrigerada al 4 °C en PBS (sin glicerol) pierde por completo su viabilidad a las 2
semanas.

Debido a la cualidad temporal de los aloinjertos de piel, el mantenimiento de la viabilidad del
tejido es también un aspecto controversial. Esto se debe a que la viabilidad y la integridad
estructural son clave para la toma del injerto y la vascularizacion (Hautier et al., 2008 y Kagan
et al., 2005); ademas, los aloinjertos de piel también pueden proveer factores de crecimiento
a la herida (Hautier et al., 2008). Sin embargo, tal como se menciond anteriormente, es dificil
mantener suplementos continuos y abundantes de piel fresca por mas de dos semanas (De et
al., 2008). Debido a ello, aunque la piel criopreservada presenta menor viabilidad que la piel
fresca, la practica estandar para los bancos de piel implica su criopreservacion. Para ello, el
tejido debe ser tratado con crioprotectores y luego ser enfriado paulatinamente, hasta alcanzar
los -70 °C a -100 °C, conservando hasta un 85% de su viabilidad. La piel almacenada en
congeladores (-70 °C a -100 °C) puede mantenerse por 3 a 6 meses, mientras que los tejidos
almacenados en nitrégeno liquido (-150 °C a -196 °C) pueden mantenerse viables hasta por 10
afios (Kagan et al., 2005). En el caso de este trabajo, la piel conservada en altas concentraciones
de glicerol (85%) a 4 °C mostrdé mejor mantenimiento de la arquitectura histolégica que la piel
criopreservada, incluso luego de 5 meses de almacenamiento. Sin embargo, no se realizé un
analisis de la viabilidad del tejido.

Por otro lado, los agentes crioprotectores son sustancias que protegen al tejido del dafio
mecanico que puede causar la congelacion. Los dos crioprotectores mas utilizados para la
criopreservacion de piel son el glicerol (usualmente al 15%) y el DMSO. De éstos, el glicerol es
el agente preferido, debido a que no es toxico como el DMSO y a que penetra en los tejidos
lentamente. Sin embargo, a concentraciones mayores al 15%, el glicerol destruye la viabilidad
del tejido (De et al., 2008). Esto sugiere la ausencia total de viabilidad en la piel conservada
en glicerol al 85% en este estudio, a pesar de haber mostrado la mejor preservacion de la
estructura tisular.

La piel, o mas especificamente, su matriz extracelular, también puede utilizarse como una
cobertura biolégica acelular no viable (De et al., 2008 y Richters et al., 2008), con el fin de evitar
la deshidratacion y la pérdida de calor. Asi, por ejemplo, la preservacion del tejido en glicerol al
85% es un método econdmico que resulta en piel acelular pero con su estructura tridimensional
intacta, con las fibras de colageno y elastina bien preservadas. Esta matriz acelular funciona
como una matriz de soporte que puede ser utilizada como cobertura temporal para el
tratamiento de lesiones en la piel. Los fibroblastos y los vasos capilares del receptor pueden
migrar y colonizar el tejido injertado, integrandolo a la dermis propia. Ademas, con el tiempo, el
colageno del tejido injertado es reemplazado por colageno propio (Richters et al., 2008).
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Cabe mencionar que, debido a las dificultadas para trabajar con piel cadavérica humana,
especialmente debido a su gran valor clinico, en este trabajo se empled piel animal proveniente
de un cerdo doméstico para alimentacion. Histolégicamente, se puede observar que el tejido
empleado es muy similar a la piel humana; ademas, se debe considerar que l0s xenoinjertos
(cuando el donante es de una especie distinta a la del receptor) también se pueden usar como
sustitutos dérmicos en humanos (Richters et al., 2008).

Consideraciones finales

A diferencia de la donacion y trasplante de 6rganos, lamentablemente la donacion de tejidos ha
recibido poca atencion del publico, por lo que la disponibilidad de piel humana para trasplante
sigue siendo limitada a nivel internacional (Kagan et al, 2005). Sin embargo, segun se ha
divulgado en la prensa nacional en Costa Rica, para marzo de 2013, el Banco Nacional de
Tejidos del Hospital Nacional de Nifios (Costa Rica) habia recibido donaciones de 36 donantes
cadavéricos, con lo cual se han tratado 30 pacientes desde junio de 2010. Ademas, para 2013
este Banco contaba con aproximadamente 14 000 cm? de piel cadavérica almacenada, lo cual
podria cubrir la necesidad de trasplantes durante ese afio (La Prensa Libre, 2013).

Por otro lado, en Costa Rica, el Banco Nacional de Tejidos del Hospital Nacional de Nifios y
el Banco de Ojos, ambos de la Caja Costarricense del Seguro Social, son los unicos entes
que actualmente almacenan tejidos para trasplantes en el pais. El Banco Nacional de Tejidos
almacena mayoritariamente piel cadavérica, mientras que el Banco de Ojos se dedica
principalmente al almacenamiento de cérneas. Esto implica que no existen en el pais bancos
que almacenen otros tejidos de gran demanda, como o son el hueso vy el cartilago, por lo que
deben ser importados o extraidos de emergencia de forma usualmente autéloga en el momento
en que se requieren, lo cual evidencia la necesidad de ampliar los programas de bancos de
tejidos. Ademas, cabe mencionar que en el pais es muy limitada la informacion global respecto
a la cantidad, localizacion, tipo e histocompatibilidad de los tejidos almacenados. Instituciones
de investigacion y formacion de recurso humano como el ITCR pueden contribuir al desarrollo
de protocolos, técnicas y herramientas tecnolégicas que solventen estas necesidades y
trasladarlas a los profesionales en salud, que finalmente pueden hacer accesibles todos estos
aspectos ventajosos a los pacientes para mejorar su calidad de vida.

Finalmente, se debe considerar que los aloinjertos proveen Unicamente una cobertura temporal,
preparando la zona receptora para una cobertura permanente de piel autdloga (De et al.,
2008). En este sentido, el uso de autoinjertos epidérmicos cultivados in vitro, una estrategia
desarrollada y aplicada clinicamente a nivel internacional desde la década de 1980, se postula
como una alternativa eficiente para mejorar la recuperacion de los pacientes con lesiones en
la piel. Se ha demostrado que estos equivalentes epidérmicos permiten la reepitelizacion de
la epidermis e incluso de la piel completa (Brychta et al., 2002). Al respecto, el ITCR cuenta
con un laboratorio especializado para la elaboracion de laminas de piel reconstruida mediante
ingenieria de tejidos, la cual se ha utilizado para el tratamiento exitoso de pacientes con
diversas lesiones en la piel (datos no publicados).
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