Tecnologia en Marcha. Vol. 37, especial. Noviembre, 2024 ‘
30 Aniversario del Centro de Investigacion en Biotecnologia M 215

Procesamiento y esterilizacion de
tejido 6seo para su uso terapéutico:
bases preclinicas desde una
universidad tecnolégica

Bone tissue processing and sterilization
for therapeutic use: preclinical experiments
from a technological university

Carolina Centeno-Cerdas’, Fabian Somarribas-Brenes?,
Walter Vargas-Segura®, Montserrat Jarquin-Cordero?,

Andrea Ulloa-Fernandez®, Laura A. Calvo-Castro®
]

Centeno-Cerdas, C; Somarribas-Brenes, F; Vargas-Segura,
W; Jarquin-Cordero, M; Ulloa-Fernandez, A; Calvo-Castro,
L.A. Procesamiento y esterilizaciéon de tejido 6seo para su
uso terapéutico: bases preclinicas desde una universidad
tecnologica. Tecnologia en Marcha. Vol. 37, N° especial. 30
Aniversario del Centro de Investigacion en Biotecnologia. No-
viembre, 2024. P4g. 215-228.

d-}) https://doi.org/10.18845/tm.v37i9.7625

1 Centro de Investigacion en Biotecnologia, Escuela de Biologia, Instituto Tecno-
l6gico de Costa Rica. Costa Rica.
ccenteno@itcr.ac.cr
https://orcid.org/0000-0003-4600-8887
2 Escuela de Biologia, Instituto Tecnoldgico de Costa Rica. Costa Rica.
© somarribas.bio@gmail.com
https://orcid.org/0009-0000-7899-4429
3 Escuela de Fisica. Instituto Tecnolégico de Costa Rica. Costa Rica.
© walvargas@itcr.ac.cr
https://orcid.org/0000-0003-2434-1945
4 Centro de Investigacion en Biotecnologia, Escuela de Biologia, Instituto Tecno-
l6gico de Costa Rica. Costa Rica.
© mocordero@itcr.ac.cr
https://orcid.org/0000-0001-7926-7290
5 Centro de Investigacion en Biotecnologia, Escuela de Biologia, Instituto Tecno-
l6gico de Costa Rica. Costa Rica.
© andreguf@gmail.com
https://orcid.org/0000-0002-3071-9564
6 Centro de Investigacion en Biotecnologia, Escuela de Biologia, Instituto Tecno-
l6gico de Costa Rica. Costa Rica.
© ancalvo@itcr.ac.cr
https://orcid.org/0000-0001-5101-9105



https://doi.org/10.18845/tm.v37i9.7625 
mailto:ccenteno@itcr.ac.cr
https://orcid.org/0000-0003-4600-8887
mailto:somarribas.bio@gmail.com
https://orcid.org/0009-0000-7899-4429
mailto:walvargas@itcr.ac.cr
https://orcid.org/0000-0003-2434-1945
mailto:mocordero@itcr.ac.cr
https://orcid.org/0000-0001-7926-7290
mailto:andreguf@gmail.com
https://orcid.org/0000-0002-3071-9564
mailto:ancalvo@itcr.ac.cr
https://orcid.org/0000-0001-5101-9105

‘ Tecnologia en Marcha. Vol. 37, especial. Noviembre, 2024
216 M 30 Aniversario del Centro de Investigacion en Biotecnologia

Palabras clave
Hueso; irradiacion gamma; banco de tejidos; perdxido de hidrégeno.

Resumen

Entre los métodos méas utilizados de esterilizacion de hueso se encuentra la irradiacion gamma.
La dosis considerada estandar para alcanzar la esterilidad es de 25 kGy. Los estandares
internacionales recomiendan la validacion de los procedimientos a nivel local, de forma que
sean factibles con el personal y las capacidades técnicas del pals. En este estudio, se trataron
muestras de tejido dseo porcino mediante desinfeccion quimica y esterilizacion con irradiacion
gamma, reduciendo la carga microbiana a niveles no detectables, sin afectar de manera
significativa las propiedades deseables de la matriz tisular, o cual se comprobd mediante
caracterizacion de proteinas como el colageno y proteinas morfogenéticas ¢seas (BMPs) y
microscopia electronica de barrido. Esta investigacion demuestra la capacidad del Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica de contribuir con la formacion de profesionales y de acceso a
equipo especializado que permiten el fortalecimiento de los bancos de tejidos en el pais, y con
ello continuar contribuyendo al desarrollo de nuevas estrategias tecnoldgicas que aporten a la
salud humana.
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Abstract

Gamma irradiation is among the most widely used methods of bone sterilization. The usual
standard dose for achieving sterilization is 25 kGy. Although there are international standards for
the main procedures, the general recommendation is to validate them at the local level, so that
they are feasible with the personnel and technical capacities of the country. In this study, porcine
bone tissue samples were treated by chemical disinfection and by sterilization with gamma
irradiation, reducing the microbial load to non-detectable levels, without significantly affecting
the desirable properties of the tissue matrix, which was verified by protein characterization of
collagen and bone morphogenetic proteins (BMPs) and by scanning electron microscopy. This
research demonstrates the ability of Costa Rica Institute of Technology (ITCR) to contribute to
the training of professionals and to provide access to specialized equipment, which allows the
strengthening of tissue banks in the country, and thereby contributing to the development of new
technological strategies for human health.

Introduccién

El aumento en la expectativa de vida, el concomitante incremento de las enfermedades cronico-
degenerativas, y las actividades que llevan a lesiones extensas y traumas, hacen que la demanda
de aloinjertos con fines terapéuticos se proyecte como una tendencia en franco crecimiento.
Anualmente se realizan en el mundo mas de 2.5 millones de trasplantes de tejidos procedentes
de 58.000 donantes, y so6lo en 2020 se trasplantaron 129.681 6rganos [1]. Este escenario lleva
a priorizar el disefio de estrategias exitosas capaces de fortalecer las actividades de donacion
y recuperacion de multiples tejidos y érganos en las instituciones especializadas para ello.

Los bancos de tejidos son instalaciones donde se recuperan, procesan, almacenan y distribuyen
tejidos para que se apliquen a pacientes que requieren el reemplazo de grandes areas de tejido,
lo cual también implica el desarrollo paralelo de procesos médicos y tecnolégicos relacionados,
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asi como de su regulacion y homogenizacion internacional [1], [2]. El uso de estandares
internacionales permite garantizar la seguridad y eficacia de los aloinjertos y xenoinjertos
[3], [4], y fortalece la colaboracion cientifica y promocion de las donaciones. Los bancos de
tejidos no solo proporcionan material biolégico para trasplantes, sino que también favorecen
el desarrollo de técnicas quirdrgicas, y habilitan nuevos usos de los injertos, contribuyendo a
atender la creciente necesidad de tejidos [5], [6] y repercuten favorablemente en la calidad de
la atencion sanitaria. En Costa Rica existen varios bancos de tejidos para trasplante, incluyendo
el Banco de Cdérneas y el Banco Nacional de Sangre, ambos de la Caja Costarricense de Seguro
Social; el banco de tejidos perteneciente al Hospital Nacional de Nifios; y el Banco de Tejidos
del Servicio Quirurgico del Hospital del Trauma del Instituto Nacional de Seguros de Costa Rica.

El tejido 6seo constituye uno de los tejidos humanos de trasplante mas frecuente [7]. En el
pasado, la principal fuente de obtencion de hueso era el mismo paciente mediante el uso de
autoinjertos [8]. Con el avance de las técnicas de procesamiento se posibilitd el uso de donante
cadavérico y remocion de miembros por amputacion o procedimientos reconstructivos, lo que
conlleva a un aumento en la disponibilidad de aloinjertos disponibles para la reconstruccion de
tejidos dafados por traumas ortopédicos, tumores, artroplastias, u otras causas vy, en todos los
casos, convirtiéndose en un importante recurso médico al mejorar la calidad o incluso salvar la
vida de los receptores [8], [9].

Para una adecuada distribucion y disponibilidad de tejidos, la esterilidad y la conservacion
de su composicion son aspectos vitales para tomar en cuenta en la gestion de un banco de
tejidos [10]. El riesgo de contaminacion es innegable y puede ser causa de infeccion, rechazo,
0 incluso muerte del receptor [7], [9]. La contaminacién puede venir del donante, de los
procedimientos relacionados a la procuracion, procesamiento, almacenamiento, transporte y
empaque del tejido, o incluso del mismo procedimiento de implantacion [11]. Debido a esto, es
de suma importancia aplicar las condiciones asépticas mas estrictas en cada una de las etapas
del proceso, asi como optimizar los protocolos necesarios para la desinfeccion y esterilizacion
del tejido para asegurar la bioseguridad en términos de carga microbiana y de propiedades
fisicas y biolégicas, para asi garantizar el éxito del trasplante [7].

La seleccion del método de esterilizacion mas adecuado depende de la naturaleza y del estado
fisico del material a esterilizar (tejido sdlido, blando, dispositivo, u otro); de la influencia del
método de esterilizacion en las propiedades del material; del tipo de contaminante potencial; y
del precio y acceso a la tecnologia requerida; sin embargo, todos los métodos de esterilizacion
presentan ventajas y riesgos; por ejemplo, los métodos quimicos estan asociados con riesgo
de citotoxicidad, mientras que los métodos fisicos pueden conllevar degradacion de moléculas
importantes para la funcién biolégica del implante [12]. Los métodos de conservacion
(liofilizacion, criopreservacion) también inciden en las caracteristicas biolégicas y fisicoquimicas
del tejido (indice de viabilidad celular, pérdida de agua, de elasticidad y resistencia), influyendo
en su posterior uso [13], [14].

Los métodos de esterilizacion quimica de tejidos incluyen el uso de diversas sustancias tales
como antibioticos, perdxido de hidrogeno (H,O,), acido peracético, etanol, éxido de etileno y
otros biocidas de amplio espectro. Sin embargo, estas sustancias pueden ser corrosivas, 10
cual puede afectar las propiedades biomecanicas del injerto [15], y pueden dejar residuos
toxicos [11].

El H,0, es un método de esterilizacion quimica relativamente accesible, ampliamente
utilizado, y efectivo para reducir cargas bioldgicas (bioburdens, en inglés); sin embargo, en
concentraciones mayores al 30% vy tiempos mayores a 15 minutos de exposicion, su uso se
ha relacionado con alteraciones histolégicas y mecanicas, y puede causar la degradacion de
proteinas, incluyendo BMP-2 (bone morphogenetic protein, por sus siglas en inglés), un factor
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de crecimiento indispensable para el desarrollo del hueso [11], [16]. No obstante, el H,O,
permite la remocion de células del donante, antigenos y agentes citotdxicos de la matriz, con lo
cual se reduce el riesgo de rechazo al implante, y se estima que tiene un menor impacto en la
integridad del tejido en relacion con otros agentes quimicos [11].

Por su parte, la esterilizacion por irradiacion se trata de un proceso con mayor capacidad de
penetracion que los esterilizantes quimicos (liquidos y gaseosos), lo cual es deseable para
el proceso de esterilizacion. Las técnicas de irradiacion utilizadas se basan en radiaciones
ionizantes. El término radiacion ionizante abarca todas las radiaciones con exceso de energia
(rayos X'y gamma, electrones de alta velocidad) capaces de producir cascadas de ionizacion
en la materia. La energia de todas las radiaciones ionizantes se expresa como electronvoltios
(eV) y se define como la energia ganada por un electron que se mueve a través de una
diferencia de potencial de 1 volt. La energia absorbida, es decir, la dosis absorbida, se mide en
Greys (Gy): 1 Gy = 1 Jkg™'. La unidad utilizada en el pasado fue rad, donde 1 Gy = 100 rad [17].

Se ha documentado que la radiacion gamma presenta capacidad esterilizante tanto de manera
directa a través del contacto con particulas, como de manera indirecta, por la generacion de
radicales libres; en ambos escenarios presentando gran poder de penetracion e induciendo la
muerte celular [18]. Ademéas de eliminar poblaciones microbianas, la irradiacién inactiva virus,
micoplasmas y reduce el contenido de endotoxinas [8]. Desde mediados de la década de
1950 se registran ensayos clinicos sobre la eficacia de los injertos 6seos humanos esterilizados
mediante irradiacion [17].

La eficiencia de la esterilizacion mediante radiacion ionizante radica en su buena penetrabilidad
dentro de la materia (especialmente rayos gamma) y en su alta efectividad en la inactivacion de
microorganismos patdégenos sin incurrir en los problemas asociados de intercambio de calor,
diferencia de presion u obstaculos por barreras de difusion. La radiacion ionizante provoca un
moderado aumento de temperatura que puede ser compensado para materiales biolégicos
sensibles, y es eficiente a temperatura ambiente e incluso a temperaturas bajo cero. La
radiacion ionizante también permite la esterilizacion de materiales en envoltorios previamente
cerrados, evitando la re-contaminacion durante el embalaje y posterior manipulacion del tejido
previa a la implantacion [17].

El Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITCR) ha
dedicado esfuerzos a iniciativas que apoyen el establecimiento y diversificacion de bancos de
tejidos en el pais [19], [20]. En el presente trabajo, se implementaron y validaron en el Instituto
Tecnologico de Costa Rica procedimientos internacionalmente avalados para la procuracion,
esterilizacion y almacenamiento de tejido 0seo, evidenciando con esto las capacidades
técnicas en el pais para la instalacion, diversificacion y fortalecimiento de bancos de este y
otros tipos de materiales biolégicos.

Materiales y métodos

Modelo de estudio y ablacion de la muestra. Se utilizd hueso de origen porcino (Sus scrofa)
proveniente de animales utilizados en entrenamientos quirurgicos en el Centro de Investigacion
y Cirugia en Cancer (CICICA), perteneciente a la Universidad de Costa Rica (UCR), quienes
contaron con aprobacion por parte del Comité Institucional para el Cuido y Uso de los Animales
(CICUA-17-2018) para el procedimiento quirdrgico y eutanasia de los animales. El tejido 6seo
se extrajo retrayendo el gluteo profundo e incidiendo a través de su tenddén, y se traslado a las
instalaciones del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del Instituto Tecnoldgico de
Costa Rica (ITCR) donde se removieron restos de sangre, grasa, cartilago y otras estructuras.
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Desinfeccion superficial. El tejido ¢seo se cortd con una sierra para realizar la molienda de
la cabeza femoral y se elimind tejido blando y grasa, y los fragmentos (de 1 pulgada) se
repartieron (en triplicados) en frascos de 250 mL, donde se sumergieron en suero fisiolégico.
Los frascos se colocaron en una bolsa estéril y se calentaron a 60 °C durante 50 minutos.
Posteriormente, el suero de los frascos se eliminé utilizando un tamiz de filtracion y se realizaron
dos lavados adicionales con suero fisiologico en agitacion por 10 minutos, eliminando el suero
en cada cambio. Se elimind el liquido remanente y los tejidos se almacenaron a -80 °C hasta
los siguientes pasos de esterilizacion o analisis.

Esterilizacion quimica (EQ). Luego de la desinfeccion superficial, los fragmentos 6seos se
lavaron dos veces con peroxido de hidrégeno al 3% en agitacion por 10 minutos, seguido por
un lavado con suero fisiolégico en agitacion por 5 minutos. Se incub6 el tejido 6seo en suero con
antibiotico (80 mg gentamicinay 1 g cefalotina en 100 ml de suero) en agitacion por 20 minutos.
Se agrego peroxido de hidrogeno al 3% y se dejo en agitacion durante 18 horas, envueltos en
una bolsa estéril. Finalmente, se agrego etanol 95% y se dejo en agitacion durante 20 minutos.

Esterilizacion por irradiacion (El). Para el proceso de irradiacion se utilizd un irradiador
autoblindado de la marca Izotop, modelo Ob-Servo Ignis (Izotop, Hungary), que cuenta con
24 fuentes de Co-60. La camara de irradiacion es cilindrica con 15 cm de diametro interno y
27 cm de alto, fabricado en acero con un espesor de 2 mm. Para la verificacion dosimétrica
del material irradiado se utilizaron dosimetros Perspex RED tipo 4034 (batch PS), fabricados
a partir de polimetilmetacrilato (Harwell Dosimeters, UK) que fueron calibrados siguiendo la
recomendacion de Sharpe & Miller [21].

Los valores de dosis limite para garantizar la esterilizacion y evitar la alteracion del material en
el proceso de irradiacion se implementaron siguiendo la norma ISO 11137-3:2013 (Cuadro 1)
[22]. Para determinar la incertidumbre del proceso de irradiacion de las muestras, se acato lo
establecido en la norma ISO 11137-4 [23], relacionado con el mapeo de dosis, datos requeridos
para determinar las dosis: maxima, minima y de monitoreo.

Cuadro 1. Dosis de radiaciéon gamma establecidas para el proceso de esterilizacion de hueso.

25 Dosis de esterilizacion.

est

Debe ser la maxima aceptable que no afecte las
85 propiedades del material (basado en ISO 11137-4

(23], y [4].

max, acc

Para determinar la dosis maxima, minima y de monitoreo en el proceso de mapeo, se utilizé un
polimero granulado o en pellets de densidad de 1.25 g cm™ para simular el hueso y hielo seco
para mantener las muestras congeladas. Para la simulacién de hueso, tres recipientes similares
a los utilizados para colocar las muestras de hueso a irradiar fueron llenados aproximadamente
a la mitad de su capacidad con el polimero y en medio se colocd un dosimetro. Ademas, se
utilizé este polimero para simular los bloques de hielo seco, colocados en la parte inferior y
superior de los recipientes. La Figura 1 muestra el patron de carga de las muestras y la posicion
de los dosimetros para cuantificar la distribucion de dosis y con esto la determinacion de la
dosis maxima (D, _ ), minima (D_ ) y de monitoreo (D, ). Este proceso fue repetido en tres

n

ocasiones como se recomienda en la norma ISO/TS 11137-4 [23].
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. Oest
M Dosimetro cse
l Monitoreo

Dosimetros

[~ Bolsas con

Polimero
Vista superior
Dosimetros ]
|__Polimero
granulado Nomenclatura:

R —dentro recipiente.

E — entre recipientes.

F — Parte externa del recipiente.
M — dosimetro de monitoreo

R11 —significa: (R) ubicacion, (1) # de
recipiente y (1) # de repeticion.

Vista lateral

Figura 1. Patrén de carga utilizado en el mapeo de dosis de radiacion (Co-60) para tejido 6seo en
el irradiador marca Izotop, modelo Ob-Servo Ignis, del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica.

Debido al tiempo de exposicion necesario para alcanzar la dosis requerida en el irradiador, para
la irradiacion de hueso (Figura 2) se utilizé hielo seco para mantener las muestras congeladas.
Las muestras 6seas fueron colocadas segun el patrén de carga definido en el mapeo de
dosis, colocando también el dosimetro de monitoreo para el control dosimétrico y el control
microbiolégico (ATCC 27142) para su verificacion. Para el control de la temperatura dentro de
la camara de irradiacion mientras las muestras fueron irradiadas se utilizé una termocupla.
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Figura 2. Desinfeccion del material 6seo (A). Los huesos se sometieron a un lavado general con suero
fisioldgico (A.1, control), seguido de esterilizacion quimica (A.2) con perdxido de hidrégeno y suero fisiolégico
con antibiotico, o de esterilizacion por irradiacion con rayos gamma utilizando una dosis de 25 kGy (A.3).
Proceso de irradiacion de hueso (B). Las muestras, dosimetros y control microbioldgico (B.1) se cubrieron
con hielo seco (B.2) y estereofén (B.3) para mantenerlas en congelacion; se incluyé una termocupla para
monitorear la temperatura durante el proceso, y se colocaron en la camara del irradiador (B.4).

Control microbiolégico. Los fragmentos 6seos se lavaron con suero fisiolégico estéril durante
5 minutos en agitacion. El suero se filtré con el tamiz de filtrado utilizando filtros de 0.22 ym en
condiciones de esterilidad. Los filtros se incubaron en agar de recuento estandar (ARE) a 37 °C
y en agar papa dextrosa (PDA) a temperatura ambiente durante 7 dias, al cabo de los cuales
se tomaron fotografias y se conté el niumero de unidades formadoras de colonias (UFC).

Se utilizaron esporas del microorganismo Bacillus pumilus (ATCC 27142) en su presentacion en
tiras reactivas con un milléon de esporas cada una como indicador biolégico para la confirmacion
del proceso de esterilizacion por irradiacion (Sigma-Aldrich Sterility Indicator). Los indicadores
se colocaron junto con las muestras durante el proceso de irradiacion. Las tiras irradiadas y sin
irradiar se inocularon en tubos con caldo CASO estéril (Sigma-Aldrich) y se incubaron a 37 °C
durante 7 dias. Adicionalmente, las tiras incubadas en el medio CASO se utilizaron para inocular
placas de agar sangre que se incubaron a 35-37 °C durante 7 dias, a partir de las cuales se
determiné el numero de UFC.

Extraccion de proteinas. Los fragmentos de hueso se molieron en un mortero hasta obtener
fragmentos finos. Se pesd 200 mg de hueso molido en tubos de muestra de 2 mL. Se realizaron
tres réplicas y un control por tratamiento. A los controles se les agregd 1 mL de agua destilada
estéril mientras al resto de las muestras se les agregdé 1 mL de HCI 1.2 My se incubaron durante
24 h a4 °C [24]. Las muestras se centrifugaron a 15000 rpm a 4°C durante 20 min y se recogio
el sobrenadante (denominado extracto 1). Los residuos de tejido 6seo desmineralizado presente
en los tubos de muestra se incubaron con 1 mL de amortiguador de lisis Gu-HCI (guanidina-HCI
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6 M, Tris 100 mM, pH 7.4) durante 72 horas a 4 °C. Nuevamente, se centrifugaron las muestras
en las mismas condiciones y se recogieron los sobrenadantes (extracto 2). Los residuos de
tejidos 6seos se incubaron con 1 mL amortiguador de lisis Gu-HCI con EDTA tetrasédico 0.5
M durante 72 horas a 4 °C. Se centrifugaron las muestras y se recogieron los sobrenadantes
(extracto 3). Por ultimo, los residuos de tejidos 6seos se incubaron con 1 mL HCI 6 M a 4 °C
durante 24 horas. Se centrifugaron las muestras y se recogieron los sobrenadantes (extracto
4). Todos los extractos y controles de proteina cruda se precipitaron en 1 mL de acetona a
-20 °C durante 24 horas. Las muestras de proteina precipitada se resuspendieron en 1 mL de
amortiguador Gu-HCl a pH 8.1.

Cuantificacion de proteina total mediante el ensayo de BCA. Para la cuantificacion de
proteinas totales se utilizo el kit BCA Protein Assay (Santa Cruz Biotechnology Inc.) segun las
instrucciones del fabricante. Las placas se leyeron en un espectrofotometro (FLUOstar Optima,
BMG Labtech, Ortenberg, Alemania) a 570 nm y la concentracion de proteinas totales en las
muestras se calculé comparando con una curva estandar externa de albumina sérica bovina
(BSA) (0 -2 mg ml").

Cuantificacion de proteina BMP-2 mediante ELISA. La cuantificacion de la proteina BMP-2
(bone morphogenetic protein, por sus siglas en inglés) se realizd utilizando el kit de ELISA
BMP-2 Quantikine Kit (R&D Systems) segun las instrucciones del fabricante. Se determiné la
densidad optica de cada muestra utilizando un lector de microplacas (FLUOstar Optima, BMG
Labtech, Ortenberg, Alemania) ajustado a 450 nm. Se realizd una correccion de longitud de
onda restando lecturas de las muestras a 570 nm.

Tincion histolégica con hematoxilina-eosina. Los fragmentos de hueso se quebraron utilizando
nitrégeno liquido y un mortero. Las muestras fueron sumergidas en distintas soluciones en el
siguiente orden y periodos de tiempo: hematoxilina durante 2 minutos, agua destilada durante
2 minutos, carbonato de litio durante 15 segundos, agua destilada 5 minutos, eosina durante 35
segundos y finalmente agua durante 5 segundos. Para la deshidrataciéon y aclaramiento de las
muestras 6seas se realizaron lavados seriados de etanol graduado y xilol [25].

Microscopia electronica. Las muestras 6seas de cada tratamiento se quebraron utilizando
nitrégeno liquido y un mortero; posteriormente se fijaron utilizando soluciéon de Karnovsky y se
deshidrataron con lavados seriados en etanol graduado [26]. Las muestras se secaron al aire y
mantuvieron en un desecador hasta su recubrimiento con oro de aproximadamente 10 nm (EMS
150R ES; Electron Microscopy Sciences). Se utilizd una corriente de 20 mA para el analisis de
microscopia electronica de barrido (Hitachi TM-3000, Japon).

Resultados y discusion

Modelo de estudio y ablacion de la muestra. El procedimiento de ablacion del tejido se realizod
de la forma mas semejante posible a la extraccion que se haria en un paciente humano con
respecto a la extraccion quirdrgica y el manejo aséptico de las muestras. El modelo experimental
porcino resultdé apropiado puesto que simula fielmente diferentes sistemas humanos tanto
desde el punto de vista fisioldgico como anatémico, dado que es similar en tamano, distribucion
de la anatomia y valores fisioldgicos y bioguimicos [27].

Mapeo de dosis e irradiacion de muestras. La dosis utilizada de 25 kGy corresponde a la dosis
recomendada internacionalmente por el Organismo Internacional de Energia Atdmica para
la esterilizacion de tejidos con fines terapéuticos [21]. Los tejidos (en este caso congelados)
se pueden calentar (y, por lo tanto, descongelar) durante el proceso de alcanzar la dosis de
25 kGy, lo cual se buscd subsanar con el uso de hielo seco en la camara de irradiacion y su
monitoreo mediante una termocupla.
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Siguiendo la norma ISO/TS 11137-4 [23], la incertidumbre del proceso de irradiacion (o_ ) esta

dada por la ecuacion:

proc)

— 2 2 2 2
Oproc = J Ot + Ofep t Oinaq + Oinap

donde o_, se refiere a la incertidumbre debida a la calibracion de los dosimetros RED. Las
restantes fuentes de incertidumbre son resultado del proceso de mapeo y fueron calculadas
como tipo A, incluyendo: ¢, es la incertidumbre por reproducibilidad determinada por la
variabilidad en la lectura del dosimetro de monitoreo; ¢__ , se debe a variaciones del irradiador
en el proceso de irradiacion; y O,ap €8 la incertidumbre del mapeo, y depende de los valores de
dosis minima (D, ) y maxima (D,__ ), como también del numero de repeticiones (n) realizadas,
que en este estudio fueron tres. A pesar de que en el patron de carga se ha indicado la direcciéon
en que debe ser colocado el cilindro en la zona de carga en el irradiador, puede ocurrir que en
la practica esto no suceda y la orientacion del dosimetro de monitoreo sea otra. Esta variacion
en la dosis por la colocacion del portamuestras se debe a que las fuentes que rodean a este
cilindro no tienen la misma actividad. Los resultados del proceso se resumen en el presupuesto
de incertidumbre mostrado en el Cuadro 2.

El indice de conformidad indica la variacion entre la dosis maxima y minima, y se calcula
mediante la razoén entre ellas. El resultado obtenido fue de 1.1119, lo cual indica una diferencia
del 11.19 % entre ambas dosis. Esta diferencia se debe a las dimensiones de la muestra y
a como se encuentran distribuidas dentro de la camara de irradiacion. En el Cuadro 3 se
presenta el rango de aceptacion para el dosimetro de monitoreo para el control de rutina en la
irradiacion de hueso, donde D, .y D ., . se refieren a las dosis objetivo minima y maxima,
respectivamente. Es decir, para las condiciones de irradiacion de hueso en el irradiador 1zotop
del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, el resultado de la medida de la dosis registrada por
el dosimetro de monitoreo (que siempre debe colocarse al momento de realizar la irradiacion),
debe estar entre las dosis indicadas en el Cuadro 3, para garantizar que el material irradiado
se encuentra entre las dosis indicadas por el Cuadro 1.

Cuadro 2. Presupuesto de incertidumbre en dosis del proceso de irradiacion (Co-60)
para tejido 6seo en el irradiador Izotop del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica.

Determinacion de la

: B 1.95 Normal 1 1.95
dosis

Calibracion dosimetros A 1.41 Normal 1 1.41

Reproducibilidad A 0.38 Normal 1 0.38

Mapeo: Maxima/Minima A 1.41/0.37 Normal 1 1.41/0.37

Maquina A 0.53 Normal 1 0.53




‘ Tecnologia en Marcha. Vol. 37, especial. Noviembre, 2024
224 M 30 Aniversario del Centro de Investigacion en Biotecnologia

Cuadro 3. Rango de dosis para el dosimetro de monitoreo para el control de rutina, en el proceso
de irradiacion de hueso en el irradiador marca Izotop del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica.

D (kGy) 25.01 32.45

mon

Del proceso de mapeo también se determind la razon entre la dosis minima y de monitoreo, la
cual fue de 1.0503, lo cual indica una diferencia en dosis del 5.03%. Ademas, se determind una
diferencia entre la dosis minima y la dosis nominal del 4.5%. Estos resultados, permitieron el
ajuste del tiempo de irradiacion para cumplir con la dosis establecida en el Cuadro 1.

Esterilizacion de las muestras. A todas las muestras se les removié de manera mecanica restos
de tejido muscular y adiposo, y se les aplico inicialmente una desinfeccion superficial, seguido
por el proceso de esterilizacion quimica o fisica (irradiacion). En las muestras con desinfeccion
superficial utilizadas como control se detectd la presencia de bacterias y de hongos en los
medios de cultivo semisdlidos, con un ndmero muy elevado de unidades formadoras de
colonias (UFC) en la placa de ARE (Figura 3E). Por su parte, los tratamientos de esterilizacion
guimica (EQ) e irradiacion (El) no presentaron formacién de UFC en las placas de PDA y ARE,
indicando el éxito del proceso de esterilizacion de estos tratamientos (Figura 3A y 3B).

Control microbiolégico. Un procedimiento de esterilizacion aceptable para cualquier producto,
incluidos los tejidos bioldgicos utilizados como injerto, depende de definir los microorganismos
mas resistentes que podrian estar presentes y su densidad. En este caso, no hubo crecimiento
de las esporas de B. pumilus expuestas a irradiacion (El), mientras que las tiras con esporas
no irradiadas si presentaron crecimiento (control positivo), lo cual se confirma por la formacion
de turbidez en la parte superior del tubo con medio CASO (Figura 3C). Asimismo, se observé
crecimiento de esporas no irradiadas (control positivo) en placas de agar sangre, mientras que
las placas con esporas irradiadas (El) dieron negativo (Figura 3D y 3E), demostrando que la
dosis de 25 kGy fue suficiente para alcanzar el nivel de garantia de esterilidad aceptable (SAL,
del inglés sterility assurance level) [17].
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Figura 3. Controles microbiolégicos realizados a tejido 6seo porcino (n = 3) sometido a esterilizacion quimica (EQ)
con antibidticos y peréxido de hidrégeno al 3% y esterilizacion por irradiacion (El) con una dosis de 25 kGy. Se
realizo el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en cuatro diferentes medios de cultivo microbiolégico:
(A) Agar papa dextrosa (PDA); (B) Agar de recuento estandar (ARE); (C) Medio CASO; y (D) Agar sangre, en
donde se inocularon esporas del microorganismo Bacillus pumilus (ATCC 27142) como indicador biolégico para
la confirmacioén del proceso de esterilizacion por irradiacion. (E) Comparacion cuantitativa de las UFC segun el
tratamiento de esterilizacion. De acuerdo con lo esperado, tanto la irradiacion como el tratamiento quimico bajaron la
carga microbiana a niveles no detectables. DS; desinfeccion superficial; CN, control negativo; CP, control positivo.
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Contenido proteico. Los métodos de esterilizacion pueden causar numerosos cambios
fisicos y quimicos que afectan la calidad bioldgica de los aloinjertos. Los procedimientos de
conservacion, desinfeccion y esterilizacion pueden resultar agresivos con el tejido, afectando
su estructura molecular, incluyendo la desnaturalizacion de proteinas importantes para el
mantenimiento de las propiedades biomecanicas y de promover la regeneracion del hueso
durante procesos de reparacion, tales como BMP-2. El potencial osteoinductivo de los
injertos 6seos, causado por proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs) presentes en la matriz
organica 6sea, es de gran importancia clinica puesto que es responsable de la capacidad de
inducir la formacion de hueso nuevo en el sitio de trasplante. Por lo tanto, resulta importante
proteger la propiedad osteoinductora del hueso durante su procesamiento, conservacion y
esterilizacion [17]. Consecuentemente, se estudiaron los efectos de la desinfecciéon quimica y
de la esterilizacion por irradiacion en la degradacion de proteinas en general, y se comparo el
contenido de BMP-2 y de colageno.

En cuanto a la cuantificacion de proteinas totales, las muestras tratadas con irradiacion
presentaron un contenido proteico comparable al de los controles que recibieron solamente
desinfeccion superficial (Figura 4A). Los tejidos de la desinfeccion superficial presentaron los
niveles de proteina total mas altos mientras que el hueso sometido a la esterilizacion quimica
presento la menor cantidad de proteina. Esto sugiere que esta Ultima causé mayor degradacion
proteica que los otros tratamientos.

Respecto al contenido de BMP-2 en los fragmentos ¢seos, se encontré que tanto las muestras
tratadas con desinfeccion quimica como con esterilizacion fisica presentaron cantidades
similares de esta molécula entre si y con respecto al control (Figura 4B). Considerando que
BMP-2 es un factor de crecimiento con propiedades morfogénicas, requerido para mejorar
la diferenciacion osteoblastica de las células progenitoras, asi como el apropiado desarrollo

de hueso y cartilago [28], este resultado sugiere que los tejidos mantendrian la capacidad de
apoyar procesos de regeneracion luego de su implantacion.
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Figura 4. Recuperacion y cuantificacion de proteinas totales (promedio + desviacion estandar, n = 3)
mediante el método BCA (A) y cuantificacion de la proteina BMP-2 mediante ELISA (B) a partir de tejido
6seo porcino tratado con desinfeccion superficial, desinfeccion quimica y esterilizacion por irradiacion.

El control corresponde a proteina cruda no sometida al proceso de extraccion de proteinas.

Evaluacion de propiedades estructurales. El colageno es un constituyente primordial de la matriz
extracelular de todos los injertos de tejido conectivo. La matriz extracelular es particularmente
importante para el tejido 6seo debido a que determina sus propiedades biomecanicas, lo
qgue a la vez se relaciona directamente con su funcion de sostén y movimiento. Se realizé una
tincion de hematoxilina-eosina, la cual permite la deteccion de fibras de colageno, las cuales
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se esperan de manera abundante en diferentes areas del tejido 6seo. Se detectdé que los
pequefos fragmentos se tifieron de manera homogénea, sugiriendo la presencia de colageno
en todas las muestras (Figura 5).

Adicionalmente, se realiz6 un andlisis cualitativo de la ultraestructura de los fragmentos
0seos mediante microscopia electronica de barrido (Figura 5). No se encontraron diferencias
estructurales evidentes entre los tres tratamientos de esterilizacion, excepto algunas
microfracturas que se sugiere son producto del procedimiento de fragmentacion con el
nitrogeno liquido y accién mecanica con el mortero.

Figura 5. Caracterizacion estructural de tejido éseo mediante tincién histolégica con hematoxilina-eosina (A,
D, G) y visualizacién de la ultraestructura ésea mediante microscopia electréonica de barrido (B, C, E, F, H,
1), de muestras tratadas con desinfeccion superficial (A, B, C), esterilizacion quimica (D, E, F) y esterilizacion
por irradiacion (G, H, ). La barra de escala corresponde a2 mmen B, EyH,ya200 pmenC, Fe l.

Conclusiones

El Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITCR), mediante el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos
del Centro de Investigacion en Biotecnologia de la Escuela de Biologia, desarrolla actividades
relacionadas a bancos de tejidos con el objetivo de promover el ambiente favorable en términos
técnicos, normativos, de equipamiento y oferta para la instauracion y diversificacion de este
tipo de establecimientos en Costa Rica. Desde décadas atras, el ITCR ha colaborado con el
Organismo Internacional de Energia Atdbmica en la elaboracién de “Guias para la operacion de
bancos de tejidos” [29] y “Codigos de practicas para la esterilizacion por irradiacion de tejidos
humanos para uso clinico” [4]. El TEC realiza este tipo de esfuerzos con el fin de apoyar a los
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bancos de tejidos en el pais, de manera que puedan diversificar sus técnicas e inventario de
tejidos. Se aspira ademas a promover la creacion de nuevos establecimientos de este tipo en
Costa Rica y la region centroamericana.

Este trabajo utilizO muestras porcinas y ejecutd procedimientos para la esterilizacion de tejido
6seo gue son aplicables a muestras provenientes de diferentes especies, incluyendo muestras
de tejido humano, lo cual permitiria ampliar o diversificar la oferta de tejidos disponibles en
bancos de tejidos del pais ante la creciente demanda de material biolégico. Se demostré la
efectividad de los métodos de desinfeccion quimica y esterilizacion por irradiacion utilizando
las capacidades del irradiador Izotop del Instituto Tecnolégico de Costa Rica para tratar la
contaminacion biolégica sin afectar propiedades deseables en la matriz de las muestras dseas.
Ademas, se valido el patron de carga y se establecieron los parametros dosimétricos para el
control de rutina en este equipo de irradiacion, generando mayor confianza y homogeneidad en
el proceso de irradiacion de muestras. Si bien el irradiador del ITCR tiene capacidad limitada,
es un ejemplo del uso efectivo y seguro de este tipo de radiacion para permitir avances
tecnoldgicos y de salud en Costa Rica, demostrando con esto la capacidad en el pals para la
ejecucion de las guias y practicas mencionadas.
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