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PROCESAMIENTO Y ESTERILIZACION DE TEJIDO OSEO PARA SU
USO TERAPEUTICO: Bases preclinicas desde una universidad tecnoldgica

RESUMEN

Entre los métodos més utilizados de esterilizacion de hueso se encuentra la irradiacion
gamma. La dosis considerada estandar de oro es de 25kGy. A pesar de existir estandares
internacionales para varios de procedimientos, la recomendacion general es validarlos
anivel local. Son procedimientos factibles con el personal y las capacidades técnicas del
pais, pero que aun no se encuentran disponibles en Costa Rica, por lo que, con un enfoque
interdisciplinario, esta propuesta brinda evidencia de la factibilidad de realizar estos
procedimientos de ablaciéon de hueso y su procesamiento para eventual uso clinico,
fomentando a la vez el uso del equipo de irradiacion gamma en el area de salud y
procurando el traslado de los resultados al sector salud.

Se tratd muestras porcinas con desinfeccion quimica y otras con irradiacién gamma,
encontrando que efectivamente se logré bajar la carga microbiana a niveles no
detectables. Ademas, la apariencia de su ultraestructura es comparable entre si y con la
del control. A nivel bioquimico, se encontrd que las muestras conservaban la presencia
de proteinas como colageno y BMP-2.

Esta investigacion demuestra ademas la capacidad del ITCR de contribuir a disminuir la
demanda de personal capacitado, acceso a equipo especializado, y otros aspectos que
permitan 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.

PALABRAS CLAVE

Hueso, Irradiacion gamma, Banco de Tejidos, BMP-2

ABSTRACT

Gamma irradiation is among the most widely used methods of bone sterilization. The
dose considered gold standard is 25kGy. Although there are international standards for
the main procedures, the general recommendation is to validate them at the local level.
They are feasible procedures with the personnel and technique capacities of the country,
but they are not yet available in Costa Rica. Therefore, with an interdisciplinary approach,
our work provides evidence of the feasibility of performing such bone ablation and
processing procedures for their eventual clinical use, at the time of promoting the use of
gamma irradiation equipment for health services and ensuring the transfer of the results
to the health sector.

We treated pig samples with chemical disinfection and with gamma irradiation, finding
that they were effective in lowering the microbial load to non-detectable levels.
Furthermore, the appearance of their ultrastructure is comparable with each other and
with the negative control. At a biochemical level, the samples were found to retain the
presence of proteins such as collagen and BMP-2.

This research also demonstrates the ITCR's ability to help reduce the demand for trained
personnel, access to specialized equipment, and other aspects that allow the



strengthening of tissue banks in the country, and thereby, continue to contribute to the
development of new technological strategies that contribute to human health.

KEY WORDS
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INTRODUCCION

El tejido 6seo constituye uno de los tejidos humanos de trasplante mas frecuente y que
tiene la particularidad de ser uno de los pocos tejidos naturalmente estéril (Baseri et al.,
2021). En el pasado, la principal fuente de obtencion era el mismo paciente mediante el
uso de autoinjertos (Singh & Singh, 2021). Posteriormente, con el avance de las técnicas
de procesamiento, se posibilité 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 miembros dafiados por
traumas ortopédicos, tumores, artroplastias, u otras causas, y en todos los casos
convirtiéndose en un importante recurso médico al mejorar la calidad o incluso salvar la
vida de los receptores (llays et al., 2021; Singh & Singh, 2021)

No obstante, para una adecuada distribucién y disponibilidad de tejidos, la esterilidad y
la conservacién de su composicion segun sea el caso, son aspectos vitales para tomar en
cuenta en la gestion de un banco de tejidos (Tam et al., 2020). El riesgo de contaminacién
es innegable, y en ocasiones es causa de infeccion, rechazo o incluso muerte del receptor
(Baseri et al., 2021; llays et al., 2021). La contaminacién puede venir del donante, de los
procedimientos relacionados a la procuracion, procesamiento y empaque del tejido o
incluso del mismo procedimiento de implantacion (Dantas et al., 2021). Por lo anterior,
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 desinfeccién y
esterilizacion del tejido para asegurar la bioseguridad en términos de carga microbiana y
de propiedades fisicas y bioldgicas del hueso y con ello, el éxito del trasplante (Baseri et
al., 2021).

Por esta razdn, el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Instituto Tecnoldgico de Costa
Rica ha dedicado esfuerzos a iniciativas que apoyen el establecimiento y diversificacion
de bancos de tejidos en el pais (Morales-Sanchez, 2019). Con este trabajo, se pretende
establecer y validar en Costa Rica procedimientos internacionalmente avalados para la
ablacion y procuracion de tejido 6seo, evidenciando con esto las capacidades técnicas en
el pais para la instalacion de bancos de este y otros tipos de material bioldgico.

MARCO TEORICO

Los bancos de tejidos se refieren a instalaciones donde se recuperan, procesan, almacenan
y distribuyen tejidos para que se apliquen a pacientes que requieren el reemplazo de
grandes areas de tejido. El almacenamiento de material bioldgico en dichos bancos es un
proceso médico y tecnoldgico en fase de regulacion y homogenizacion cientifica
alrededor el mundo. Su homogenizacién es importante pues el uso de estandares
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internacionales permite garantizar la seguridad y eficacia de los aloinjertos humanos o de
otras especies (Manyalich et al., 2009; Kairiyama, 2013).

Tanto la procuracion como la preservacion de tejidos son actividades en acelerado
proceso de desarrollo y en general, la actividad de los bancos de tejidos se correlaciona
positivamente con los avances tecnoldgicos y cientificos presentes en las ciencias
biomédicas actuales (Martinez-Flores et al., 2016). Sin embargo, el aumento en la
expectativa de vida, el concomitante incremento de las enfermedades cronico-
degenerativas de la poblacién 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. Este escenario lleva a priorizar el disefio de estrategias
institucionales exitosas, capaces de fortalecer las actividades de donacion y recuperacion
de multiples tejidos en las instituciones especializadas para ello.

Los bancos de huesos son necesarios para proporcionar material bioldgico para una serie
de procedimientos ortopédicos. El desarrollo de nuevas técnicas quirdrgicas, habilita
nuevos usos de los injertos, contribuyendo a la creciente necesidad de tejidos
musculoesqueléticos para trasplante, Ilevado a una situacion en la que mayor cantidad de
servicios hospitalarios requieren acceso a los tejidos (de Alencar & Vieira, 2015; Chaves-
Solano, 2019).

Historicamente, los bancos de huesos han existido en paises como Brasil desde la década
de 1950. A mediados de la década de 1990 se reglamentaron las practicas seguidas por
los bancos de tejidos, lo que dio lugar a una serie de restricciones que limitaron el nimero
de bancos y de profesionales autorizados a utilizar este tipo de material.

Como se menciond, existen normas y recomendaciones internacionales para el
funcionamiento de los bancos de huesos que buscan aumentar la seguridad de los tejidos
trasplantados, sin embargo, esto ha limitado el nimero de instituciones autorizadas. El
buen desempefio de un banco de huesos depende del control estricto de todas las etapas,
que incluyen, principalmente: la formacion de equipos de ablacién y recoleccion bien
capacitados; seleccién de donantes; pruebas de calidad y esterilidad sobre los tejidos
obtenidos; y un estricto control sobre las técnicas de procesamiento utilizadas, asi como
de trazabilidad de los tejidos. La combinacion de estos factores permite un mayor alcance
de uso y un mayor nimero de pacientes receptores, mientras que la incidencia de
contaminacion de tejidos se vuelve estadisticamente insignificante y existe trazabilidad
entre donantes y receptores (de Alencar & Vieira, 2015).

La presencia de un banco de tejido 6seo repercute favorablemente en la calidad de la
atencion sanitaria por la disponibilidad de trasplantes 6seos, asi como en el papel
cientifico de una institucion altamente especializada que examina las propiedades del
tejido 0seo (Ostoji¢ et al., 2019).

Garantizar un nivel de esterilidad del material bioldgico es indispensable para su
utilizacion en trasplantes, para lo cual se cuenta con varias opciones, principalmente
basadas en métodos quimicos o fisicos (de irradiacion). Los métodos de conservacion
también pueden variar entre liofilizacion, criopreservacion u otros. Cada método
(descontaminacion quimica, liofilizacion, esterilizacion fisica) incide de manera diferente
en las caracteristicas bioldgicas y fisicoquimicas del tejido (indice de viabilidad celular,
pérdida de agua, de elasticidad y resistencia) y, con esto, influyen ademas en su posterior
uso (Martinez-Flores et al., 2016).



La eficiencia de esterilizacion de la radiacién ionizante radica en su buena penetrabilidad
dentro de la materia (especialmente rayos gamma) y su alta efectividad en la inactivacién
de microorganismos patdgenos sin incurrir en los problemas asociados de intercambio de
calor, diferencia de presion u obstaculos por barreras de difusion. La radiacion provoca
un moderado aumento de temperatura que puede ser compensado para materiales
bioldgicos sensibles a cambios de temperatura, y es eficiente a temperatura ambiente e
incluso a temperaturas bajo cero. Permite la esterilizacion de materiales en envoltorios
previamente cerrados y, de esta forma, evita la recontaminacion durante embalaje y
posterior manipulacién previa a la implantacion (Dziedzic-Goclawska, 2005).

Este trabajo considera aspectos técnicos relacionadas con el funcionamiento de un banco
de huesos, las cuestiones éticas y los principales obstaculos encontrados. En este sentido,
puede mencionarse inclusive, la colaboracién interinstitucional, la sensibilizacion de
sectores gubernamentales y entes normativos, asi como la concientizacion a la poblacién
general sobre la importancia de donacién de 6rganos, tomando en cuenta la posibilidad
de recurrir a donantes vivos en el pais (Chaves-Solano, 2019; Morales-Sanchez, 2019).

METODOLOGIA

e Objetivo 1
Modelo de estudio y ablacion de la muestra.

Se obtuvieron las muestras por medio del Centro de Investigacion y Cirugia en Cancer
(CICICA), perteneciente a la Universidad de Costa Rica. Se utiliz6 hueso de origen
porcino (Sus scrofa), de individuos jovenes utilizados en entrenamientos quirdrgicos.
Para esto, se obtuvo la aprobacion por parte del Comité Institucional para el Cuido y Uso
de los Animales (CICUA) de la Universidad de Costa Rica. Para extraer la pieza de hueso,
los animales se anestesiaron con Ketamina 20 mg/kg IM y Xilacina 1 mg/kg IM y una
vez alcanzado este estado, se realizo la ablacion de los tejidos.

e Objetivo 2
Desinfeccion Superficial

Los huesos se colocaron a 4°C durante 48 horas antes de realizar el procesamiento. Luego,
fueron cortados con una sierra para realizar la molienda de la cabeza femoral y se elimino
tejido blando.

Se rotuld nueve frascos de 250 ml de la siguiente manera: tres como “Esterilizacion
quimica”, tres como “Desinfeccion superficial” y tres como “Irradiacion”. En cada frasco
se coloco 3 fragmentos de hueso y se les agrego suero fisiologico hasta cubrir la totalidad
de los huesos. Luego, 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 les realiz6 dos lavados con suero en agitacion por 10 minutos,
eliminando el suero en cada cambio. Se elimind el liquido remanente y se almacend los
tejidos a -80°C hasta los siguientes pasos de esterilizacion o analisis. Este y los siguientes
procedimientos se realizaron por triplicado.



Esterilizacion quimica

Los huesos rotulados como “Desinfeccion quimica” se lavaron dos veces con Peroxido
de hidrogeno al 3% y en agitacion por 10 minutos. El Peroxido de hidrégeno se elimino
en cada cambio utilizando un tamiz para filtracion. Posteriormente, los huesos se lavaron
con suero fisiolégico en agitacion por 5 minutos y se elimind el suero fisiolégico con el
tamiz de filtrado. Posteriormente, se les agrego suero con antibiotico (una ampolla de 80
mg de Gentamicina y una ampolla de 1g de Cefalotina en 100 ml de suero), se dejaron en
agitacion por 20 minutos y se eliminé el suero con antibidtico por filtracion. Se agrego
perdxido de hidrogeno al 3% y se dejé en agitacion durante 18 horas. Los frascos fueron
envueltos en una bolsa estéril. Finalmente, se les elimin6 el peroxido de hidrdgeno
mediante filtrado, se agregd etanol 95% Yy se dejd en agitacion durante 20 minutos.

Calibraciéon de los dosimetros y mapeo de dosis

Se utiliz6 dosimetros Perspex RED tipo 4034 (batch PS), fabricados a partir de
polimetilmetacrilato (Harwell Dosimeters, UK). Para la irradiacion se utiliz6 un sistema
de irradiacion autoblindado de la marca Isotop, modelo Ob-Servo Ignis (lzotop,
Hungary), que cuenta con 24 fuentes de Co-60. La camara de irradiacién es cilindrica con
15 cm de diametro interno y 27 cm de alto, fabricado en acero con un espesor de 2 mm.
Las dosis de irradiacion fueron: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 kGy, Sharpe.

Se utilizaron 4 dosimetros por dosis para la curva de calibracion colocados en puntos
especificos de la cdmara de irradiacién. La lectura de los dosimetros se realizé con un
espectrofotometro UV-Visible Evolution 220 marca Thermo (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA), en modo absorbancia en la longitud de onda de 640 nmy se realizé
una medida por dosimetro. Para este proceso se sigui6 con lo establecido en la norma ISO
11137 parte 4 (ISO/ASTM 51276:2019), para la determinacién de la incertidumbre del
proceso de irradiacion y establecer el rango de dosis del dosimetro de monitoreo, en el
control de rutina del producto irradiado.

Irradiacion

En la irradiacién de hueso se utiliz6 hielo seco para mantener las muestras congeladas.
Las muestras dseas fueron colocadas segun el patron de carga definido durante la
calibracién y mapeo de dosis, colocando ademas el dosimetro de monitoreo para el
control dosimétrico y el control microbioldgico para su verificacién. Para el control de la
temperatura dentro de la cdmara de irradiacion mientras las muestras fueron irradiadas,
se utilizd una termocupla. La dosis utilizada para la esterilizacion de los tejidos fue de
25kGy.

Control microbiolégico

A todos los huesos se les realizo un lavado con solucion salina durante 5 minutos en
agitacion. El suero se filtr6 con el tamiz de filtrado utilizando filtros de 0,22 um en camara
de flujo laminar. Los filtros se cortaron a la mitad, una mitad se coloco en una placa ARE
y la otra en una placa de PDA. Las placas fueron incubadas a 37 °C y a temperatura



ambiente respectivamente durante 7 dias. Finalmente, se tomaron fotos y se conto el
namero de UFC.

Se utilizaron esporas del microorganismo Bacillus pumilus (ATCC 27142) como
indicador bioldgico para la confirmacion del proceso de esterilizacion por irradiacion
(Sigma-Aldrich 05290 Sterility Indicator). Los indicadores se colocaron junto con las
muestras durante el proceso de irradiacion. Se inocularon la tiras irradiadas y sin irradiar
en tubos con caldo CASO estéril (Sigma-Aldrich 22098) e incubaron a 37 °C durante 7
dias. Adicionalmente, se inocularon placas de agar sangre con las tiras irradiadas y sin
irradiar incubadas en el medio CASO, se incubaron a 35-37 °C durante 7 dias y se
determiné el nimero de UFC.

e Objetivo 3
Biocompatibilidad

Fragmentos de las piezas 6seas desinfectadas o esterilizadas fueron inoculadas con la
linea celular mc-3T3 (1x10° células por fragmento de aproximadamente 1cm? en placas
de 24 pozos). La linea mc-3T3 consiste en una linea celular precursora de osteoblastos
derivada de Mus musculus calvaria. Para su inoculacion y mantenimiento, se utilizd
medio de cultivo alfa-MEM suplementado con &cido aspéartico y 10% de suero fetal
bovino.

Extraccién de proteinas.

Los fragmentos de huesos se molieron en un mortero hasta obtener fragmentos finos. Se
pesaron 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 agregd 1 mL de HCI 1,2 M y se incubaron durante
24h a 4 °C. Luego, las muestras se centrifugaron a 15000 rpm a 4°C durante 20 min, se
recogio el sobrenadante y se les rotulé como extracto 1 y control 1 respectivamente. Los
residuos de tejido 6seo desmineralizado presente en los tubos de muestra se incubaron
con 1 mL de buffer de lisis Gu-HCI (Guanidina-HCI 6 M, Tris 100 mM, pH 7,4) durante
72 horas a 4 °C. Nuevamente, se centrifugaron las muestras en las mismas condiciones
que se realiz6 anteriormente, se recogieron los sobrenadantes y se les rotul6 como
extracto 2 y control 2 respectivamente.

Los residuos de tejidos Gseos se incubaron con 1 mL buffer de lisis utilizado
anteriormente (Gu-HCI) mas EDTA tetrasodico 0,5 M durante 72 horas a 4 °C. Se
centrifugaron las muestras en las mismas condiciones, se recogieron los sobrenadantes y
se les rotul6 como extracto 3 y control 3 respectivamente. Por ultimo, los residuos de
tejidos Gseos se incubaron con 1 mL HCI 6 M a 4 °C durante 24 horas. Se centrifugaron
las muestras, se recogi6 el sobrenadante y se les rotul6 como extracto 4 y control 4
respectivamente. Todos los extractos y controles de proteina cruda se precipitaron en ImL
de acetona a -20 °C durante 24 horas. Las muestras de proteina precipitada se
resuspendieron en 1 mL de buffer con Tris 100 mM, guanidina-HCI 6 M, pH 8.1.



Cuantificacion de proteina total mediante el ensayo de BCA

Para la cuantificacion de proteina total se prepar6 una solucién estandar de BSA pesando
2.00 mg de BSA en balanza analitica y disolviendo en 1 mL de PBS. Para la curva patron
se prepararon soluciones de BSA mediantes diluciones seriadas a partir de la solucién
estandar con con las siguientes concentraciones: 2,000 pg/mL, 1,500 pg/mL, 1,000
pg/mL, 750 pg/mL, 500 pg/ml, 250 pg/mL, 125 pg/mL y 0 pg/mL. Las soluciones de la
curva patron se montaron por duplicado en placas de 96 agregando 50 pL. Luego, se
cargaron por duplicado 50 pL de las muestras Oseas (extractos y control de cada
tratamiento) en las placas de 96 pozos. Se utilizé el kit BCA Protein Assay (Santa Cruz
Biotechnology Inc., nimero de catdlogo SC-202389). Las placas se leyeron en un
espectrofotometro (FLUOstar Optima, BMG Labtech, Ortenberg, Alemania). Se
determind la concentracion de las muestras mediante la ley de Beer y se realiz6 un anlisis
estadistico.

Cuantificacion de proteina BMP-2 mediante ELISA

La cuantificacion de proteinas BMP-2 se realizé utilizando el BMP-2 Quantiquine Kit
(R&D Systems, nimero de catdlogo DBP200) segun las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se agregd 100 puL de diluyente de ensayo RD1-19 a cada pocillo, se agrego
50 uL de estandar, control o muestra por pocillo y se incubd durante 2 horas a temperatura
ambiente en un agitador de microplacas orbital horizontal. Posteriormente, se aspir6 cada
pozo Yy se lavaron con buffer de lavado, repitiendo el proceso tres veces para un total de
cuatro lavados. Después del ultimo lavado, se elimind cualquier resto de tampén de
lavado. Se agregd 200 uL de conjugado BMP-2 a cada pocillo y se incubé durante 2 horas
a temperatura ambiente en agitador. Nuevamente, se aspiré cada pozo y se realizaron 4
lavados con buffer de lavado. Se agregd 200 pL de solucion de sustrato a cada pocillo y
se incub6 en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se agreg6 50 pL de
solucidn de parada a cada pocillo. Se determind la densidad Optica de cada pozo utilizando
un lector de microplacas ajustado a 450 nm y a 570 nm. Se realiz6 una correccion de
longitud de onda restando las lecturas de 540 nm y de 450 nm. Se determind la
concentracion de proteina mediante la ley de Beer y se realiz6 un analisis estadistico.

Microscopia electrénica

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

Tincion histoldgica de hematoxilina-eosina

Las muestras 6seas de cada tratamiento se quebraron utilizando nitrogeno liquido y un
mortero. Posteriormente las muestras fueron sumergidas en distintas soluciones en el
siguiente orden y periodos de tiempo: hematoxilina durante 2 minutos, agua durante 2
minutos, carbonato de litio durante 15 segundos, agua destilada 5 minutos, eosina durante
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35 segundos y finalmente agua durante 5 segundos. Para la deshidratacion y aclaramiento
de las muestras Oseas se realizo lavados seriados de etanol graduado y xilol. Por altimo,
se realizd el montaje con medio de montaje Dako CS703 y se observo las muestras al
estereoscopio.

e Objetivo 4

Se particip0 en la organizacion de varios eventos cientificos de alcance internacional en
colaboracion con entidades reconocidas como la “Society for Muscle Biology” y el
Organismo Internacional de Energia Atomica (OIEA). Se participé ademas con ponencias
orales y de poster en estos y otros eventos cientificos, segun se describe en el documento
.

Adicionalmente, se preparo articulos cientificos y se mencioné la metodologia y alcances
del proyecto en actividades docentes como en el curso de “Ingenieria tisular”, que es parte
de la carrera de Histocitotecnologia, impartida en la Universidad de Costa Rica, y el curso
“Fundamentos del cultivo de células animales”, que corresponde a una materia electiva
de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia del TEC.

RESULTADOS Y DISCUSION

e Objetivo 1
Modelo de estudio y ablacion de la muestra.

Se intento realizar el procedimiento de ablacion de la forma méas semejante posible, en
cuanto a las condiciones quirdrgicas y asépticas, a la extraccion que se haria en un
paciente humano. ElI manejo aséptico resulta importante puesto que entre mas baja se
mantenga la carga microbiana (contaminacion inicial o “bioburden”), mas certeza se tiene
de que los procesos de desinfeccion o esterilizacion seran suficientes para
contrarrestarlos. Se extrajo los tejidos de forma exitosa, retrayendo el glateo profundo e
incidiendo a través de su tendon.

Una vez extraido el tejido, este se trasladé a las instalaciones del Centro de Investigacion
en Biotecnologia (CIB), donde se procedid a su procesamiento, que consistio de limpiar
el tejido de restos de sangre, grasa, cartilago y otras estructuras.

El modelo experimental porcino resulté apropiado puesto que simula fielmente diferentes
sistemas humanos tanto desde el punto de vista fisiol6gico como anatémico, dado que es
similar en tamafio, distribucion de la anatomia y valores de fisioldgicos y bioquimicos
como la presion arterial e indice cardiaco (Sdenz Medina et al., 2008).
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e Objetivo 2
Esterilizacion de las muestras

A todas las muestras se les removié de manera mecanica restos de tejido muscular y
adiposo remanente, y se les aplico inicialmente un lavado superficial. Posteriormente se
les realizo el proceso de esterilizacion quimica o fisica (irradiacion) segin correspondiera.
Entre las opciones que se han desarrollado para asegurar la asepsia del tejido, se
encuentran métodos de desinfeccion quimica y métodos de esterilizacion por irradiacion.
La desinfeccion quimica se ha desarrollado a traves del uso de antibioticos o de sustancias
como el perdxido de hidrogeno (H20:2), los cuales, si bien no aseguran la esterilidad
absoluta, alcanzan un nivel de limpieza aceptable. En el caso del uso de H202, laremocién
de células del donante, antigenos y agentes citotoxicos de la matriz reduce el rechazo a la
vez que tienen un menor impacto en la integridad del tejido. Sin embargo, existe
controversia sobre su uso, pues se les ha relacionado a alteraciones histolédgicas y en las
propiedades mecanicas del tejido cuando se utilizan concentraciones mayores al 30% de
H>O> durante tiempos mayores a 15 minutos de exposicién (Dantas et al., 2021).

En este caso, para la esterilizacion quimica, se hizo uso de antibidticos de amplio espectro
que actuan principalmente sobre organismos gram negativos como la gentamicina
(aminoglucosido) y la cefalotina (cefalosporina de primera generacion). Adicionalmente,
el acido peracético (CHsCOsH) es un biocida de amplio espectro y bajo residuo que, sin
embargo, resulta altamente corrosivo, lo cual es un aspecto a tomar en cuenta con respecto
a la integridad de las muestras biol6gicas.

Respecto a los métodos de esterilizacion, se han desarrollado métodos basados en el uso
de déxido de etileno, tratamientos con calor y la irradiaciéon de tejidos. El uso de estos
métodos reduce la carga microbiana mas profunda a niveles sumamente bajos por lo que
se considera que esterilizan el tejido. No obstante, la aparicion de residuos toxicos ha
hecho que algunas de las técnicas pierdan vigencia (Dantas et al., 2021).

En el caso de la esterilizacion por irradiacion, se trata de un proceso con mayor capacidad
de penetracion que los electrones y los esterilizantes quimicos (liquidos y gaseosos), lo
cual es deseable para el proceso de esterilizacién, pero un aspecto a considerar con
respecto a la integridad de la muestra.

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) capaz de producir cascadas de ionizacién 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 J/kg. La unidad utilizada anteriormente fue rad: 1 rad = 10 2 J/kg, por lo
tanto 1 Gy = 100 rad, o0 25 kGy = 2,5 Mrad (Dziedzic-Goclawska, 2005).

En el caso particular de la irradiacion gamma, se ha documentado que presenta poder
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 (Yusof, 2018).
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Desde mediados de la década de 1950 se registraron ensayos clinicos sobre la eficacia de
los injertos 6seos humanos esterilizados mediante irradiacion (Dziedzic-Goclawska, et
al., 2005). Lotty et al. (1990) encontré que la eficacia clinica de los aloinjertos sometidos
a 25 kGy fue comparable con injertos 6seos no-irradiados. En nuestros ensayos, se
encontrd que la dosis de 25 kGy fue suficiente para alcanzar el nivel de garantia de
esterilidad aceptable (SAL, del inglés “sterility assurance level”) (Dziedzic-Goclawska,
2005). Ademés de eliminar poblaciones microbianas, la irradiacion inactiva virus,
micoplasmas y reduce el contenido de endotoxinas (Singh & Singh, 2021).

Calibracion de los dosimetros y mapeo de dosis

La dosis utilizada de 25kGy corresponde a la internacionalmente recomendada por el
Organismo Internacional de Energia Atémica para la esterilizacion de tejidos con fines
terapéuticos (Sharpe & Miller, 2009) (figura 1).

En el proceso de alcanzar la dosis de 25kGy, los tejidos tienden a elevar la temperatura,
lo que se buscd subsanar con el uso de hielo seco en la cAmara de irradiacion.

Como fuentes de incertidumbre en dosis para el proceso de calibracion de los dosimetros
se considerd las variables de: determinacion de la dosis de irradiacion, la dispersion
dosimetro-dosimetro, por la curva de calibracion, el efecto de la temperatura y la
influencia del espectrofotdmetro en la lectura del dosimetro (repetibilidad y variacion por
la longitud de onda), esta informacidn se encuentra resumida en el cuadro 1.

Cuadro 1. Fuentes de incertidumbre del proceso de calibracion de los dosimetros
PERSPEX RED.

Fuente Tipo Distribucion de probabilidad
Determinacion dosis B Normal
Dispersion dosimetro-dosimetro A Normal
Curva de calibracion A Normal
Efecto de la temperatura B Normal
Espectrofotémetro A Normal

Las incertidumbres asociadas a la curva de calibracion y a la dispersién dosimetro-
dosimetro se determinaron mediante analisis de residuo. Para el caso de la curva de
calibracion, se refiere a la variacion en dosis entre el valor promedio que registraron los
dosimetros y la dosis a la que fueron irradiados. La incertidumbre en la determinacion de
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la dosis fue del 1.95 %. En la dispersion dosimetro-dosimetro, también se incluye la
reproducibilidad.

El cuadro 2 muestra los valores de dosis limite establecidos para el proceso de irradiacion,
para cumplir con la esterilizacion y evitar la alteracion del material (ISO 11137-2:2013).

Cuadro 2. Dosis establecidas para el proceso de esterilizacion de hueso.

Tipo Dosis (kGy) Detalle
25 Dosis de esterilizacion
35 Debe ser la maxima aceptable, en que el
material no se vea afectada sus propiedades

Figura 1. Desinfeccion del material 6seo. Los huesos, una vez cortados en fragmentos
de 1lcm de largo, se sometieron a un lavado general con suero fisiolégico, y
posteriormente al proceso de esterilizacion segun correspondiera, a saber: (A) Ninguna
adicional, de forma que funcionaran como control; (B) Esterilizacion quimica, consistente
de peroxido de hidrégeno y suero fisiologico con antibioético y (C) Esterilizacion por
irradiacion con rayos gamma utilizando una dosis de 25kGy.

Control microbioldgico

Al realizar los controles microbiolégicos se encontr6 que efectivamente, las muestras con
desinfeccion superficial mantenian la presencia tanto de bacterias como de hongos, segln
se detecta con el crecimiento de microorganismos en medio de cultivo semisdlido (agar
ARE y PDA). Adicionalmente, para verificar el proceso de esterilizacién por medio de
irradiacion se utilizo esporas del indicador bioldgico B. pumilus, las cuales se caracterizan
por ser altamente resistentes, por lo que se utilizan para monitorear la efectividad de los
procesos de esterilizacion por radiacion.

Los tratamientos de esterilizacion quimica (EQ) e irradiacion (EI) no presentaron
formacion de UFC en las placas de PDA y ARE, indicando el éxito del proceso de
esterilizacion de estos tratamientos. (figuras 2a y 2b), mientras que, como se menciono,
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el tratamiento de desinfeccion superficial fue el Unico en que se obtuvo un resultado
positivo para los controles de PDA y ARE, con un nimero muy elevado de UFC en la
placa ARE. La grafica en la figura 2e refleja este comportamiento.

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. Es por esto que se recurrio al uso
de esporas de Bacillus pumilus. Se recurrid especificamente al uso de su presentacion en
tiras reactivas con un millon de esporas cada una. Al respecto, en la figura 2c se observa
que no hubo crecimiento de las esporas B. pumilus expuestas a irradiacion (EI), mientras
que las tiras con esporas no irradiadas dieron positivo (CP), ello se confirma por la
formacion de en grumos lechos en la parte superior del tubo. Asimismo, en la figura 2d
se observa crecimiento de esporas no irradiadas (CP) en placas de agar sangre, mientras
que las placas con esporas irradiadas (EI) dieron negativo.

Media de UFC
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Figura 2. Verificacion de la esterilidad. Se realizo el recuento de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) en cuatro diferentes medios de cultivo microbioldgico: (A) Agar papa
dextrosa (PDA); (B) Agar de recuento estandar (ARE); (C) Medio CASO y (D) Agar
sangre, donde se utilizaron con esporas del microorganismo Bacillus pumilus (ATCC
27142) como indicador bioldgico para la confirmacion del proceso de esterilizacion por
irradiacion. (E) Comparaciéon cuantitativa de las UFC segin el tratamiento de
esterilizacion. De acuerdo con lo esperado tanto la irradiacion como el tratamiento
quimico bajaron la carga microbiana a niveles no detectables. CN: Control negativo, CP:
Control positivo, EC: Control de preservacion proteica, EQ: Esterilizacion quimica, y EI:
Esterilizacion por irradiacion.

e Objetivo 3
Biocompatibilidad y contenido proteico

Los procedimientos de conservacion, desinfeccion y esterilizacion pueden resultar
agresivos con el tejido, afectando su estructura molecular como, por ejemplo,
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desnaturalizando proteinas importantes para el mantenimiento de las propiedades
biomecanicas y promover la regeneracion del hueso durante procesos de reparacion.

Por esta razon, se evalu6 la biocompatibilidad de las muestras inoculandolas directamente
con células mc-3T3. Esto se realizo con el fin de evaluar la compatibilidad y citotoxicidad
del material, asi como su capacidad de estimular el potencial osteogénico de las células.
Los cultivos se mantuvieron durante una semana, Yy se registro el aumento de la poblacion
celular creciendo sobre todas las muestras como sobre andamios 3D, sin embargo los
resultados de las pruebas de Alamar Blue y cuantificacion de LHD no son concluyentes
(datos no mostrados) y las muestras se descartaron por sospecha de contaminacion
durante la fragmentacion de los tejidos, pues de los analisis microbiologicos se conoce
que antes de los pasos de fragmentacion e inoculacion las muestras se encontraban
estériles.

En cuanto a la cuantificacion de proteinas totales, se encontr6 que las muestras tratadas
con irradiacion presentan un contenido proteico comparable al de los controles que
recibieron solamente un lavado superficial (Fig. 4A).

El potencial osteoinductivo de los injertos 6seos, causada por proteinas morfogenéticas
6seas (BMPs) presentes en la matriz organica ésea, 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 (Dziedzic-Goclawska, 2005).

En este sentido, al cuantificar especificamente el contenido de BMP-2 en los fragmentos
0seos, se encontré que tanto las muestras tratadas con desinfeccion quimica como la
esterilizacion fisica presentan cantidades similares de esta molécula entre si y con
respecto al control (Fig. 4B). Considerando que el BMP-2 es un factor de crecimiento con
propiedades morfogénicas, requerido para el apropiado desarrollo de hueso y cartilago,
este resultado es importante puesto que sugiere que los tejidos mantendrian la capacidad
de apoyar procesos de regeneracion luego de su implantacion.

La matriz extracelular es particularmente importante para el tejido 6seo debido a que
determina sus propiedades biomecanicas, lo que a la vez se relaciona directamente con su
funcién de sostén y movimiento.

Resulta importante considerar que una alta dosis de radiacion ionizante puede evocar
numerosos cambios fisicos y quimicos que pueden afectar la calidad biologica de los
aloinjertos de tejido. Por lo tanto, en esta investigacion interdisciplinaria se estudio los
efectos de la desinfeccion quimica y la esterilizacién por radiacién en la degradacion de
proteinas en general, y particularmente del colageno, al ser un constituyente primordial
de todos injertos de tejido conectivo.
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Figura 3. Recuperacion y cuantificacion de proteinas. Se realizd una extraccion de
proteinas a partir del material 6seo y se cuantificaron mediante el método de BCA para
proteinas totales (A) y ELISA para la proteina BMP-2 (B). Se encontr6 que los huesos de
la desinfeccion superficial presentan los niveles de proteina total mas altos mientras que
los huesos sometidos a la esterilizacion quimica presentaron la menor cantidad de
proteina. Adicionalmente, mediante la técnica de ELISA en Sandwich, se cuantifico la
recuperacion del BMP-2 en 200mg de muestra.

Evaluacion de propiedades biomecéanicas

Se realiz6 una tincién de hematoxilina-eosina, la cual permite la deteccion de fibras de
colageno, las cuales se esperan de manera abundante en diferentes areas del tejido 6seo.
Se detectd que los pequefios fragmentos se tifieron de manera homogeénea, sugiriendo la
presencia de colageno en todas las muestras.

Se realiz6 ademas pruebas de compresién que, sin embargo, se sugiere repetir debido a la
presencia de variaciones en el angulo de corte de las muestras, afectando su
homogeneidad previa a la ejecucion de la prueba (datos no mostrados).

Adicionalmente, se realizé un analisis cualitativo de la ultraestructura de los fragmentos
0seos mediante microscopia electrénica de barrido. No se encontraron diferencias
evidentes entre los tres tratamientos, observandose algunas microfracturas que se asumen
producto del procedimiento de fragmentacion con el nitrégeno liquido y accion mecanica
con el mortero.
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Figura 4. Tincidon histolégica de hematoxilina-eosina. (A) Enjuagues. (D)
Esterilizacion quimica. (G) Esterilizacion por irradiacion. Visualizacion de la ultra-
estructura del hueso mediante SEM. Se realiz6 la comparacién de la estructura del
hueso luego de haber sido sometido al procedimiento de esterilizacion respectivo, la
comparacion se realiz6 de forma cualitativa a nivel microscépico mediante SEM a
diferentes aumentos. (B-C) Enjuagues (E-F) Esterilizacion quimica (H-I) Esterilizacién
por irradiacion. La barra de escala corresponde a2 mmen B, Ey H,ya 200 um en C,
Fel

e Objetivo 4

Este trabajo utilizd6 muestras porcinas y ejecutd procedimientos que son aplicables a
muestras provenientes de diferentes especies, incluyendo los humanos, lo cual permite
ampliar o diversificar la oferta que pueda tenerse en casos de demanda elevada de material
bioldgico. En Costa Rica existen actualmente tres bancos de tejidos, saber: el banco de
cérneas de la Caja Costarricense de Seguro Social, el de tejidos, perteneciente al Hospital
Nacional de Nifios, también estatal, y el Banco de Tejidos del Servicio Quirargico del
Hospital del Trauma, Instituto Nacional de Seguros de Costa Rica, que opera bajo una
modalidad privada, manteniendo la pertenencia a una entidad estatal.

El Tecnol6gico de Costa Rica, mediante el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos 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
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equipamiento y oferta para la instauracion y diversificacion de este tipo de
establecimientos. Desde varias décadas atras ha colaborado con el Organismo
Internacional de Energia Atomica en la elaboracion de “Guias para la operacion de bancos
de tejidos” y “Cddigos de practicas para la esterilizacion por irradiacion de tejidos
humanos para uso clinico” (Alvarez, 2013; y Kairiyama, 2013). Con este trabajo, por
ejemplo, se logro una esterilizacion apropiada del hueso mediante radiacion gamma sin
afectar de manera significativa propiedades deseables de la matriz tisular. Si bien el
irradiador del TEC 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 pais para la ejecucion de las guias y practicas
mencionadas; queda aun trabajo por realizar, sin embargo, representa un primer paso
exitoso. Se debe continuar ademas el trabajo y concientizacion en aspectos normativos,
administrativos, y de logistica implicados en el proceso, como la importacion y acceso a
algunos insumos y equipamientos clave. Por lo anterior, se invita a sectores
gubernamentales, médicos, importadores, académicos y otros involucrados a continuar
colaborando a este objetivo, con el beneficio para el pais, su avance tecnoldgico y la
calidad de vida de sus habitantes.

CONCLUSIONES

Se realiz6 una curva de calibracién y mapeo de dosis en la cAmara del irradiador,
generando mayor confianza y homogeneidad en el proceso de irradiacion de muestras.

Se sometié muestras Gseas a procedimientos para contrarrestar su carga microbiana tanto
quimicos como fisicos (radiacion gamma). Ambos procedimientos son ampliamente
utilizados a nivel internacional. En las pruebas realizadas se observé que efectivamente
ambos métodos cumplen el objetivo de reducir la contaminacién sin afectar propiedades
deseables en la matriz de las muestras dseas. Se observo que en ambos casos se sigue
detectando la presencia de proteinas, particularmente colageno y factores de crecimiento
como el BMP-2.

El TEC realiza este tipo de trabajos con el fin de apoyar a los 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 regién
centroamericana.
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Apéndices:

Informe complementario sobre aspectos de irradiacion, preparado por el
M.Sc. Walter Vargas

Calibracion de los dosimetros

Los dosimetros utilizados fueron Perspex RED tipo 4034 (batch PS), fabricados a
partir de polimetilmetacrilato (Harwell Dosimeters, UK). Para la irradiacion de los
dosimetros se utilizd un sistema de irradiacion autoblindado de la marca Isotop,
modelo Ob-Servo Ignis (Izotop, Hungary), que cuenta con 24 fuentes de Co-60. La
camara de irradiacion es de forma cilindrica con 15 cm de didmetro interno y 27 cm
de alto, fabricado en acero con un espesor de 2 mm. Las dosis de irradiacion fueron:
5,10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 kGy, Sharpe, P. et al [1], propone gue se deben de utilizar
al menos 5 puntos para construir la curva de calibracion. La incertidumbre en la
determinacion de la dosis fue del 1.95 %.

Para la irradiacion de los dosimetros se utiliz6 un maniqui fabricado de PMMA, de
forma cilindrica con 1.26 cm de radio externo, 0.86 cm de radio interno y 6.82 cm de
alto, colocado en el centro de la cAmara de irradiacion. La capacidad del maniqui es
de 2 dosimetros, por lo que se realizaron dos rondas de irradiacion, ya que se utilizaron
4 dosimetros por dosis (figura 1). La lectura de los dosimetros se realizd con un
espectrofotometro  UV-Visible Evolution 220 marca Thermo (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA), en modo absorbancia en la longitud de onda (1) de
640 nm y se realizd una medida por dosimetro.

Figura 1. a) Posicion de los dosimetros dentro del maniqui y b) posicion del maniqui
dentro del porta muestras.
Los dosimetros Red tienen un espesor de 3 mm, pero debido a la variacion de este
espesor de + 0.55 mm [2], que influye en las lecturas de la absorbancia, se utilizo la
cantidad Ilamada absorbancia especifica A,, que es calculada mediante la ecuacion
[3]:

m=E2

e

Donde, Abs es la absorbancia a una longitud de onda definida, e es el espesor del dosimetro
en milimetros.
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Para la construccion de la curva de calibracion se grafica A; en funcion de la dosis,
realizando un ajuste polinomial. Se grafican todos los valores de A; obtenidos, para
que el ajuste de la gréfica considere la variacion entre dosimetros irradiados a una
misma dosis [1]. Se verifica la normalidad de los residuos mediante el método
Anderson-Darling [4].

Incertidumbre del proceso de calibracion

Se estudiaron las siguientes fuentes de incertidumbre en dosis para el proceso de
calibracion de los dosimetros: determinacion de la dosis de irradiacion, la dispersion
dosimetro-dosimetro, por la curva de calibracion, el efecto de la temperatura y la
influencia del espectrofotdmetro en la lectura del dosimetro (repetibilidad y variacion
por la longitud de onda), esta informacidn se encuentra resumida en el cuadro 1.
Cuadro 1. Fuentes de incertidumbre del proceso de calibracion de los dosimetros
PERSPEX RED.

Fuente Tivo Distribucién de
P probabilidad
Determinacion dosis B Normal
Dispersién dosimetro-dosimetro A Normal
Curva de calibracion A Normal
Efecto de la temperatura B Normal
Espectrofotometro A Normal

Las incertidumbres asociadas a la curva de calibracion y a la dispersion dosimetro-
dosimetro se determiné mediante analisis de residuo. Para el caso de la curva de
calibracion, se refiere a la variacién en dosis entre el valor promedio que registraron
los dosimetros y la dosis a la que fueron irradiados. Esta componente se calculd
mediante la ecuacion [1]:

= 2
51, (25 2E100)

: 2

n

Ocurva (%) =

Donde, D es la dosis promedio medida con los dosimetros, D es la dosis a la que
fueron irradiados los dosimetros y n es el niUmero de puntos graficados, que fueron 8.
Para la determinacion de la incertidumbre por la dispersion dosimetro-dosimetro se
calculé mediante la ecuacion [1]:

2
Nmed(Pd,i~Di
i=1 (— *100

. ©)

Nimed ~Majus

Odosim (%) =

Donde, D, es la dosis reportada por cada dosimetro, D es la dosis a la cual fue
irradiado el dosimetro, n,,,.4 €s el nimero total de dosimetros utilizados y n s s el
namero de parametros del ajuste. En la dispersion dosimetro-dosimetro, también se
incluye la reproducibilidad. Como se indico en el proceso de irradiacion de los
dosimetros, debido a las dimensiones del maniqui fue necesario hacer 2 rondas por
dosis de irradiacion.
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Para el caso de la influencia del espectrofotdometro se tomaron 5 medidas de la
absorbancia a un mismo dosimetro. Ademas, el espectrofotometro tiene una
resolucion de 0.1 nm, por lo que se midid la variacion de la absorbancia debido a este
cambio. Las incertidumbres por el espectrofotometro se estimaron como
incertidumbres tipo A [5].

Mapeo de dosis
El cuadro 2 muestra los valores de dosis limite establecidos para el proceso de

irradiacion, para cumplir con la esterilizacion y evitar la alteracion del material. [6]
Cuadro 2. Dosis establecidas para el proceso de esterilizacion de hueso.

Tipo Dosis (kGy) Detalle

Dt 25 Dosis de esterilizacion

Debe ser la maxima aceptable, en que el material

Dimaz,ace 35 no se vea afectada sus propiedades

En lairradiacion de hueso se utilizo hielo seco para mantener las muestras congeladas.
En el proceso de mapeo de dosis para determinar las dosis: maxima, minima y de

monitoreo, se utilizé un polimero granulado o en pellets de densidad de 1.25 g/cm3

para simular al hielo seco y hueso. Para la simulacion de hueso, 3 recipientes fueron
llenados aproximadamente a la mitad de su capacidad y en medio se coloc6 un
dosimetro. Ademas, se utilizo 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,,ax) Y
minima (D,,;»). Este proceso fue repetido en 3 ocasiones [7].

~ Dosimetro _
Monitoreo

"~ 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
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Figura 2. Patron de carga y posicion de los dosimetros.
Incertidumbre del proceso de irradiacion

Para esta parte, se siguio con lo establecido en la norma ISO 11137 parte 4 [7], para
la determinacion de la incertidumbre del proceso de irradiacion y establecer el rango
de dosis del dosimetro de monitoreo (D,,,,), €n el control de rutina del producto
irradiado. La incertidumbre del proceso de irradiacion (apmc) estd dada por la
ecuacion:

— 2 2 2 2
Oproc = \/O'cal + Orep + Omagq + Omap (4)

o.q Se refiere a la calibracion de los dosimetros RED. Las restantes fuentes de
incertidumbres fueron calculadas como tipo A y a continuacion se detallan cada una
de ellas: oy, €s la incertidumbre por reproducibilidad determinada por la
variabilidad en la lectura del dosimetro de monitoreo. o,,,,, Se debe a variaciones del
irradiador en el proceso de irradiacion. A pesar de que en el patron de carga se ha
indicado la direccion en que debe ser colocado el cilindro en la zona de carga en el
irradiador, puede ocurrir que en la préctica esto no suceda y la orientacion del
dosimetro de monitoreo sea otra. Esta variacion en la dosis por la colocacion del porta
muestras, se debe a que las fuentes que rodean a este cilindro no tienen la misma
actividad. o4y, €s la incertidumbre del mapeo, y dependera de los valores de dosis
minima (D) Y maxima (Dy,.,), cOmo también del nimero de repeticiones (n)
realizadas.

Como 0yep Y Omaq estan relacionadas con el dosimetro de monitoreo, estas dos
fuentes de incertidumbre se agrupan en:

O-rzlaq,comb = aﬁep + arzrlaq )

La incertidumbre del proceso se divide en minima y méaxima, quedando de la forma:

(0L — 2 2 2
Oprocmin(%) _\/O-cal'l'o-maq,comb *t0mapmin

(6)

O'proc,max(%)=\/0'c2a1+0'12naq,comb +0—12nap,max
Obtenidas las incertidumbres del proceso, se establecieron los valores limite del
dosimetro de monitoreo: dosis objetivo minima (DObj,min) y dosis objetivo maxima
(DObj,max), los cuales se calculan mediante las siguientes ecuaciones:

Dobimin= Dest 1 .
Jmin Rmin/ 1_k_aproc,mln
mon 100 (7)
Dmax,acc 1

DObj,max:

ag
RIGX 1o (141 TETOCTER)

Donde, Rmin/mon y Rmax; - son las razones de Dy, entre Dpon Y Dipgy €Ntre

Dimon, respectivamente. El valor de k es el factor de cobertura, que es igual a 2, para
un nivel de confianza del 98 % para un solo lado o cola de la distribucién. Definidas
estas dosis objetivo, se espera que los valores de dosis de los dosimetros de monitoreo
se encuentren entre Doy, i min ¥ Dobjmax €N €l proceso de irradiacion de rutina.

Irradiacién de indicadores microbiologicos
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Indicadores microbioldgicos para evaluar la efectividad de la dosis de esterilizacion
fueron colocados dentro de los recipientes que contienen el polimero, manteniendo
las condiciones de irradiacion propuestas en el mapeo de dosis (figura 3).

Figura 3. Proceso de irradiacién de los indicadores microbioldgicos para la evaluacion
de la dosis de esterilizacion. a) Colocacién de los indicadores dentro de los
recipientes, b) posicion de los recipientes dentro del porta muestras, c) colocacion de
la bolsa con polimero que simula el hielo seco y d) colocacion del porta muestras en
el irradiador.

Irradiacion de hueso

Las muestras de hueso fueron colocadas segun el patron de carga mostrado en la
figura 2, pero solo colocando el dosimetro de monitoreo para el control dosimétrico.
El control de la temperatura dentro de la cAmara de irradiacion mientras las muestras
fueron irradiadas, se utilizé una termocupla. La figura 4 muestra el proceso de
irradiacion.
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Figura 4. Proceso de irradiacion de hueso. Los nimeros indican la secuencia del
proceso.

1. Resultados

La figura 5 se presenta la curva de calibracion obtenida de la irradiacion de los
dosimetros segin la metodologia planteada. El ajuste propuesto fue polinomial de
tercer grado y se determind que los residuos son normales. Ademas, se obtuvo que la
precision en la medida de la absorbancia especifica promedio por dosis de irradiacion,
las incertidumbres estuvieron por debajo del 2 %, con un factor de cobertura k = 2.

0.350

— 0.300 -

Absorbancia especifica (mm-1
o e e @
- [ ~
g§ 8 8 &

5 &

o
w

10 15 20 25 30 35 40 45
Dosis (kGy)

* Absesp Polinémica (Abs esp)

Figura 5. Curva de calibracién de los dosimetros Perspex RED.
Del estudio de las fuentes de incertidumbre en el proceso de calibracion de los
dosimetros, se determiné que la incertidumbre por el espectrofotometro en la medida
de la absorbancia por repetibilidad a un mismo dosimetro fue del 0.03 % y su
influencia en la incertidumbre en dosis fue del 0.04 %, este mismo resultado se obtuvo
por la variacion en la longitud de onda de 0.1 nm, por lo que ambas, no fueron
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consideradas en el presupuesto de incertidumbre total de la dosis. Para el caso de la
influencia por temperatura, Whittaker B. et al [8], en su estudio sobre la influencia de
la temperatura en la absorbancia especifica en este tipo de dosimetros, determind que
no es significativa a 30 °C. Esta fue la temperatura maxima a que fueron expuestos
los dosimetros, y fue dentro del irradiador. Por lo que, las fuentes de incertidumbre
en dosis por calibracion de los dosimetros se redujeron a: influencia por la curva de
calibracién, dispersion dosimetro-dosimetro y por la determinacion de la dosis. En el
cuadro 3 se resume esta informacién en que también se incluyen los resultados del
proceso de mapeo de dosis.

Cuadro 3. Presupuesto de incertidumbre en dosis del proceso de irradiacion de hueso.

.. ... | Coeficient | Contribuci6
. Distribucion
. Incertidumb e de nala
Fuentes Tipo . de o i .
re tipica - sensibilida | incertidumb
probabilidad d re
Calibracion dosimetros
Determinacion de la dosis B 1.95 1 1.95
Incgrtldu_rpbre por Curvas de 0.22 1 0.92
Calibracion
Dlspersmn dosimetro- A 139 N 1 139
dosimetro
Variaciones en el producto y
su ubicacién
Reproducibilidad A 0.38 N 1 0.38
Mapeo: Maxima [ Minima | A | 141 | 0.37 1 141 | 0.37
Maquina A 0.53 N 1 0.53
Suma cuadratica 8.20 | 6.35
Incertidumbre combinada
(k=1) 2.86 | 2.52
Incertidumbre expandida
(k=2) 5.73 | 5.04

El indice de conformidad indica la variacién entre la dosis maxima y minima, y se
calcula mediante la razén entre ellas (RmaX/min). El resultado obtenido fue 1.1119,

lo cual indica una diferencia del 11.19 % entre ambas dosis, esta diferencia se debe a
las dimensiones de la muestra y como se encuentran distribuidas dentro de la cAmara
de irradiacion. En el cuadro 4 se presenta el rango de aceptacion para el dosimetro de
monitoreo para el control de rutina en la irradiacion de hueso.

Cuadro 4. Rango de dosis para el dosimetro de monitoreo para el control de rutina, en
el proceso de irradiacion de hueso.

D objmax
32.45

Dob]',min
25.01

Donon (KGY)

***Continla el resultado con los indicadores microbiolégicos.
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Del proceso de mapeo también se determind que la razén entre la dosis minima y de
monitoreo (Rmin/mon) fue de 1.0503, lo cual indica una diferencia en dosis del 5.03

%. Ademaés, se determind una diferencia entre la dosis minima y la dosis nominal del
4.5 %. De los anteriores resultados, se realizé el ajuste del tiempo de irradiacion para
cumplir con lo establecido en el cuadro 2.
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Palabras clave

Medicina regensrativa; pisl; muscuio, calulas madre masenquimalss 42 tejido adiposo; cancer.
foguimicos.

Resumen

& Laboratorio de Ingsnieria de Tejidoe (LAINTEO) del Gentro de investigacian sn Blotscnologla
(0iB) o= la Escusia os Blologia del Instituto Tecnologico de Costa Rica {TED) nackd en el 2006
con &l objstivo de dessrroliar teraplac celulares para plCaOIONSa 8N Medicing ragenerativa.
Actuaiments, el LAINTEC aloja mas de una decena de proyscios multidizoiplinarios, realizados
&n colaboracion oon otros centrog ds Investigacion y con ofras universidadea a nivel naclonal
e internacional. Eztas investigacionss e enfocan en ol aszarrofio y evaluacion de impiantes.
biomatsrsies y terapiss regsnerativas ds pisl, moscuio y huseo. Incluyendo el alslamisnto
y caracterizacion oe células madre messnquimaiss oo tsjido adiposo. Ademas, &8 han
setabiecido modsios oeluiarsa y tizularas para Ia evaluacion dsl potencilal bloactivo de distintos
agsnies con potenciales aplicacionss en biomadicing.

Keywords
Asgsnsrative medicing; okin; muscle; messnchymal adiposs stem cslis; cancser, phytochsmicalz

Abstract

The Tiszus Enginesring Laboratory (LAINTEO) at the Blotechnology Ressarch Oentsr (OIB) of
e Blology School st Coats Fica Instituts of Technology (TEO) bagan In 2005, alming towards
the devalopment of cell-bazed tharaples for applications In regenerative meagicing. Curranty.
LANTEO accommedatss more than a dozen muiticiacipinary research projects. carmed out
In co¥aboration with otner research cantsrs as well ag with other national and intsrnational
univecalies. Thece Investigations focus on the Oevelopment and evaluation of Impiants,
biomatsrigia and reganarative theraples of kin, muscie and bone tiasues, Including ths lsofation
and charactsrization of mesanchymal stem celle from adipoce tissus. In addition, cellular and
fasus modsis are used for tha evaluation of the bloactive potantial of natural and synthetio
agsnta with potsntial applications in biomedicing

ikrotkic
B cuthve csiular 8c 1a tecnica mediants la cual una muestra de aigon tsfido ez procezada
para extrasr 1ac cakisc que lo componsen y se colocan en un medio de alimentacion bajo las
condicionss amblentalse adecuadas qus ee permiian sobrsvivir & Incluao dividires. Ademas de
anidirse (usualments por mitosie), las celulas cultivadas pusden ezpecializarse an otros tipos
celutaras con funcionss especificas (proceso conocido como diferanciadion), con lo cual son
capates O desampsfiar funclonss andlogas a iae que tendrian en distintos tejldos U organos
det cuerpo [1].

B cultivo y propagacion gs Ostuisa snimales ton fundamentaiss para diversos snsayos sn Ia
investigacion blomadica y praciinica. B rapido crecimisnto en aress como la terapla genica,
Ia gendmica y la protsdmica ha dado fugar & un sumento notable en a2 actividades de cultivo
celutar [2]. Las técnicas de cultivo ceduisr pusden ser utlizagas para estudiar & Impacto
biokigice de sustancias guimicas en condicionss controladas de laboratorio y asi gstsrminar
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afectos talss como citotoxicidad, gsnotoxicidad, mutagenssic y carcinogenesis en tipos
sspacificos os celulas. Ademas, lot oultivos celulares 98 puedsn usar como hospedaros de
virue y bacterias para estudiar su mecanismo de Infaccion 0 bien, para buacar poeibles agentes
antiviraies 0 antibacteniancs. Los cultivos celularsa tambien puedan 36r Uiizados como madsios
para ef estudio ds diversas enfsrmsdades y su desarrolio, y son base para Ia siabaracion ds
vacunag, desarrolio 0= medicamentcs, tsraplas oslulares y otrog [2]. De Intsras para este
ariculo, 0sataca la Ingenisma o THjigos, un area cirectaments relacionada al desamolio gus =2
na dado en medicina y biclogia durants las Oiimsa décadas [3].

£l tarmino “ingenisria de tejidos”, Tus Crasdo para repraasntar un campo ds ia clencia snfocado
en i3 regeneracion de tejidos, utiizando osélulas en conjunto con blomatsriales, andamios y
factores de cracimienio [4]. Hazata mediacos de la decada ds 1880, sae 1srmino fus utiizago de
manera regular para desonidir dnicamsnts el uso de dispocitivos proatsticos y biomatsriaies, a
partir gs 1887 2= utlliza 1a gafinicion actual, rafiriendose ds mansara mas olars, a la apicacion ge
principios y matodos ds ia ingsnieria y de clencias o= Ia vida, hacls ia comprenaion fundamental
de las rslacionsa estructura-funcion en mamiteros, y &l desarrolio de susiitutos bioiogicos qus
raztaursn. mantsngan o mejorsn eca funcion [3). Por el ipo de aplicacionse de la Ingsnieria
de Tejidos, esta disclpina & su vez eota sniazada oon Ia cirugfa reconciructiva, trasplantss,
microcirugfa. blologia celutar, bloquimica. genstica, entrs otros [3].

Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Centro de Investigacion en Biotecnologia

£l Laboratorio o2 ingsnieria os Tejldos (LAINTEC) g2 Cantro de Invsetigacion sn Biotsonologla
(CIB) de la Excusia de Blologia dal inetituto Tecnologico de Costa Rica (TEC) inkcid sn sl 2006
con el proyscto “Impiemsniacion de un sisiema de produccion ds pisl humana (n vitro para
mejorar la recupsracion 08 paclentse con afsccionss spldérmicas sn Costa Rica™, = cual fue
financlado por el Organiamo intsrnacional de Energia Atomica (O/EA) y el TEO, & Implementado
por sl Dr. Migust Rojaz Chaves, 1a M Sc. Maritza Guaersro Barrantes y la M.Sc. Slivana Alvarenga
Venutolo. Esta iniciativa permitio construlr y squipar un sapacio de isboratorio especializado
para el cultvo celular an & OIB, st cual fus Inaugurado en i 2006 y donde 22 Iniciaron log
MOUMMNMBSW&MﬂW“WﬂWW&pI“mM
afecolonss 06 ia plel Otfros osis proyectos, desarrokados 06 f0rma conescutlva entrs i 2006
Yy ol 2014, pefmiﬂeron estabiscer, optrmzar ¥y evaluar, madiants marcadorss molecularss yen
moasice animales, el cultivo ds pisl humana con finsa regenerativos [51-{7].

Ds formacompismentaria, 36 reallzaron dos proyectos (2007-2011) en conjuntocon ia Universidad
tlacional (LNA), donde 2 evalud el Uso e membranae de blomateriales (slaboradas a partir
de desschoz de Quitosanc ds camaron y coldgeno de tilapia) como andamio para & culthvo
de célulac de pisi y con mirs2 a desarrollar aposiios blologicos con potancial regenerativo [8).
Ademaz, 25 ejeoutaron doe proyectos (2008-2014) para ¢! setablscimiento de proceamisntos &
inatsiacionsa de ¥radiacion oon miras a is oreacion de Bancoa de Teldos en la region, tambien
con apoyo del O:EA y como parte de un programa de oolabaracion latinoamericano [8).

El desarmollo de satos proyectos Impulse ia consobidacion del arsa de investigacion “Arsa de
Biomeagicing” en el OB, la cual 28 tranaformo en el &rsa de 'm Biomadicas™ (2014).
snmarcada dsniro dei 8je de conocimiento setratégico “Salud™ del TEC y una de fas tree areas
formassa de Inveatigacion del OIS (junto con Bloteonoiogia Vegetal y Blotecnclogla Ambisntal)

Apartiragel 2012, 1as arsas g8 investigacion enel LAINTEQ es nandiversificado conslgerablements,
Inciuyendo proyectos multiaisciplinarios con otros centros de investigacion del TEO y con otrac
universidadas a nivel naclonal e Intamacionad. Eetas Iniciativasa gs han enfocado en proyectos os
ingenieria da isjidas, con miras ai desaroio de Implantse, biomateriales y teraplas regenerativas

32



Tecrologla en Marche, Vbl 32 Especial. Seliembre 2019 il
&9

25 Aniversano del Cantro de Invastigaciin en Biolecnalogis

de pisl, miaculo ¥ hueso en humanocs, scemas de continuar oon eatudios sn regeneracion ds
naridas, Incorparando el alsiamisnto y caracterizacion de células madre messnquimales de
18jioo adiposo y la evaluacion os distintos agentss con potencisies aplicacionsa en blomsdicina.

En el LAINTEC tambisn se cusnta con un paquefio banco oe lInsas csiulares de distintos tipos
de cancer y slgunas linsas de isfidos normales. y 26 han establecido modsios de cultivos
llsuiaras rigimensionalss de pisl humana, loe cuales o5 utllizan como modsios de eatudio para
realizar snsayos o5 clitoloxdckiad y de dstsrminacion de [a actividad bicicgica (basado en
marcadores molscularss de profiferacion, viab#dad y muerts osiutar) de suatancias G origen
natural. En 8stos modsios 6 ha evalusdo —-mayoritariaments- sl potancial anticancerigeno
ds diveraos axtractos oe plantas, Incluysndo plantss medicinalss (marninga, tempats. chiillio)
y sapecise frutales (mora, mango, manzana, guayaba) [10}-{17]. En el caso de e medelos
toulares, sl tratarse de reconatruccionse 3D, los conatructos de plel racrean de forma mas
carcana &l t8]lao in vivo, por o que parmitsn generar Informacicn pre-clinica ge alta callgad y
de mayor potancial pradictivo

A la facha, eatos proyecios han permitico capacitar a mas de diez Inveatigadores, quisnss han
mmommmemmmmmyoamamwﬂ egpeciallzagos en
Argentina, Uruguay. Espafia. Estados Unidos, inglatsera y Alsmania. Gracias a e2to, &l equipo do
irabajo ha crecido para ncorparar a i Dra. Laura A. Oaivo Castro (Ingeniena de Tejldos y Blologia
Celular y Molecular, 2008), #M.Sc. Oarolina Oentsno Cerdsz (ingsnieris de Telidos y Medicing
Regenerativa, 2008), M.5¢c. Montesrrat Jarquin Cordero (Mejoramiento genético y Blotscnoiogia,
2012). Ing. Marla inés Ohavez Rodriguez (Skotecnologia. 2013-2018), M.So. Andrea Uloa
Fernandez (Ingsnieria de Tejidoa, 2014} Ing, Jonan Morales Sanchez (Ingeniera de Tejidee,
2014). M.Sc. SBvia Oastro Fledra (Ingenieria de Tejioos, 2014), y Maria Olara Soto Bernardini
(Neurociencias, 2017). El LAINTEO tambien na alojado numerozce rabajos de graduacion de
satudiantss de la carrera de Bachilerato 6n Ingenlers en Blotscnologia (TEQ), varos proysctos
y pazaniiac de estugiantes naokonaies & internacionales, 38! cOMO teale 02 Masstria

En la sctualidad, & LAINTEC cuenta con trea |aborastorics egpsecializadoe: un Iaboratorio
degicado para la doosncla -0sbido al Incremento en la demanda de parzonal clentifico
cafficado oon experiencia sn &l mansjc de cultivo de células numanas y animales i vitro-, y dos
taboratorioa willizados para actividadss de Investigacion, sn donde se dezarolian 12 prayscios
(figuza 1) relacionados con Ingsnieria de tsfidos y bloactividad, en los qus o8 utliizan oultivos
osiuianss de pisl, o8luias madrs Messnquimaiss. masculo, hueso, y lneas celularas de distintos
ipos de cancer. y axperimentos con biomatertalss como Insumos primarios.

Cultivo de piel in vitro

Las experiencias de cultivo de pisl humana (n vitro y de ingsnisria s isfidos de plel realizadae
en sl LAINTEC, as! como racomendaciones para ia crioconssrvacion de piel cadaverica,
fusron reporiadaa praviaments en eats misma revista [6]-{9]. Estsz praclicas permitisron
sstablecer as condlciones y 1sonicas gensrales para & culivo primario o8 celulas de pisi de
origen humane y animal, escaiando hacla ia reconstruccion gs modeios trigimenzionalss 09
aats 1efido. Actuaiments, en el LAMTEC 93 e3tudia ol potsnclal quimicterapsutico de diversos
agentss bicactivos &n modsios de pisl in vitro,

For otro i3do, madiants colaboracionss Internacionalss (Universidad Teconica os Mdnioh,
y Universigad Ludwig Maximiliam, Alsmania). se han estudiado métodoe aRsrnativos
para la regensracion de I3 plel, garantizanco gu Gpropiada OXIgenscion y promoviendo su
vascularizaclon mediants el uzo de microalgas gensticaments modificadas para is libsracion
de oxigeno y factorsa de oraciméanio humano oomo VEGF, FDGF y SDF-1 aifa [18], [19].
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Figura 1, Cantdad do proyacios por afio (Inca cormrua ) realizados on el Labormono da Ingerieria do Topcos
(LAINTEC) aet Certro do Fveahgacion en Siotacrclogia (C18) dal Insatuto Jecnologeco do Costa Rca (TEC)
desde su crnacion {2006) a fa actuaiidad {2019). La linea puntoads indca of aroa do svestigacion da oz
proyectos vigartes por periodo. Las columnas indican la cansidad de publicaciones cientficas por afio € area do
nourocioncias oo descnbo on otro artiolso do asta mama edicion

Células madre mesenguimales

Otra de 1a2 lineas de Investigacion del LAINTEO sata relacionada al uzo de célulae madre. En
is2 Oitymac doo décadas, i tsjido adiposo Na patado ds ser considerado un tahdo os reserva
enargetica, a uno Mucho mas dinamico con numerossas cualidades, entre 133 gus dsctaca =l oer
materis prima pars detsrminagas teraplias celularas [1].

Ouando el tsjido adipoao ez diagregado en el iaboratorio, ibera una mezcia de c3ulas que
26 conocen como s Frsccion Eatromal Vaccular (FEV) [21. Ests cootsl de ostuisa Inciuye
cosiuisz madre messnguimales (OMM), csiufas precuracras sndotelialss, céluias endotsiiales,
macrofagos, celulas de musculo Biso, Infocitos, pericitos y praadipociios. Bajo lae condicionss
adecusdaa, Isz OMM zon capaces d@ adherires y prolifsrar en oondiclones o2 oultivo celular
20},

Tanto la FEV como a2 OMM han mostrado enar gran potencial en ia regensracion de heridas
cutaneas, por 1o qus setan slendo estudiados s nivel Intsrnacional oon el in de obtenser todas
12 evidercias clentificas necesariss para demostrar au Inocuidad y eficacla [21]. Oosta Alca
no &2 la excepcoion, ya que deads el 2015 n el TEC. 96 na venido astableciendo el alslamisnto
y caracterizacion molscular ds estas células, con miras & oOfracar Opolonss terapauticas
ahternativas a qulenss cutran de heridas agudas 0 oronicas en ta plel y otraa patologias

A la fecha, g8 na logrado exitosamante establecer Ioe protocolos gus permitsn obtener tanto
la FVE como ias OMM y o8 ha demostrado su potencial de difsrenciacion en varios tipos
cadulares. Por otro kado, 28 nan realizsdo pruebat en animaiss con & fin de obsarvar tu efsoto
regenerativo in vive. El proximo paso congists en realizar pruebas en seres humanos, para lo
cusl ef TEO busca allanzas estratégicas oon el sector caiud, qus permitan desarroflar ge forma
recponzable y etica cada una o2 Ia2 fases de Investigacion correspondlentss. de manera qus
28 pusda transferir 6stas sstralagiss como una tsrapla para atender diversas afeccionss de ia

plel.
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Masculo Esquelético

£l maaculo esquelstico 8atriado &2 el tajido mas sbundants del Cusrpo ¥ presenta si potsncial
de sef regenarado ras una herida o enfermedad [22]. Gin embargo, ia psrdida maciva de tsjido
muscutar, 52l como el padecimiento oS giferantss dlotrofias, Nacs que ecta reganeraciin o2 vea
comprometida, puss 95 raguiere de tecnicas espeolallzadae para au reconstruccion, muchas
de slias basadss en terapia cslular 8 Ingsnieria ds tsjidoe [23]. No cbatants, loe tratamientot
actusies basados en trasplants autologo o8 mUscwo eequeléetico o ia inyeccion ds celulas en
2USpension o Vs Intravenosa han sido poco exitosos [24]

Ls3 céiulas encargadas de la regeneracion muacuiar recibsn sl nombre de osiuias satelits. A
partir gel afo 2014, o5 Iniclo la Invsatigacion en sl OIB para establecer el alsismiento de sats
tpo de oslulazs. a fraves de tacnicas o= cultlvo celular. El cbjetivo que o2 bueca 62 1a creacion
de modsios tridimsnaionales i vifre 08 ias distrofiss muscularss mas comunsa en &l pals,
sal oomo mejorar ia calldad de vida de paclentsa con grandsa perdidas de 1sifdo muscular
a traveés ds terapia celular. La racraacion in viro de tejido muscular requisrs oS un esfusrzo
multidizciplinario y i3 utiizacion de blomateriales gue eimulen ia arguitectura cel tefido, acemas
de is gensracion de satimulos macanicos y sléctricoa, 1o cusl s fungamentsl para lograr sl
desarrclio ds flbras muscularas funcicnales [24].

De =ata manera, &8 ha rabajado en conjunto con ol Oentro de Investigacion y Extension
de Ingenieria de los Materiales (OIEMTEO) y las ssouslas de Fitica y Quimica del TEC, a2l
como con ofrog centros oS Investigacion nacionales como el Instiuto Cicdomiro Picado (IOF)
y &l Instituto de Investigaciones en Galud (INIGA). Estas colaboracionet &5 han nfocado &n
difersniec factorss que coniribulran o reproducir sn el laboratorto i3z condlicionss bajo lag
cusiss eois tejido oe regenera in vivo. Dantro del trabajo actuaiments en oazarrolio, @8 Incluys
un blorreactor que reallza sstmuloz meoanicoa & culivos celularss Inoculados sobrs matrices
de podicaprolactona (FOL) y un sistsma de genseracion o impuizos slectricos; amboe permitirian
Incrementar Ia arerenclacion muscular sobrs andamios ridimsnsionalss.

Esios proyectos e desamoilan con miras 8 genarar consiructos 08 musculo ecqueletico
fnoimensionaies que permitan sl estudio del mecaniemo de accion y reparacion del tejido
muscular ante Is exposicidn a toxinas que destruysn el mosculo ecqualstico, asl como para
modsiar 152 distrofias muscularsa mas comunss en Ooeta Alca. y Su LSO COMO MOCso d8
ectudlo para generar teraplas que mejoren I3 calidad de vida de 1oz pacientss con distintas
atscclonss del 18]i0o mozsculo esqueistico.

Hueso

£l 1sjido 0es0 comprends osrca del 15% del psso corporal y 63 & rezponzable de brindarle
estructura al cuerpo y protsger los organos intemos, ademas Os s¥maocenar nutrentss y
proguocir oros 18jidoa como la 2angrs [25]. A1 igual que 8l recto 0sl cusrpo. esis tejido pusds
3ufrir lesiones, fracturaz, enfermadacss que dfficulten ia movilldag sn Incluso conileven a la
pargida de un segmsnio 0280 Tradiclonaimsnts, cuandc aigun 2egmento 82 severaments
dafiado, este 38 resmpiaza por algun matsrial que simule ia estructura peraida, psro no los
companentss blologicos. En la actualidad, se tiende a la utiizacion ds matsriaiss mas bloactivos
y rasbzorbibles que puedan oar recolonizados por 33 calulas que componsn el tejido 0950 ¥
reestablecer ia funclonalidad compista ds 1a zona dafada [26], [28].

En conjunto con insttucionss del campo ds is Salud como si Hospital osl Trauma del Instituto
Nacional ds Gaguroz, &l Laboratorio ¢ Entrenamisnto & Invaatigacion en Oirugia Minimaments
invaziva (LEICIMI), Ia Univaraidad Tacnica de Manich y ia Escuela de Fislca, el TED esta
desarroliando &l arsa de investigackn en tejico ¢e30. A la faoha, 98 trabaja en 13 validacien
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preclinica 95 lag condiclonss o8 Imadlaclon y ssteriizacion de tsdo 0560 Para BU LSO 8N
banco de tefidos, as como en &l desarrollo de andamics hechos a partr de blomateriales
reabeorbibles, que permitan simular |a biologia celular dal tejldo Gseo bajo condiclonss i it

El dezarrolic de la Ingsnistia de telldos de husso conlleva un process altamants dinamico ¥
compislo que Implica el reciutamisntn, profferacion, migracion y dferenclacion ds océlulas
cateoprogeniioras, 1as cualss, adamas de estar embsblidas en un material poroso, 68ie debs
tenar las propledades mecanicas sdecuadss que psrmitan un comportamisnto lo mas similar
&l hueeo real [27]. Debldo a ko anterior, Junto con el CIEMTEC, se estan desarrollando difsrantes
mezciss de blomatsrialas y recubnmientss para la creaclon de eetructuras poroeas por madlo
de Imprezion 30, qus penmitan simular la estructura tidimenalonal de tsido oeec.

Una delss premizas para el comacto desanrcllo de andamioe blocompatioles para la regensracian
&eea, COMo 28 menciona anterlormeante, &2 que el matsrial dsbe posesr propledadss mecanicas
aitaments equivalentss al husso naiivo [27]. OGon &ste fin, en 8l miamo blormeactor menclonado
&N |a seccian anterior, =6 pretende Inkiulsr colulss oeleogenicas smbseblds: en andamics gua
slmulen k3 estructura poroea del husso, a in de estudlar las propledades mecanicas del matsrial
bajo condicionee similares a ko que ocurra 0 v, ademas de estudisr &l comportamiento celular
ante diferentas &sMUI0E MesANIcoE ¥ COMO 806 INCiden aste sobre |a difsrenclacion Calular.

Biocompatibilidad con otros materiales

Sa denomina blomatsrislss a agusllas sustanclas que han sido dizefiadss como estructura de
HDPD"I.EI o comd Intermedlarios para medlar la Interacclon con GI:HTHJI}HEIHI:EE ds sletemas vivos en
procedimilentos terapsuticos o de diagndstico [28]. Los andamioe gensrados con blomatsrlales
debsen de cumplr una Bere de propledadss MeCanicEE, tEles como blodegradabllldad
confrolada y 1a habllidad de imitsr las sstructuras bioleglcas ¥ 1a funcion de la matrz extracelular
[=2.

En Ingsnisria de t8)ldos ¥ medicina regensrativa, los andamilos Jusgan un papsl critico, por la
que son diseflados para asr blocompatibies con clerto grado de porosldsd v una aupsMcls
que panmita la sdhasion, migracion, prolffsrscion, diferenclaclon & Infitracion de las celulas
[28]. Medlants difsrentes tcnicas blomecanicas. de microscopia, de culivo cslular v biologla
molecular, fodss estas caracterieticas son anslizadss en los diferentss blomatariales que &8s
extudlan en &l laboratoro.

£n &l pasado, e reallzaron en el OIE prusbas con quitceano (obtenido a partlr de sxoeagueletn
de camaron) y coldgeno [obienido de plsl de tilapla), para generar un apdelto con miras a eu
aplicacion clinica en afecclones da ka plsl, por ko que fus necesarko azegurarss de qus tuviera
i3 caracierieicas neceearnss para que células spiisllales pudiaran Interactusr con &l [B]. De
ia migma mansra, 58 ha trabajado sdsmas una aers ds materiales de origsn bioidgico gus
funclonan coma ecporte para el crecimlento de queratinociios y fibroblastos (células de la plel)
o blen Ohild, todos elice con miras a la aplicacian clinlca

Artualments, tanto en los sstudics que &= reallzan & nivel de ta)ldo 0SS0 COMO &N 108 estudioe
que utliizan celulas musculares, LAIMTES rsallza snsayos o biocompatiniiidad pars verificar 1a
Interacelon que 86 da entrs log materiales y el components biokaglco. 0o de los blomateriales
que B4 encuanira en esiudio e una alsacldén metillca nanoestructursda con recubrimisntos
biofuncionales, producida por CIEMTEC, ¥ con |a cual 26 busca genarar disposliivos madicos
o parts o sllos.
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Modelos celulares y tisulares para andlisis de actividad bioldgica

Los outtivos ge pisl humana 0 vitro, tanto a nivel de monocapa como en constructos
trigimenoionales de pisl compista (dermiz-spidsrmiz), nan rssutiado Otfles como modsio
&n psquafis eccala para sl estudio del efecto de sustancias naturales y de matsrisies con
caracleriziicas bloactivas, con miras al ossarrolio de alimentos funclonales, nuiracsuticos y
fitofarmacos. Los analisia realizados incluyen: determinacion de efedto antioxidants (método de
DPPH), concentracion de polifenolss totsise (metodo ds Folin-Clocaitey), citotoxicidad sn linsas
oslulares Ce distintos ipos de cancer sn umanos (Cuantificadion de viabllidad oslular por medic
del reactivo MTT ¥ de celulas totales por incion os DAF1), svaluacion ol potencial regsnerativo
(ensayo de migracion celular}, y anallcls o2 marcadorea molaculares de prolifaracion, viabllidad
y muens osiular (mediants Wesiern Biot, Inmunocitogquimica, & Inmunofiucrescencia). Esto
permits proporclonar herramientas clave para facliitar Ia medicina paerconaiizaaga. al lempo que
ahorra dinero y reduce 1a cantidad de animases utliizadoe para Ia investigacion. A la fecha, ectoo
ectudios han permitido confirmar of potencial biomedico de sustancias bicactivas pressntse
en extractos de diversas plantas en Costa Rica, tslsa como iz mora [10], manzana, anona y
cirusio [181-[35], [30]. guayabas [11] y variaa piantas medicinales ( Phylanthus, Senna retioulats,
Petiivenia allacsss, Moringa) [12]. [16], [17]. [31]. [82].

Conclusié
La Investigacion en Ingsniena de isfidos y medicina regenserativa ofrece solucionss novesozas
&n ol 4rea de Blomadicina, 1anto para la generackon de evidencla praclinica. a2f como para fa
creaclon o8 nuevas estrateglas diagnosticas, preventivas y terapsuticas. Oon una traysctoria
ds mas de 10 aflos, loe proyectos decarrollados en el Laborstorio ds ingenisria de Tejidos dsl
OIB en sl TEO han contribukic a 13 capacitacion da rSCurso humano en tecnicas de culthvo
y expanzion de oéiulaz humanas y reconsiruccion gde 1sjidos humanos i» vitro, con miras a
aplicacionss practicas en &l arsa de la salud. La perapaciiva 5 futuro que 28 ha planteado
&l LAINTEC st contribulr sdemas al establecimiento y decarrolio en &l pais de la medicina
ragucoional, un concepto recients que buzca el trasiaco de fos svances aloanzadoc &n el
isboratorio a I3 practica clinica oians, con i bsnaficio dirscto para s pacientas y fa sociedad
en genaral.
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Resumen

El proposhio o= sste trabajo fus 1a calibracion de ias peliculas Gafohromic HD-V2 mediants Ia
adapisclon oe jos procadimisntos de calibracion de pstiouias utiiizados en dosis bajas. Lag
psliculag 25 Irradiaron en 11 valores de doels en el rango de 0 a 108,28 Gy &n un 2istema de
irradiacion gamma y utiizando un sspectrofotometro UV-\IS para medir Ia densidgad optica. S
obtuvieron ioe espectros de sbeorbancla para varlss doals y sl pico de maxims gbsorbancia
26 ublco en ia ongitud de onda de 877 nm. Esta longfud de onda se UtZO para realizar a2
medidae de ia densidad optica (OD), y eatos resuitsdos se ulllizaron para realizar sl grafico ae
dosiz en funclon a la densidad optica neta (ODN). Se obtuvieron la curva de callbracion de lag
peiiculas y i Incertidumbrs en la dosie, con valores inferiores al 4% en doeis entre 10 a 20 Qy,
& Incertidumbres infericras al 3% para dotls superiores 8 20 Gy haata completar &l rango de
ia curva. La calibracion dei sistema pelicula radiocromica-espectrofotometro s obtuvo para sl
rango os dosie y & slstema oS Irradiacion gamma empleado.

Keywords
Gafchromic HD-V2; radiochromic fim callbration; absorbance spectrum, gamma Irragiator,
optical denaity.

Abstract

Tne proposs of this work waz the Gafernvomic HD-V2 fim calibration, though adapting fiim
calibration procedures applied In jow does. Tha fims wers Irragiatad In 11 doss values within of
the rangs from O to 706,28 Gy In 8 gamma Irradiation system. and uaing a spectrophotometsr
for the optical denaity measure. The absorbance speoctrum wers obtainad for ceveral doss, and
the maximum abserbance peak was locsted in the wavelength of 877 nm. Thiz wavslangth was
ueed for maks the measuremsnts of the oplical gensity (OD), and these results wers uzed for
make the cose wersus net opiical denslty (ODn) grapnh. The callbration curve of the fime ana
uncertainty In the doss wers obtainsd, with values under 4% In does betwesn 10 to 20 Qy,
and uncertainties under 3% for does up from 20 Gy untll compiets the rangs of the curve. The
calfibration of the ragiochromio flim-spsctrophotometer syeism was obtained for does range and
gamma irragiation 2ystem employed.

Introduccion
mpummrmmemmmm-vzmmoonwmeapaacmoeaundeeapew
que e encuentra s0bre una capa o= polisgter de 97 um de 8Spasor [1] La ssnciblidad a Ia
radiscion ds la capa activa dependedeau SOPS8or. MBI wexpueata 86 genera un procsco
de polimerizacion. el cual produce un cambio en ias propisdagdes opticaa de ia psiiculs, &3 por
eata razon gue o= ectabiscs una relacion snire is densidad optica (OD) s 1a pelicula y la dosle
rscibida [2]

El rango 0 dosis pars la peficuia HD-V2 83 s 10 & 1000 Qy, por o Qus 23U LSO NO Susis Tar
en & ambito médico, eino mae bien en &l Industrial 0 Invesiligacion a altaes ooele [3}-[5]. S8
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nan reaiizago muchos estudlios de ios Instrumantos uiliizados para la medida ds ta OD os ias
peliculas, Incluso trabajos comparativos entre aistinios dispositivos, psro, en fa gran mayora
26 hace rsfersncla a las peficulas ragiooramicas utilizadas en sl Smbito madico [81-[29]. Ademas,
26 han publicado procedimientos para el proceso de callbracion o2 ia paliculas ragiocrémicas
[10]. [11].

Uno de estos inctrumentot utliizades para la madida s ia OD ez un sspectrofotomstro, pero
=cts equipo susle usares para i analisia del sepectro oS absorbancia 0s s psiicula y en pocas
ocaslones para realizar dosimetria abeoiuta [5], [12]-[16]

£l propoeito de sate rabsjo 8¢ la calibracion de 1a3 pa¥iouias radiocramicas HD-V2, utilizando
un eepecwoeomeuo UV-VIS como Instrumanto para la medikda ds la OO. bazandoes en los
satudioa reallzados an I3 calibracion de peﬂculas ragiocromicas utliizadas en & ambito medioo

Materiales y métodos

Lag peliculas Gafcnromic HD-V2 (lote#: 11171801) utlilzadas en ests trabalo, viensn en laminas
de 8"x10". Esta lamina fue cortada en plezss de 1,6 cm x 2,6 cm. Se agruparon 3 plezaa por
dosis ge krsdiscion, para un total de 33 piazas utllizadas en sats estudio. Para ger irradiagas,
cada grupo o5 3 piszas fueron colocadss en un maniqul de forma cliindrica, fabricado os
polimstiimstacrilato (FMMA) con dimensiones oe 0,8 om de radio intarno, 1.2 cm de radio
extsrno y 6,6 om de aitura.

Laa peliculas fusron irradiadss &n un sictema de kradiacion gamma de la marca 1zotop, modsio
Ssrvo-ignis de fabricaclon nGngara, que ouenta con 24 iaploss de cobalto 80. La camara O
Irradiscion &3 de forma cilindrica de dimsenzlones de 15 cm de dlametro, por 27 cm de alto,
para una capaciaad ds & litros. Para ol momento de sate estudio, la tsaa de cosle en el centro
de i5 camara sra o= 51 Gy/min. S8 1omaran 11 08 valorsa de oosis pars irradisar Ias pelfcuias en
=l rango de O a 108,28 Gy, colocande el maniquf con 1ae 3 palicutaa en &l cantro de Ia camara
de Irradiacion.

£ procsso de lectura Oe las paiiculas radiocromicss o2 reallzo 24 horas despuss de haber
sigo ¥radiadss. este perfodo dS empo S NECSEaric para qus 36 8stabilics sl proceso Os
polimarizsclon [11]. Fara medir ol grado de cscuracimiento de las pelfculas oebido a ia
dosiz recibiga, 23 wtilizo un sapsctrofotomstro UV-VIS Evoiution 220 marca Thermo (Thermo
Fizher), sn moda sbeorbancla Primaro, & las pelioulas Iradisdas & Giofintas dodls 26 les
tomaron los espectros de absorbancia en la raglion visités dal espactro elsctromagneatico (400
nm s 760 nm), con & fin C3 cstsrminar ia longltud de onda del pico de mayor abgorbancla.
Ademas, para cbeervar pozibles oistorsionss sn & espectro (ruldo), aal como s capacidad dal
sapacirofotomstro para medir sl grago o= cscurscimisnto de 13 pelicula, dada por is limitacien
Indicada por &l fabricante de 3,0 an la medida de I3 absorbancia.

Hallaga la longitud de onda o=l pico de mayor abeorbancla, se realizaron las medidas de
i32 psiicuias tomando iz densidad opiica igual a 1a abzorbancia. En scts procedimisnto o5
realizaron S medidaz por peliculas, manieniendo ia miema orlentacion de iss pediculas para
ewvitar el efscto de ia poiarizacion [18), [17]. Por lo que. por dogiz de Irradiacion, 38 tomd el
valor promedio Os 12 nuevws medidats de OD realizadas, calculando ademas, [a incertidumbres
agoclada a eats valor promadio [18] Pero, para ia construccion de la ourva de calibracion, &5
calowso la dsnaidad optica nsta (ODn). mediants ia sigulsnts souacion;

0ODn=0D - 0D,
Donds:
0D, &2 |a dencidad optica de la peficuta irradlada
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OD_, e Ia gensidad optica de Ia peliculs &in Iradiar (O Gy).

Para la conetruccion da fa curva de callbracion da iss psfioutas, e grafico is dogiz en funcion
de iz ODn, El ajusts propusato para ©3ta curva y ia Incertiumbre szoclada a kos valorss de
dogiz que e derlvan de sata calibracion. o5 2iguio oon 1o establacido por Davie et al [15]. Bl
cual menoclona en suU trabajo, mampmaumteoahcum.oelsmma'

D,,..=a " ODn + b * ODm
Donds:
©ODn, 2 la dencidad optica neta.
Dm.ummelscmcumapumouvmdeoon madico.
8y b, son o2 parametros del gjuats y n &3 un valor constats gsterminado por sl usuario.
Ademas, 8n ou rabajo &8 eciabiecs 1a exprasion para Ia Incertidumbre o2 Ia dosis, 0= la forma:

D -0° E e PR
0, (%) = VO™ -0, +0Dr™  0p w(aen b ODR"F -0, 100

D

Donds:

o, O, ©, ¥ ©. 20N ia3 incartidumbres asocladas: & la goale, a la ODn y & los paramstroe asl
sjusts 3 y D, recpactivamants.

D“ealsdoalswanmmmcurvademaclon.

Para al tratamiento Os loe datos ¥ Ia sisboracion ds fas graficas ge uiliizaron joa programas
Excel y GNUFIot.

Resultados

an <0 [ "W (s " ™ ™
Lengited de Onda [nmd

Figura 1. Espectroa do absorbancia a cistintas doas
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£n ia figura 1 26 muestran los 8spscros de absorbancia a distintsz gosic. Donds @& puads
focalizar & pico o6 mayor absorbanola en i3 longitud ds onds de 877 nm. Do esta figura &5
pueds aprsciar que la abasorbancia aumsnia con la dosis y lambien que no axistsn cistorsionse
&n el ecpectro, nl cortes &n log ploos de sbesorbancia. La figurs 2 musetra el espectro de
sbeorbancia nsla, que et &l resultado ds ia recta del espectyo de 1a palicula irradiada, manos el
Sapsctro de 1a pefcula sin Irradiar (O Cy). procedimiento que fus utlizado para obtaner iz CON.
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Fgura 2. Espoctros do absorbancia nota. Es of rosultnco do la deorancia ontro la absorbancia a una doas

dotorminadia manas ia absorbancia do la paticula sin iradar (0 Gy)
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Ls figura 3 presenta is curva de calibracion con st ajuste propussto. Se cbtuvo una comstacion

por encima d=i 0,829,

Figura 3. Curva da catbracion co s poicuas HDVZ
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Fgum 4. Vanacion do la incortcumbre en funoidn do la doss.

La variacion 03 Ia incartidumbre en s dosls caloulada a partlr de la curva de calibracion e
muestra en la figurs 4. La cusl presenta una olaminucion o= Ila Incartidumbre al gumentar la
dogis.

Discusion

£n eate satudio 28 toman procedimientos empisados &n la calibracion de psliculas ragiooromicas
utliizadas a bajas dotis y son aplicacos en & proceso de calibracion sspscirofoiomstro-psiicula
radiocromica HD-V2, quse seran utliizagos como slstama de dosimetria de rutina 8 matsrial
¥rsdiado sn un sistsma de irragiacion gamma.

L03 espsCiros prassntacos muestran &l pico de mayor sbeorbancia locaiizado en ia longitud
de onda 0s 877 nm ¥y un comportamisnto crecients de la CD al aumentar la doels, ya qus st
&n eata reglon donde 9 presantian 1as mayorss aiferencias de OD entre gosla. lo oual raducs
ia posiblildad que exista cuperposicion de sepsciros y &l error en la determinacion de ia doals,
este regultado concusrda con otros sstudios [8]. [6]. Ademas, loe valores maximos de CD no
sobrapasaren ia tolerancia del getsctor cada por el fabricants, 1o gus no ganard distorsiones
&n loz espaciroe de absorbancia medidos. El sobrepasar ei Bmits gansra un corte en &l pico
de absorbancia y un aumanio sn el ruldo, 1o anterior debido a is capacidad osi oalector, ya
que la cantidsd de luz que atraviesa ia pa¥icuia y liega al oetector &2 menor a au limfte de
dstecoion [8], [18]. Yiwel Feng st &i. [6] prasanta asia imitacion &n su ectudio del 8spsciro 08
abgorbancia para eetas psliculas sl ser Irradiadas con protonss 8 Silas doela y aughsns &l uso
de otras ongitudes de onda para la gsterminacion de ia CD.

Hay vance estudios en que &l uso dsi ecpectrofoicmstro 26 Bmita al anafisic gl scpecto
abeorbancla ds las psliculas [12]-{16]. y la dosimstria sbeoluta &2 reallzada mediants oo tipo
da equlpos coma a3 escaner de mesa [19], [20], talse el casode S. 1. Ohen et al (4], gusen oy
eatudio las peliculas radiocromicas utiizadss (entre ediss la HD-V2), fueron meakdas mediants
diversos 8scansres 05 Masa en Modo AGE y en eccals Oe grices, presentado a2 curvas 0o
cafibracion para cada canal y propons ajustas polinomiales de tegundo y tercer grado para lag
curvas. Recpecto a la ecuacion de ajusts, 82 cbserva en ia Bleraturs 15 aplfloacion de diversas
funciones, quadando la sscogencia a criterio sl investigador (4], [8), [10], [16] Para sl cazo
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de ests trabajo. &2 iholind por oi ajusts plantsado en la metodologia debido a que los valorss
caiculsdos o8 CDn parmitieran construlr ta curva de callbracion, obteniendo como recul:ado
un sjusts aceptabie , al Igual qus Ia2 Incarioumbras obtenidas. Que relaclonado a ssts Uitimo
aspacio, no fus posidie encontrar en la literatura un tratamiento detsliado de 1a Incertidumbrs
szoclada s is coois caiculaga mediants la owva Os calibracion. ianto para esite tpo de
peliculas [3], [4], como en estudios en qQus 22 utliiza un espactrofotomstro como Instrumento de
i=ciura de la OD 8], {6]. [12]. Como 26 InGicd antsriorments, 8510 MOtIvG a qus 26 utiizara el
procedimiento planisado por Devic st al. [165] para el tratamisnto de la Incartidumbre asoclada
a i3 dosis y al tipo de ajusie propuesio, Que sl comparar &l resultado obtsnido con su estudio,
%6 observa un comporiamiento similar en 1a Incertidumbrs, que tiende a o3¢ mayor 3 bajae
dosia {carca del Imits Infariar de getecclon Oe [a pelicula), y luego ©e reduce al aumeniar I3
dosiz. Ecte comportamisnto tambien 10 presenta £ Marroguin &t al. [21] en su estudio acerca
de la Incadicumbrs 0s a2 pelfcutas EBTS, gus en el imits Inferlor de dosie, esta inceriidumbre
liaga aproximadaments &l 73% en el canal rojo, qus 8s el ulliizaco pars bajas dgosie, hasta
Begar & valorss cercanos al 13 a doele mae aitas. Un detals Importants &g que &l reculiado
obtsnido an sl Imits Infsrior os deteccidn para fa psliculs HD-V2 tus por debajo del 4% que
sa coneiderablements manor al comparar con K03 estudice menolonados, ademas, el rangoe de
dosia utliizacdo es un 10% del rango total de dstsocion de las psficulss HD-V2 (ds 10 a 1000
QGy). Eate rasuliado abre Ia Interrogants para un posterior rabajo, que ol 1o anterior s cebido al
Instrumento utilizado en fa medikda DO 0 es producio del comportamiento de is peilcula. para
€00 o8 debs hacsr un anadlisia comparative sntre un sscansr ds mesa 0= aita raaoiucion y sl
sepacirofoiomstro.

La curva de ca¥ibracion encontrada ¢ valida para i sistsma O cosimsinia empleado
(sspecirofolomatro-psifcula ragiocromica HD-V2) y pasa el Irradisdor gamma utiizaco.

Conclusion

For loc resultagos oblenicos 22 logra adaptar el proceso de calibracion de ias peliculas
radiocromicas ulliizagas s bajas dosis. 5 I58 condicionsa oS Wradiacion y de lsctura de iae
psliculazs utlizadaz en e2ta estudio, lo qQua habiita ai sistsma sspacirofotomstro-psiicula

radiocromica HD-V2, para 2er utilizsdo en s controt dosimstrico de rutina dsl matsrial Irradlado
&n el cistema de Irradiscidn gamma.
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PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR PARA: PROCESAMIENTO Y

ESTERILIZACION DE TEJIDO OSEO

Consideraciones de seguridad: Se deben usar guantes y ropa protectora en todo
momento.

Medidas de control de peligros
Seleccione qué tipo de bata de laboratorio, proteccion para los 0jos y proteccion para las manos se

utilizara.
o Guantes de latex o Guantes aislantes o Careta o Respirador
o Guantes de nitrilo o Lentes de seguridad o Bata de laboratorio o Campana extractora
o0 Guantes de neopreno 0 Gafas ventiladas 0 Delantal 0 Cabina de bioseguridad
o0 Guantes de vinilo 0 Gafas contra salpicaduras 0 Mascarilla antipolvo 0 Caja de guantes
0O Zapatos cerrados 0O Bata resistente al fuego

Realizado por:
Supervisado por:
Fecha:

MATERIALES

Suero fisioldgico

Peroxido de hidrégeno al 3%
Gentamicina 80mg
Cefalotina 1g

Etanol al 95%

Solucién salina

Placa Petri con PDA

Placa Petri con caldo CASO

EQUIPO
Sierra para molienda, incubadora, agitador, tamiz para filtracion, beaker, viales.
PROCEDIMIENTO

Dia 1) Esterilizacion. Colocar un v en cada paso una vez realizado.

ok wnkE

Colocar el hueso a 4°C 24-48 horas antes de realizar el procesamiento.
Cortar los huesos con una sierra para realizar la molienda de la cabeza Femoral.
Eliminar tejido blando.
Colocar cada fragmento en el moledor y realizar la molienda.
Colocar hueso molido en un frasco de 250ml.
Agregar suero fisioldgico hasta que cubra la totalidad del hueso. Colocar el frasco con el
hueso a 60 °C durante 50 minutos. El frasco deberd estar envuelto en una bolsa estéril.
Rotular lo siguiente en el frasco:

Hora inicio: Hora finalizacion
Eliminar el suero utilizando un tamiz para filtracion.
Lavar dos veces con suero en agitacion por 10 minutos. Eliminar el suero en cada
cambio utilizando el tamiz para filtracién. Anotar lo siguiente:

Hora inicio: Hora finalizacion

Hora inicio: Hora finalizacion
Lavar dos veces en agitacion por 10 minutos con Perdxido de hidrégeno al 3%. Eliminar
el Peréxido de hidrégeno en cada cambio utilizando un tamiz para filtracién. Anotar lo
siguiente:
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Hora inicio: Hora finalizacidn
Hora inicio: Hora finalizacién
10. Lavar una vez con suero en agitacion por 5 minutos.
11. Disolver los antibidticos (una ampolla de 80 mg de Gentamicina y una ampolla de 1g
de Cefalotina) en 100 ml de suero y agregarlos al beaker con el hueso granulado.
12. Adicionar suero hasta cubrir el contenido de hueso y agitar durante 20 minutos.
Hora inicio: Hora finalizacidn
13. Eliminar el suero con antibidticos mediante filtrado.
14. Agregar Peréxido de hidrégeno al 3% y dejarlo en agitacion durante 18 horas. El frasco
debera estar envuelto en una bolsa estéril.
15. Realizar etiquetas y autoclavar las muestras.

Dia 2) Control microbiologico 1. Colocar un v en cada paso una vez realizado.

Verificacion y control de esterilidad de materiales y suministros
Si | No

Temperatura de la sala de procesamiento

Limpieza de equipos utilizados:
Equipo Cumple No cumple
Camara de flujo laminar
Agitador calentador
magnético

Realizado por:
Verificado por:
Fecha:

1. Quitar peréxido al hueso mediante filtrado.
2. Agregar alcohol al 95% y agitar durante 20 minutos. Anotar:

Hora inicio: Hora finalizacion
3. Lavar con solucién salina durante 5 minutos. Anotar:
Hora inicio: Hora finalizacion

4. Dispensar en viales en 1, 5y 10cc y anotar:

Cantidad de viales Cantidad de hueso/vial (g)
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Realizado por:
Verificado por:
Fecha:

5. Tomar muestra de solucién de ultimo lavado y de hueso para *microbiologia.
6. Empacar en doble bolsa y congelar a -80°C en zona de cuarentena.

3) *Control microbioldgico 1.2. Colocar un v en cada paso una vez realizado.
1. Tome 1 mlde los eluidos finales e inocule una placa Petri con PDA. Incube de 3 a7 a 28
°C para observar crecimiento de hongos.
2. Tome 1 ml de los eluidos finales e inocule en caldo CASO, incube durante un maximo
de 3 dias a 30-35 °C en el caso de cepas bacterianas y 22,5 °C en el caso de los hongos
durante un maximo de 5 dias.

REFERENCIAS

Nevalainen H., Kautto L., Te’o J. (2014) Methods for Isolation and Cultivation of
Filamentous Fungi. In: Paulsen I., Holmes A. (eds) Environmental Microbiology.
Methods in Molecular Biology (Methods and Protocols), vol 1096. Humana Press,
Totowa, NJ.

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR PARA: EXTRACCION DE
PROTEINAS A PARTIR DE MUESTRAS DE TEJIDO OSEO CON BUFFER DE
GUANIDINA-HCI

Resumen: El siguiente protocolo describe el procedimiento de extraccion de proteinas de
hueso. La calidad de las muestras de tejido d6seo se examina mediante control
microbioldgico previo con el protocolo de Procesamiento y Esterilizacion de Tejido Oseo.
A esto le sigue la extraccidn de proteinas, utilizando tampon que contiene guanidina y
acido clorhidrico y precipitacion con acetona, posteriormente se realiza una medicion de
la concentracion de proteinas mediante ensayo de Bradford.

Consideraciones de seguridad: Se deben usar guantes y ropa protectora en todo
momento.

Medidas de control de peligros
Seleccione qué tipo de bata de laboratorio, proteccion para los 0jos y proteccion para las manos se
utilizara.

0 Guantes de latex o0 Guantes aislantes o Careta o Respirador

o0 Guantes de nitrilo 0 Lentes de seguridad 0 Bata de laboratorio o0 Campana extractora

0 Guantes de neopreno o Gafas ventiladas 0 Delantal o Cabina de bioseguridad
o Guantes de vinilo 0 Gafas contra salpicaduras 0 Mascarilla antipolvo 0 Caja de guantes

O Zapatos cerrados O Bata resistente al fuego

Realizado por:
Supervisado por:
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Fecha:

MATERIALES

Buffer

de lisis Gu-HCI (Guanidina-HCI 6 M, Tris 100 mM (pH 7,4) y coctel de

inhibidores de proteasa)
HCI 12 M

Agua destilada

EDTA tetrasddico 0,5 M
HCI 6 M

EQUIPO
Incubadora, centrifuga, tubos Eppendorf, tubos Falcon.

PROCEDIMIENTO

a)

Extraccidn de las proteinas. Colocar un v en cada paso una vez realizado.

Verificacion y control de esterilidad de materiales y suministros
Si | No

Limpieza de equipos utilizados:

Realizado por:
Verificado por:

Fecha:

Equipo Cumple No cumple
Cémara de flujo laminar
Agitador calentador
magnético

Incubar la muestra de hueso (0,2 g de tejido 6seo / mL de solucidn) durante toda la
noche a4 °C en HCI 1,2 M (excluir el control de este paso).
Hora inicio: Hora finalizacién:

Centrifugar y recoger el sobrenadante, rotular como Extracto 1.
Lavar con agua destilada el residuo de tejido éseo desmineralizado y el control e
incubarlos en el buffer de lisis Gu-HCl durante 72 horas a 4 °C.

Dia y Hora inicio: Dia y Hora finalizacion:
Centrifugar y recoger el sobrenadante de ambas muestras, rotular como Extracto 2 y
Control 2 respectivamente.
Incubar los residuos de muestra desmineralizada y control en el buffer de lisis utilizado
anteriormente mas EDTA tetrasddico 0,5 M durante 72 horas a 4 °C.

Dia y Hora inicio: Dia y Hora finalizacion:
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6. Centrifugar y recoger el sobrenadante de ambas muestras, rotular como Extracto 3y
Control 3 respectivamente.
7. Incubar los residuos de muestra desmineralizada y control en HCI 6 M a 4 °C durante
toda la noche.
Hora inicio: Hora finalizacién:
8. Finalmente, centrifugar y recoger el sobrenadante de ambas muestras, rotular como
Extracto 4 y Control 4 respectivamente.

El proceso se ilustra en la siguiente figura:

Bone tissue
1.2 M HCL, overnight at 4 °C
3
S : T | Extract |
I'he residue
100 mM Tris, 6 M guanidine-HCI, pH 7.4, 72 h at 4 °C
= ; Extract 2
T'he residue

100 mM Tris, 6 M guanidine-HCI, 0.5 M tetrasodium
EDTA,pH 7.4, 72 hat4°C

Extract 3

The residue

6 M HCI, overnight at 4 °C

Extract 4

Figura 1. Resumen del método de extraccidn secuencial de proteinas para tejido dseo
(Jiang et al., 2007).

b) Precipitacién de las proteinas. Colocar un v en cada paso una vez realizado.

1. Precipitar todos los extractos y controles de proteina cruda en acetona a -20 °C durante
la noche.
Hora inicio: Hora finalizacién:
2. Redisolver las muestras de proteina precipitada en un buffer con Tris 100 mM,
guanidina-HCI 6 M, pH 8.1.
3. Determinar la concentracién de proteina mediante el ensayo de Bradford con BSA como
estandar de proteina.

REFERENCIAS
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of proteome research, 6(6), 2287-2294.
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