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por lo que se recomienda repetir estas pruebas utilizando la dosis de esterilización internacional 
estándar adoptada por la OIEA (25 kGy) para la esterilización de productos médicos, la cual 
provee un nivel de aseguramiento de la esterilidad (SAL, por sus siglas en inglés) de 10-6 (Lobo 
Gajuwala, 2003). Sin embargo, esta dosis de irradiación no es alcanzable con el equipo de 
rayos X disponible en el ITCR, ya que está equipado con una fuente de baja intensidad.

Inmersión en alcohol 70% y acetona. Este ensayo de esterilización fue efectivo para reducir 
significativamente la carga microbiana. No se observaron contaminantes fúngicos en la primera 
semana de evaluación de los controles microbiológicos; sin embargo, todas las muestras 
incubadas en agar papa dextrosa mostraron contaminantes a las 2 semanas de incubación. 
Además, estas muestras también fueron evaluadas mediante incubación en caldo tioglicolato, 
y no se encontró turbidez luego de una semana de incubación a 37 ºC. 

Alteraciones físico-químicas de las membranas ante los diferentes métodos de esterilización. 
En las membranas de 100% colágeno y 100% quitosano, conforme aumentó el tiempo de 
exposición a los antibióticos, ocurrió mayor alteración química de las membranas (figura 2). Los 
otros tratamientos evaluados también causaron alteraciones, principalmente el óxido de etileno.

Figura 2. Espectro infrarrojo (derecha) de colágeno obtenido de piel de tilapia (Oreochromis niloticus) y quitosano 
obtenido de cáscara de camarón (Heterocarpus vicarius). Se muestra el % de tramitancia vs. la banda de absorción 
(cm-1). A la izquierda, se muestra una membrana de quitosano 100% y una membrna de colágeno 100% sometidas 
a diversos procesos de esterilización. Los resultados para el quitosano en antibióticos y antimicóticos (AB/AM) y 

para el colágeno con los otros tratamientos fueron (UV: irradiación ultravioleta, DMEM: control no tratado y mantenido 
en medio de cultivo, OE: óxido de etileno) muy similares y no se muestran. Fuente: Laboratorio de Polímeros, UNA.
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Los resultados de espectrometría infrarroja fueron similares en las matrices compuestas por 
6:4 colágeno-quitosano y 4:6 colágeno-quitosano (datos no mostrados); no obstante, estas 
modificaciones fueron menos drásticas en comparación con la membrana 100% colágeno. 
Lo anterior también se reflejó en los análisis de las matrices 8:2 colágeno-quitosano, lo cual 
confirma que estos dos polímeros mezclados en las diferentes proporciones presentan mayor 
estabilidad que de forma individual (figura 3). Además, se observó que a mayor proporción de 
colágeno y menor cantidad de quitosano, ocurrieron menores variaciones (Fig. 4). Lo anterior 
sugiere que la estabilidad química de las membranas evaluadas durante su esterilización y 
en condiciones de almacenamiento fue directamente proporcional a la cantidad de colágeno 
presente en la membrana.

Figura 3. Comparación espectroscópica infrarroja (FITR) para una película de 8:2 colágeno-quitosano (C:Q), 
sometida a diversos procesos de esterilización, mostrados en diferentes colores. Se muestra el % de tramitancia vs. 
la banda de absorción (cm-1).  Fuente: Laboratorio de Polímeros, UNA. UV: irradiación ultravioleta, DMEM: control no 

tratado y mantenido en medio de cultivo, OE: óxido de etileno.

Evaluación de las matrices poliméricas como soporte para el crecimiento de células dérmicas. 
Luego de un periodo de 24-36 horas de incubación en condiciones de cultivo celular, se observó 
que las matrices 100% colágeno se disolvieron por completo en el medio de cultivo para 
fibroblastos. Por lo tanto, en estas nuevas condiciones se observó una relación proporcional 
entre la cantidad de quitosano presente y la estabilidad estructural de la membrana. Por 
ejemplo, las membranas 8:2 colágeno:quitosano se rompieron en trozos y presentaron desgarres 
luego de una semana bajo las condiciones de cultivo celular. Por otro lado, al ser colocadas 
en una solución acuosa, las matrices presentaron la tendencia a hidratarse, a plegarse sobre 
sí mismas, flotar y contraerse. Esto dificultó la inoculación de células de manera homogénea 
sobre las matrices y la observación al microscopio para el seguimiento del crecimiento celular 
sobre las membranas. Sin embargo, con el uso de los aros metálicos tipo prensa, esta situación 
mejoró y permitió la adhesión y proliferación de los fibroblastos en las membranas 6:4, 4:6 y 
2:8 colágeno:quitosano, de tal forma que los fibroblastos crecieron de manera normal sobre la 
membrana, lo que indica que las matrices y los aros no tuvieron efectos citotóxicos observables 
sobre las células (figura 5). Esto concuerda con experimentos reportados por otros autores que 
han utilizado andamios de quitosano recubiertos con colágeno, en los que el quitosano provee 
el soporte estructural y el colágeno favorece la adhesión celular (Chen et al., 2009).
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Figura 4. Comparación espectroscópica infrarroja (FITR) membranas de 6:4, 4:6 y 2:8 colágeno:quitosano (C:Q), 
sometidas a diversos tiempos de esterilización (16, 24 y 48 h) ante una solución de antibióticos y antimicóticos. Se 

muestra el % de tramitancia vs. la banda de absorción (cm-1). Fuente: Laboratorio de Polímeros, UNA.

Figura 5. Membranas de 6:4, 4:6 y 2:8 colágeno:quitosano inoculadas con fibroblastos 3T3 (100x) teñidos con MTT 
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luego de 48 horas de incubación. El MTT tiñe de color morado únicamente las células metabólicamente viables.

Conclusiones
Los métodos de esterilización utilizados no resultan por completo satisfactorios desde una 
perspectiva de costo-efectividad. Los ensayos realizados para evaluar la adhesión de 
fibroblastos a los andamios de colágeno y quitosano indicaron que las células requieren 
soportes con cierta tensión para que no se vean afectados aspectos de su fisiología como la 
organización del citoesqueleto. No obstante, bajo las condiciones evaluadas, se observó que 
la presencia de las membranas no interfiere con el crecimiento y la proliferación celular, lo cual 
sugiere que las membranas no son citotóxicas. Por otro lado, la proporción colágeno:quitosano 
es un factor importante a considerar en la preparación de estos apósitos, puesto que influye 
tanto en la estabilidad de la membrana como en la adhesión celular. Además, es imperativo 
estandarizar el protocolo de esterilización y optimizar el mecanismo de sujeción adecuado para 
la tensión de las matrices.
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Resumen 
En el presente trabajo se reproducen y analizan algunas de las técnicas más comunes a nivel 
internacional para el manejo de piel cadavérica para bancos de tejidos. Para ello, se llevó a 
cabo la ablación, el procesamiento, la desinfección y el almacenamiento de piel utilizando un 
modelo animal (cerdo, Sus scrofa domesticus). Para verificar la calidad microbiológica del 
tejido se compararon dos diferentes métodos de desinfección (antibióticos y desinfección 
química con cloro). Además, se evaluó el efecto de dos tratamientos para el almacenamiento 
y conservación de la piel: inmersión en glicerol a bajas temperaturas (4 °C) y criopreservación 
(-70 °C). Finalmente, se analizó un método de esterilización utilizando irradiación con haz de 
electrones (25 kGy). La estructura general del tejido se analizó mediante tinciones histológicas. 
Los resultados demostraron la esterilización completa de las muestras, tanto de los tejidos 
irradiados como en la piel glicerolada desinfectada químicamente (solución de Dakins). Por 
otro lado, la comparación histológica de las muestras reveló que el tejido glicerolado fue el que 
mostró la mejor calidad en términos estructurales.

Keywords
Electron beam irradiation; Dakins solution; glycerol; cryopreservation.

Abstract
Here we report how we reproduced and analyzed the most common international techniques 
for managing skin for Tissue Banking. Skin ablation, processing, disinfection and storage 
were performed using an animal model (domestic pig, Sus scrofa domesticus). Two different 
disinfection methods were compared (antibiotics and chemical disinfection with chlorine) by 
evaluating the microbiology profile of the tissue. Also, two different storage and preservation 
treatments were compared: glycerol immersion at low temperatures (4°C) and cryopreservation 
(-70°C). Finally, we analyzed the sterilization of the tissue by electron beam irradiation (25 kGy). 
General structural changes in the tissue were analyzed by histological staining. Our results show 
that complete sterilization of the samples was achieved in both the irradiated tissue and in the 
chemically disinfected glycerolated skin (Dakins solution). Histological comparison between 
treatments revealed that samples kept in glycerol showed the best structural quality.
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Introducción
Un banco de tejidos es una entidad que provee servicios relacionados con la conservación y 
distribución de células y/o tejidos provenientes de donantes vivos o fallecidos, para utilizarlos 
con fines terapéuticos y/o de investigación. Las actividades de un banco de tejidos incluyen 
tanto los estudios de viabilidad de los tejidos a partir de los donantes como su obtención, 
procesamiento, almacenamiento y distribución (Suso Vergara y Segur Vilalta, 2009). Además, 
puede actuar como una entidad centralizada para la estandarización y supervisión de protocolos 
para el procesamiento y almacenamiento de las muestras, y también fungir como un mediador 
honesto en la protección de la confidencialidad de donantes y receptores (Pollack, 2011). Su 
principal objetivo es garantizar la calidad de los tejidos y procedimientos de confidencialidad 
desde el momento de su obtención hasta el trasplante (Suso Vergara y Segur Vilalta, 2009).

Se define como aloinjerto al injerto en el cual el donante y el receptor son individuos de la misma 
especie (Suso Vergara y Segur Vilalta, 2009). El uso de aloinjertos de piel en pacientes humanos 
fue reportado por primera vez en la medicina moderna a finales del siglo XIX. Sin embargo, el 
desarrollo de estrategias para la conservación de este tejido ocurrió hasta inicios del siglo XX, y 
no fue hasta la década de 1950 que se establecieron formalmente los primeros bancos de piel 
(Kagan, Robb y Plessinger, 2005). Desde entonces, el uso de aloinjertos de piel humana como 
apósitos biológicos es considerado el tratamiento ideal para la cobertura temporal de lesiones 
extensas en la piel (Kagan et al., 2005) o cuando no se dispone de suficiente tejido para el 
autoinjerto (Hautier et al., 2008). 

Aparte de proveer a la lesión de una cobertura, reduciendo la deshidratación y la pérdida de 
fluidos y de calor (Hautier et al., 2008 y Kagan et al., 2005), diversos estudios han descrito 
las propiedades curativas de los aloinjertos de piel, incluyendo la reducción de infecciones 
bacterianas y del dolor, así como la estimulación de vascularización y una mejor recuperación 
(Kagan et al., 2005). Sin embargo, debido a la fuerte antigenicidad y recambio normal de la 
epidermis, los aloinjertos suelen ser rechazados por el receptor a las 2 o 3 semanas (Hautier 
et al., 2008). Por ello, y a pesar de los beneficios y propiedades curativas de los aloinjertos de 
piel, se debe considerar que se trata únicamente de una cobertura temporal, que prepara la 
zona receptora para una cobertura permanente (Kagan et al., 2005). 

Para la posterior utilización del tejido, es necesario garantizar su adecuada conservación. A 
nivel internacional, se han establecido diversos protocolos que incluyen (de forma general) la 
conservación a corto plazo del tejido “fresco” (piel refrigerada a 4 °C), y la criopreservación y 
liofilización para el almacenamiento a largo plazo (Hautier et al., 2008 y Kagan et al., 2005). La 
refrigeración del tejido sumergido en soluciones nutritivas (medios de cultivo) permite mantener 
su viabilidad por un tiempo limitado (De, Mathur & Gore, 2008). Sin embargo, debido a la 
dificultad de mantener suplementos continuos y abundantes de piel fresca, la práctica estándar 
para los bancos de piel implica su criopreservación (Kagan et al., 2005). 

Por otro lado, debido a la naturaleza de su aplicación clínica, un paso crítico en el procedimiento 
implica la adecuada desinfección y/o esterilización del tejido. Al respecto, mientras que algunos 
autores toleran la presencia de bajos niveles de contaminación microbiana (<103 organismos/g 
de tejido), algunas agencias exigen que el tejido se encuentre totalmente estéril para su 
utilización (Kagan et al., 2005).

El objetivo del presente trabajo fue comparar diferentes procesos de manejo de piel cadavérica 
según los protocolos internacionales de los bancos de tejidos, con el fin de ofrecer un criterio 
técnico respecto a las técnicas disponibles en el país.
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Materiales y métodos
La metodología empleada para el procesamiento y conservación de la piel en este trabajo se 
basó en los protocolos del Centro Comunitario de Sangre y Tejidos del Principado de Asturias 
(Oviedo, España), siguiendo procedimientos internacionales estándar para bancos de piel, los 
cuales se pueden consultar de forma resumida en el trabajo de Kagan y colaboradores (2005).

Toma y desinfección de muestras
Las muestras de piel se obtuvieron a partir de un cadáver de cerdo (Sus scrofa domesticus) 
eviscerado de aproximadamente 8 meses de edad, con una masa de ≈120 kg, adquirido a 
un productor local. La ablación de la piel se realizó dentro de las primeras 12 horas luego del 
fallecimiento del animal, en un área limpia. Para ello, las zonas de interés (lomo y abdomen) 
fueron rasuradas y luego refregadas con un jabón antibacterial comercial (Prolimza), utilizando 
gasa estéril. El jabón fue lavado con agua destilada estéril y suero fisiológico. Seguidamente, la 
piel se desinfectó con iodo povidona y etanol 70% (v/v). Finalmente, fue lubricada con glicerol 
puro. El tejido fue ablacionado utilizando un dermatomo eléctrico (Padgett Instruments), en 
láminas de 0,03 a 0,045 cm de grosor. Todas las muestras se colocaron inmediatamente en un 
medio de recogida DMEM con glucosa 4,5 g/L (GIBCO, Invitrogen), suplementado con suero 
fetal bovino al 10% (GIBCO), 3,7% NaHCO3, 2% antibióticos (10 000 I.U. mL-1 penicilina y 10 
000 µg/mL estreptomicina; GIBCO) y 0,5% de un antimicótico (anfotericina 25 µg/mL), donde 
permanecieron por 24 horas a 4 ºC (desinfección con antibióticos). Inmediatamente después 
de la desinfección con antibióticos, una parte de cada fragmento de piel fue desinfectada 
químicamente por inmersión (3 minutos) en solución de Dakins (0,25% NaClO) en agitación 
continua.

Procesamiento del tejido
Inmediatamente después de su desinfección, y trabajando en condiciones asépticas empleando 
una cámara de flujo laminar de bioseguridad tipo II (ESCO), todas las muestras se sometieron 
a tres lavados consecutivos con suero fisiológico. El tejido se cortó en rectángulos de 5 x 10 
cm y los excedentes de piel se usaron para el control microbiológico del ensayo, descrito 
más adelante. La metodología empleada para este trabajo se resume en la figura 1, en la que 
también se señalan los puntos de muestreo para los análisis histológicos y microbiológicos.

Criopreservación
Seis de las muestras tratadas únicamente con antibióticos y tres de las muestras tratadas 
también con desinfección química fueron preparadas en una disposición tipo “sándwich” 
para su criopreservación. Para ello, se colocó una muestra de piel cortada entre dos gasas 
vaselinadas, sobre la cual se dispuso otra muestra de piel y finalmente otra gasa vaselinada. 
Esta disposición se dobló sobre sí misma en un doblez tipo carta y se colocó en bolsas plásticas 
metalizadas P600 (Quimifarma) de 13 x 21,5 cm con 15-30 ml (hasta cubrir por completo) 
de solución criopreservante (DMEM con glucosa 4,5 g/L, suplementado con 20% suero fetal 
bovino y 10% glicerol). Las bolsas fueron selladas herméticamente con un sellador térmico para 
plásticos. Para congelar el tejido, se realizó un método de descenso controlado de temperatura 
rápido y sencillo, colocando las bolsas a 0 °C durante 20 minutos, seguido por 2 horas de 
incubación a -20 °C y almacenamiento a -70 °C. El tejido se mantuvo criopreservado a esta 
temperatura durante 5,5 meses.
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Figura 1 Resumen de la metodología empleada en este estudio. Luego de la ablación, la piel fue lavada con suero 
fisiológico y desinfectada mediante dos métodos. El tejido fue almacenado por 5,5 meses en criopreservación 

o en conservación en glicerol en refrigeración. Además, algunas muestras del tejido fueron tratadas con 
irradiación con haz de electrones (25 kGy). Los asteriscos (*) marcan los puntos de muestreo de tejido para el 

análisis microbiológico. Para el análisis histológico, se tomaron muestras de piel desinfectada con antibióticos y 
criopreservada (b); piel desinfectada con antibióticos y conservada en glicerol a 4°C (c); piel desinfectada con 

antibióticos, irradiada (25 KGy) y criopreservada (d);  piel desinfectada con antibióticos y con solución de Dakins y 
criopreservada (e); y piel desinfectada con antibióticos y con solución de Dakins y conservada en glicerol a 4°C (f).

Conservación en glicerol
Seis de las muestras tratadas únicamente con antibióticos y tres de las muestras tratadas 
también con desinfección química fueron conservadas en glicerol a bajas temperaturas (4 
°C). Para ello, el tejido ya cortado se incubó sumergido en glicerol 70% a 33 °C durante 3 
horas, seguido por otras 3 horas de incubación a la misma temperatura en glicerol al 85%. 
La piel se mantuvo durante 3 semanas en esta solución a 4 °C, tras lo cual el tejido se 
empacó en la misma disposición tipo “sándwich” descrita anteriormente. Tres de las muestras 
desinfectadas únicamente con antibióticos y gliceroladas mediante este protocolo fueron 
además criopreservadas en bolsas metalizadas selladas, pero empleando glicerol al 85% en 
lugar de solución criopreservante. El resto del tejido se almacenó a 4 °C sumergido en glicerol 
al 85% en bolsas metalizadas selladas o en frascos de plástico estériles con tapa de rosca.

Esterilización por irradiación con haz de electrones
Del tejido desinfectado únicamente con antibióticos, se esterilizaron por irradiación con haz de 
electrones (25 kGy) tres de las muestras criopreservadas con glicerol al 10%. La irradiación se 
realizó por contrato en la empresa Synergy Health (Alajuela, Costa Rica).

Análisis microbiológico
Los excedentes de piel obtenidos del tejido lavado con suero fisiológico (tres muestras 
procedentes de la desinfección con antibióticos y tres muestras de la desinfección química) 
fueron utilizados para realizar controles microbiológicos en agar Sabouraud (AS; OXOID), agar 
papa dextrosa (APD; OXOID) y tioglicolato (SIGMA). El tejido fue incubado sobre el medio de 
cultivo (en los medios semisólidos) o por inmersión (en tioglicolato) a 37 °C durante 5 días. Estos 
análisis se realizaron con tres muestras de piel después de cada tratamiento de desinfección. 
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Además, se realizó un análisis microbiológico postalmacenamiento (a los 5,5 meses), en el 
que se incluyeron controles en agar de recuento estándar (ARE, OXOID); sin embargo, no se 
realizaron controles en AS postalmacenamiento. En todos los medios semisólidos, la incubación 
del tejido se realizó tanto por muestreo directo (colocando un trozo de tejido sobre el medio) 
como por la técnica de vaciado (utilizando pequeños fragmentos del tejido disueltos en 1 
ml de solución salina). En AS, APD y ARE, se tomó como resultado positivo (contaminación) 
la presencia de cualquier tipo de crecimiento microbiano, mientras que en el tioglicolato se 
tomó como resultado positivo (contaminación) la aparición de turbidez. No se cuantificó ni se 
identificó la carga microbiana.

Análisis histológico
El efecto de las desinfecciones y/o del método de conservación sobre la estructura general del 
tejido se evaluó en tres muestras de piel de cada tratamiento (postalmacenamiento), fijadas 
con paraformaldehído 3,5%, y teñidas con hematoloxina-eosina, tinción tricrómica de Gomori, 
tinción para fibras reticulares y tinción con orceína, a partir de cortes histológicos parafinados. 
La preparación del tejido y las tinciones se hicieron por contrato en el Departamento de 
Anatomía de la Escuela de Medicina de la Universidad de Costa Rica. Los cortes histológicos 
teñidos se observaron en un microscopio Motic BA400, con una cámara digital Motic 300. Las 
imágenes no fueron modificadas, excepto para mejorar el brillo y/o el contraste.

Resultados

Análisis microbiológico
En los muestreos realizados de forma previa a la conservación del tejido, se demostró 
presencia de microorganismos tanto en la piel desinfectada con antibióticos y químicamente 
(con solución de Dakins) como en la piel tratada únicamente con antibióticos. Sin embargo, 
para la desinfección química, la contaminación se observó únicamente en el muestreo directo 
en medios semisólidos (AS y APD), mientras que en la desinfección con antibióticos se 
observó solo en la zona anaerobia del tioglicolato. Por otro lado, en los controles realizados 
postalmacenamiento, se encontró contaminación microbiana (AS, ARE y tioglicolato positivos) 
en todas las muestras que fueron criopreservadas a -70 °C con glicerol al 10%, sin importar 
el método de desinfección inicial, excepto en las muestras irradiadas. Además, también se 
encontró contaminación microbiana (tioglicolato positivo) en la piel desinfectada únicamente 
con antibióticos y almacenada a 4 °C con glicerol al 85%. Por su parte, todas las muestras 
que fueron irradiadas, así como el tejido desinfectado químicamente y almacenado a 4 °C con 
glicerol, no mostraron crecimiento microbiano en ningún control.

Histología

Epidermis
En todos los casos, la epidermis mostró conservación del patrón celular usual, con leve erosión 
en algunas áreas de los estratos superficiales. Esto se observó en la tinción con hematoxilina-
eosina (figura 2), en la cual los ácidos nucleicos se tiñen de color azul, mientras que las proteínas 
se tiñen de color rojo a naranja (Cardiff, Miller y Munn, 2014). Esta tinción mostró una mejor 
conservación estructural de la epidermis en las muestras de piel tratadas con glicerol al 85% y 
almacenadas a 4 °C, incluyendo en la piel tratada con desinfección química, específicamente 
en términos de la conservación de los núcleos, muchos de los cuales se observan vacíos en 
las muestras criopreservadas. 
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Figura 2. Tinción con hematoxilina-eosina de la dermis y la epidermis de piel cadavérica (Sus scrofa domesticus) 
procesada para su desinfección y almacenamiento. A, piel desinfectada con antibióticos (penicilina, estreptomicina 

y anfotericina) y criopreservada (-70ºC, 5,5 meses); B, piel desinfectada con antibióticos, irradiada (25 KGy) y 
criopreservada; C, piel desinfectada con antibióticos y conservada en glicerol (85%, 4°C, 5,5 meses); D, piel 

desinfectada con antibióticos y con solución de Dakins (0.25% NaClO, 3 min) y conservada en glicerol (85%, 4°C); 
D, piel desinfectada con antibióticos y con solución de Dakins y criopreservada (-70 ºC). Se muestra la mejor de tres 

réplicas (40x).
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