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Tratamiento y validación pre-clínica de tejido óseo para uso terapéutico 
 

A continuación, se presenta el informe que contiene la información de un artículo científico que 

está en proceso de ser sometido para su publicación en la revista Tecnología en Marcha, la cual 

se encuentra en las bases de datos de indexación de Scielo, Latindex, DOAJ, Dialnet, Emerging 

sources citation index, y varios repositorios. 

Posteriormente, se presentan varios apéndices, que corresponden a otros artículos ya publicados 

en que participan investigadores de este proyecto y que se generaron en el contexto de la presente 

investigación. 
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PROCESAMIENTO Y ESTERILIZACIÓN DE TEJIDO ÓSEO PARA SU 

USO TERAPÉUTICO: Bases preclínicas desde una universidad tecnológica 
 

 

RESUMEN 

 

Entre los métodos más utilizados de esterilización de hueso se encuentra la irradiación 

gamma. La dosis considerada estándar de oro es de 25kGy. A pesar de existir estándares 

internacionales para varios de procedimientos, la recomendación general es validarlos 

a nivel local. Son procedimientos factibles con el personal y las capacidades técnicas del 

país, pero que aún 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 ablación de hueso y su procesamiento para eventual uso clínico, 

fomentando a la vez el uso del equipo de irradiación gamma en el área de salud y 

procurando el traslado de los resultados al sector salud. 

Se trató muestras porcinas con desinfección química y otras con irradiación gamma, 

encontrando que efectivamente se logró bajar la carga microbiana a niveles no 

detectables. Además, la apariencia de su ultraestructura es comparable entre sí y con la 

del control. A nivel bioquímico, se encontró que las muestras conservaban la presencia 

de proteínas como colágeno y BMP-2. 

Esta investigación demuestra además 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 país, y con ello continuar 

contribuyendo al desarrollo de nuevas estrategias tecnológicas que aporten a la salud 

humana. 

 

 

PALABRAS CLAVE 

 

Hueso, Irradiación 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 
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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 

Bone, Gamma irradiatrion, Tissue banking, BMP-2 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 

El tejido óseo constituye uno de los tejidos humanos de trasplante más 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 obtención era el mismo paciente mediante el 

uso de autoinjertos (Singh & Singh, 2021). Posteriormente, con el avance de las técnicas 

de procesamiento, se posibilitó el uso de donante cadavérico, y remoción de miembros 

por amputación o procedimientos reconstructivos, lo que conlleva a un aumento en la 

disponibilidad de aloinjertos disponibles para la reconstrucción de miembros dañados 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 (Ilays et al., 2021; Singh & Singh, 2021) 

No obstante, para una adecuada distribución y disponibilidad de tejidos, la esterilidad y 

la conservación de su composición según sea el caso, son aspectos vitales para tomar en 

cuenta en la gestión de un banco de tejidos (Tam et al., 2020). El riesgo de contaminación 

es innegable, y en ocasiones es causa de infección, rechazo o incluso muerte del receptor 

(Baseri et al., 2021; Ilays et al., 2021). La contaminación puede venir del donante, de los 

procedimientos relacionados a la procuración, procesamiento y empaque del tejido o 

incluso del mismo procedimiento de implantación (Dantas et al., 2021). Por lo anterior, 

es de suma importancia aplicar las condiciones asépticas más estrictas en cada una de las 

etapas del proceso, así como optimizar los protocolos necesarios para la desinfección y 

esterilización del tejido para asegurar la bioseguridad en términos de carga microbiana y 

de propiedades físicas y biológicas del hueso y con ello, el éxito del trasplante (Baseri et 

al., 2021). 

Por esta razón, el Laboratorio de Ingeniería de Tejidos del Instituto Tecnológico de Costa 

Rica ha dedicado esfuerzos a iniciativas que apoyen el establecimiento y diversificación 

de bancos de tejidos en el país (Morales-Sánchez, 2019). Con este trabajo, se pretende 

establecer y validar en Costa Rica procedimientos internacionalmente avalados para la 

ablación y procuración de tejido óseo, evidenciando con esto las capacidades técnicas en 

el país para la instalación de bancos de este y otros tipos de material biológico. 

  

 

MARCO TEÓRICO 

 

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 áreas de tejido. El almacenamiento de material biológico en dichos bancos es un 

proceso médico y tecnológico en fase de regulación y homogenización científica 

alrededor el mundo. Su homogenización es importante pues el uso de estándares 
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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 procuración como la preservación 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 tecnológicos y científicos presentes en las ciencias 

biomédicas actuales (Martínez-Flores et al., 2016). Sin embargo, el aumento en la 

expectativa de vida, el concomitante incremento de las enfermedades crónico-

degenerativas de la población 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 diseño de estrategias 

institucionales exitosas, capaces de fortalecer las actividades de donación y recuperación 

de múltiples tejidos en las instituciones especializadas para ello. 

Los bancos de huesos son necesarios para proporcionar material biológico para una serie 

de procedimientos ortopédicos. El desarrollo de nuevas técnicas quirúrgicas, habilita 

nuevos usos de los injertos, contribuyendo a la creciente necesidad de tejidos 

musculoesqueléticos para trasplante, llevado a una situación en la que mayor cantidad de 

servicios hospitalarios requieren acceso a los tejidos (de Alencar & Vieira, 2015; Chaves-

Solano, 2019). 

Históricamente, los bancos de huesos han existido en países como Brasil desde la década 

de 1950. A mediados de la década de 1990 se reglamentaron las prácticas seguidas por 

los bancos de tejidos, lo que dio lugar a una serie de restricciones que limitaron el número 

de bancos y de profesionales autorizados a utilizar este tipo de material. 

Como se mencionó, 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 número de instituciones autorizadas. El 

buen desempeño de un banco de huesos depende del control estricto de todas las etapas, 

que incluyen, principalmente: la formación de equipos de ablación y recolección bien 

capacitados; selección de donantes; pruebas de calidad y esterilidad sobre los tejidos 

obtenidos; y un estricto control sobre las técnicas de procesamiento utilizadas, así como 

de trazabilidad de los tejidos. La combinación de estos factores permite un mayor alcance 

de uso y un mayor número de pacientes receptores, mientras que la incidencia de 

contaminación de tejidos se vuelve estadísticamente insignificante y existe trazabilidad 

entre donantes y receptores (de Alencar & Vieira, 2015).  

La presencia de un banco de tejido óseo repercute favorablemente en la calidad de la 

atención sanitaria por la disponibilidad de trasplantes óseos, así como en el papel 

científico de una institución altamente especializada que examina las propiedades del 

tejido óseo (Ostojić et al., 2019). 

Garantizar un nivel de esterilidad del material biológico es indispensable para su 

utilización en trasplantes, para lo cual se cuenta con varias opciones, principalmente 

basadas en métodos químicos o físicos (de irradiación). Los métodos de conservación 

también pueden variar entre liofilización, criopreservación u otros. Cada método 

(descontaminación química, liofilización, esterilización física) incide de manera diferente 

en las características biológicas y fisicoquímicas del tejido (índice de viabilidad celular, 

pérdida de agua, de elasticidad y resistencia) y, con esto, influyen además en su posterior 

uso (Martínez-Flores et al., 2016). 
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La eficiencia de esterilización de la radiación ionizante radica en su buena penetrabilidad 

dentro de la materia (especialmente rayos gamma) y su alta efectividad en la inactivación 

de microorganismos patógenos sin incurrir en los problemas asociados de intercambio de 

calor, diferencia de presión u obstáculos por barreras de difusión. La radiación provoca 

un moderado aumento de temperatura que puede ser compensado para materiales 

biológicos sensibles a cambios de temperatura, y es eficiente a temperatura ambiente e 

incluso a temperaturas bajo cero. Permite la esterilización de materiales en envoltorios 

previamente cerrados y, de esta forma, evita la recontaminación durante embalaje y 

posterior manipulación previa a la implantación (Dziedzic-Goclawska, 2005). 

Este trabajo considera aspectos técnicos relacionadas con el funcionamiento de un banco 

de huesos, las cuestiones éticas y los principales obstáculos encontrados. En este sentido, 

puede mencionarse inclusive, la colaboración interinstitucional, la sensibilización de 

sectores gubernamentales y entes normativos, así como la concientización a la población 

general sobre la importancia de donación de órganos, tomando en cuenta la posibilidad 

de recurrir a donantes vivos en el país (Chaves-Solano, 2019; Morales-Sánchez, 2019). 

 

 

METODOLOGÍA 

 

• Objetivo 1 

Modelo de estudio y ablación de la muestra. 

 

Se obtuvieron las muestras por medio del Centro de Investigación y Cirugía en Cáncer 

(CICICA), perteneciente a la Universidad de Costa Rica. Se utilizó hueso de origen 

porcino (Sus scrofa), de individuos jóvenes utilizados en entrenamientos quirúrgicos. 

Para esto, se obtuvo la aprobación 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 realizó la ablación de los tejidos. 

 

 

• Objetivo 2 

Desinfección 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 eliminó 

tejido blando.  

Se rotuló nueve frascos de 250 ml de la siguiente manera: tres como “Esterilización 

química”, tres como “Desinfección superficial” y tres como “Irradiación”. En cada frasco 

se colocó 3 fragmentos de hueso y se les agregó suero fisiológico 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 eliminó utilizando un 

tamiz de filtración y se les realizó dos lavados con suero en agitación por 10 minutos, 

eliminando el suero en cada cambio. Se eliminó el líquido remanente y se almacenó los 

tejidos a -80°C hasta los siguientes pasos de esterilización o análisis. Este y los siguientes 

procedimientos se realizaron por triplicado. 
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Esterilización química  

 

Los huesos rotulados como “Desinfección química” se lavaron dos veces con Peróxido 

de hidrógeno al 3% y en agitación por 10 minutos. El Peróxido de hidrógeno se eliminó 

en cada cambio utilizando un tamiz para filtración. Posteriormente, los huesos se lavaron 

con suero fisiológico en agitación por 5 minutos y se eliminó el suero fisiológico con el 

tamiz de filtrado. Posteriormente, se les agregó suero con antibiótico (una ampolla de 80 

mg de Gentamicina y una ampolla de 1g de Cefalotina en 100 ml de suero), se dejaron en 

agitación por 20 minutos y se eliminó el suero con antibiótico por filtración. Se agregó 

peróxido de hidrógeno al 3% y se dejó en agitación durante 18 horas. Los frascos fueron 

envueltos en una bolsa estéril. Finalmente, se les eliminó el peróxido de hidrógeno 

mediante filtrado, se agregó etanol 95% y se dejó en agitación durante 20 minutos.  

 

Calibración de los dosímetros y mapeo de dosis 

 

Se utilizó dosímetros Perspex RED tipo 4034 (batch PS), fabricados a partir de 

polimetilmetacrilato (Harwell Dosimeters, UK). Para la irradiación se utilizó un sistema 

de irradiación autoblindado de la marca Isotop, modelo Ob-Servo Ignis (Izotop, 

Hungary), que cuenta con 24 fuentes de Co-60. La cámara de irradiación es cilíndrica con 

15 cm de diámetro interno y 27 cm de alto, fabricado en acero con un espesor de 2 mm. 

Las dosis de irradiación fueron: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 kGy, Sharpe. 

Se utilizaron 4 dosímetros por dosis para la curva de calibración colocados en puntos 

específicos de la cámara de irradiación. La lectura de los dosímetros se realizó con un 

espectrofotómetro UV-Visible Evolution 220 marca Thermo (Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, USA), en modo absorbancia en la longitud de onda de 640 nm y se realizó 

una medida por dosímetro. Para este proceso se siguió con lo establecido en la norma ISO 

11137 parte 4 (ISO/ASTM 51276:2019), para la determinación de la incertidumbre del 

proceso de irradiación y establecer el rango de dosis del dosímetro de monitoreo, en el 

control de rutina del producto irradiado.  

 

Irradiación  

 

En la irradiación de hueso se utilizó hielo seco para mantener las muestras congeladas. 

Las muestras óseas fueron colocadas según el patrón de carga definido durante la 

calibración y mapeo de dosis, colocando además el dosímetro de monitoreo para el 

control dosimétrico y el control microbiológico para su verificación. Para el control de la 

temperatura dentro de la cámara de irradiación mientras las muestras fueron irradiadas, 

se utilizó una termocupla. La dosis utilizada para la esterilización de los tejidos fue de 

25kGy. 

 

Control microbiológico  

 

A todos los huesos se les realizó un lavado con solución salina durante 5 minutos en 

agitación. El suero se filtró con el tamiz de filtrado utilizando filtros de 0,22 µm en cámara 

de flujo laminar. Los filtros se cortaron a la mitad, una mitad se colocó en una placa ARE 

y la otra en una placa de PDA. Las placas fueron incubadas a 37 °C y a temperatura 
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ambiente respectivamente durante 7 días. Finalmente, se tomaron fotos y se contó el 

número de UFC.  

Se utilizaron esporas del microorganismo Bacillus pumilus (ATCC 27142)  como 

indicador biológico para la confirmación del proceso de esterilización por irradiación 

(Sigma-Aldrich 05290 Sterility Indicator). Los indicadores se colocaron junto con las 

muestras durante el proceso de irradiación. Se inocularon la tiras irradiadas y sin irradiar 

en tubos con caldo CASO estéril (Sigma-Aldrich 22098) e incubaron a 37 °C durante 7 

días. 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 días y se 

determinó el número de UFC. 

 

 

• Objetivo 3 

Biocompatibilidad 

 

Fragmentos de las piezas óseas desinfectadas o esterilizadas fueron inoculadas con la 

línea celular mc-3T3 (1x105 células por fragmento de aproximadamente 1cm3 en placas 

de 24 pozos). La línea mc-3T3 consiste en una línea celular precursora de osteoblastos 

derivada de Mus musculus calvaria. Para su inoculación y mantenimiento, se utilizó 

medio de cultivo alfa-MEM suplementado con ácido aspártico y 10% de suero fetal 

bovino. 

 

Extracción de proteínas.  

 

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 agregó 1 mL de agua destilada estéril 

mientras al resto de las muestras se les agregó 1 mL de HCl 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 

recogió el sobrenadante y se les rotuló como extracto 1 y control 1 respectivamente. Los 

residuos de tejido óseo desmineralizado presente en los tubos de muestra se incubaron 

con 1 mL de buffer de lisis Gu-HCl (Guanidina-HCl 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 realizó anteriormente, se recogieron los sobrenadantes y se les rotuló como 

extracto 2 y control 2 respectivamente.  

Los residuos de tejidos óseos se incubaron con 1 mL buffer de lisis utilizado 

anteriormente (Gu-HCl) más EDTA tetrasódico 0,5 M durante 72 horas a 4 °C.  Se 

centrifugaron las muestras en las mismas condiciones, se recogieron los sobrenadantes y 

se les rotuló como extracto 3 y control 3 respectivamente. Por último, los residuos de 

tejidos óseos se incubaron con 1 mL HCl 6 M a 4 °C durante 24 horas. Se centrifugaron 

las muestras, se recogió el sobrenadante y se les rotuló como extracto 4 y control 4 

respectivamente. Todos los extractos y controles de proteína cruda se precipitaron en 1mL 

de acetona a -20 °C durante 24 horas. Las muestras de proteína precipitada se 

resuspendieron en 1 mL de buffer con Tris 100 mM, guanidina-HCl 6 M, pH 8.1. 
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Cuantificación de proteína total mediante el ensayo de BCA  

 

Para la cuantificación de proteína total se preparó una solución estándar de BSA pesando 

2.00 mg de BSA en balanza analítica y disolviendo en 1 mL de PBS. Para la curva patrón 

se prepararon soluciones de BSA mediantes diluciones seriadas a partir de la solución 

estándar con con las siguientes concentraciones: 2,000 µg/mL, 1,500 µg/mL, 1,000 

µg/mL, 750 µg/mL, 500 µg/ml, 250 µg/mL, 125 µg/mL y 0 µg/mL. Las soluciones de la 

curva patrón se montaron por duplicado en placas de 96 agregando 50 µL. Luego, se 

cargaron por duplicado 50 µL de las muestras óseas (extractos y control de cada 

tratamiento) en las placas de 96 pozos. Se utilizó el kit BCA Protein Assay (Santa Cruz 

Biotechnology Inc., número de catálogo SC-202389). Las placas se leyeron en un 

espectrofotómetro (FLUOstar Optima, BMG Labtech, Ortenberg, Alemania). Se 

determinó la concentración de las muestras mediante la ley de Beer y se realizó un análisis 

estadístico.  

 

Cuantificación de proteína BMP-2 mediante ELISA 

 

La cuantificación de proteínas BMP-2 se realizó utilizando el BMP-2 Quantiquine Kit 

(R&D Systems, número de catálogo DBP200) según las instrucciones del fabricante. 

Brevemente, se agregó 100 μL de diluyente de ensayo RD1-19 a cada pocillo, se agregó 

50 μL de estándar, control o muestra por pocillo y se incubó durante 2 horas a temperatura 

ambiente en un agitador de microplacas orbital horizontal. Posteriormente, se aspiró cada 

pozo y se lavaron con buffer de lavado, repitiendo el proceso tres veces para un total de 

cuatro lavados. Después del último lavado, se eliminó cualquier resto de tampón de 

lavado. Se agregó 200 μL de conjugado BMP-2 a cada pocillo y se incubó durante 2 horas 

a temperatura ambiente en agitador. Nuevamente, se aspiró cada pozo y se realizaron 4 

lavados con buffer de lavado. Se agregó 200 μL de solución de sustrato a cada pocillo y 

se incubó en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se agregó 50 μL de 

solución de parada a cada pocillo. Se determinó la densidad óptica de cada pozo utilizando 

un lector de microplacas ajustado a 450 nm y a 570 nm. Se realizó una corrección de 

longitud de onda restando las lecturas de 540 nm y de 450 nm. Se determinó la 

concentración de proteína mediante la ley de Beer y se realizó un análisis estadístico. 

 

Microscopía electrónica 

 

Las muestras óseas de cada tratamiento se quebraron utilizando nitrógeno líquido y un 

mortero; posteriormente se fijaron utilizando solución 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 utilizó una corriente de 20 mA para el análisis de microscopía electrónica de 

barrido (Hitachi TM-3000, Japón). 

 

Tinción histológica de hematoxilina-eosina 

 

Las muestras óseas de cada tratamiento se quebraron utilizando nitrógeno líquido 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 deshidratación y aclaramiento 

de las muestras óseas se realizó lavados seriados de etanol graduado y xilol. Por último, 

se realizó el montaje con medio de montaje Dako CS703 y se observó las muestras al 

estereoscopio. 

 

 

• Objetivo 4 

Se participó en la organización de varios eventos científicos de alcance internacional en 

colaboración con entidades reconocidas como la “Society for Muscle Biology” y el 

Organismo Internacional de Energía Atómica (OIEA). Se participó además con ponencias 

orales y de poster en estos y otros eventos científicos, según se describe en el documento 

II. 

Adicionalmente, se preparó artículos científicos y se mencionó la metodología y alcances 

del proyecto en actividades docentes como en el curso de “Ingeniería tisular”, que es parte 

de la carrera de Histocitotecnología, 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 Ingeniería en Biotecnología del TEC. 

 

 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

• Objetivo 1 

Modelo de estudio y ablación de la muestra. 

 

Se intentó realizar el procedimiento de ablación de la forma más semejante posible, en 

cuanto a las condiciones quirúrgicas y asépticas, a la extracción que se haría en un 

paciente humano. El manejo aséptico resulta importante puesto que entre más baja se 

mantenga la carga microbiana (contaminación inicial o “bioburden”), más certeza se tiene 

de que los procesos de desinfección o esterilización serán suficientes para 

contrarrestarlos. Se extrajo los tejidos de forma exitosa, retrayendo el glúteo profundo e 

incidiendo a través de su tendón. 

Una vez extraído el tejido, este se trasladó a las instalaciones del Centro de Investigación 

en Biotecnología (CIB), donde se procedió a su procesamiento, que consistió de limpiar 

el tejido de restos de sangre, grasa, cartílago y otras estructuras. 

El modelo experimental porcino resultó apropiado puesto que simula fielmente diferentes 

sistemas humanos tanto desde el punto de vista fisiológico como anatómico, dado que es 

similar en tamaño, distribución de la anatomía y valores de fisiológicos y bioquímicos 

como la presión arterial e índice cardíaco (Sáenz Medina et al., 2008). 
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• Objetivo 2 

Esterilización de las muestras 

 

A todas las muestras se les removió de manera mecánica restos de tejido muscular y 

adiposo remanente, y se les aplicó inicialmente un lavado superficial. Posteriormente se 

les realizó el proceso de esterilización química o física (irradiación) según correspondiera. 

Entre las opciones que se han desarrollado para asegurar la asepsia del tejido, se 

encuentran métodos de desinfección química y métodos de esterilización por irradiación. 

La desinfección química se ha desarrollado a través del uso de antibióticos o de sustancias 

como el peróxido de hidrógeno (H2O2), los cuales, si bien no aseguran la esterilidad 

absoluta, alcanzan un nivel de limpieza aceptable. En el caso del uso de H2O2, la remoción 

de células del donante, antígenos y agentes citotóxicos 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 histológicas y en las 

propiedades mecánicas del tejido cuando se utilizan concentraciones mayores al 30% de 

H2O2 durante tiempos mayores a 15 minutos de exposición (Dantas et al., 2021). 

En este caso, para la esterilización química, se hizo uso de antibióticos de amplio espectro 

que actúan principalmente sobre organismos gram negativos como la gentamicina 

(aminoglucósido) y la cefalotina (cefalosporina de primera generación). Adicionalmente, 

el ácido peracético (CH₃CO₃H) 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 biológicas. 

Respecto a los métodos de esterilización, se han desarrollado métodos basados en el uso 

de óxido de etileno, tratamientos con calor y la irradiación de tejidos. El uso de estos 

métodos reduce la carga microbiana más profunda a niveles sumamente bajos por lo que 

se considera que esterilizan el tejido. No obstante, la aparición de residuos tóxicos ha 

hecho que algunas de las técnicas pierdan vigencia (Dantas et al., 2021). 

En el caso de la esterilización por irradiación, se trata de un proceso con mayor capacidad 

de penetración que los electrones y los esterilizantes químicos (líquidos y gaseosos), lo 

cual es deseable para el proceso de esterilización, pero un aspecto a considerar con 

respecto a la integridad de la muestra. 

Las técnicas de irradiación utilizadas se basan en radiaciones ionizantes. El término 

radiación ionizante abarca todas las radiaciones con exceso de energía (rayos X y gamma, 

electrones de alta velocidad) capaz de producir cascadas de ionización en la materia. La 

energía de todas las radiaciones ionizantes se expresa como electronvoltios (eV) y se 

define como la energía ganada por un electrón que se mueve a través de una diferencia 

de potencial de 1 volt. La energía 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, o 25 kGy = 2,5 Mrad (Dziedzic-Goclawska, 2005). 

En el caso particular de la irradiación gamma, se ha documentado que presenta poder 

esterilizante tanto de manera directa a través del contacto con partículas, como de manera 

indirecta, por la generación de radicales libres, en ambos escenarios presentando gran 

poder de penetración e induciendo la muerte celular (Yusof, 2018). 
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Desde mediados de la década de 1950 se registraron ensayos clínicos sobre la eficacia de 

los injertos óseos humanos esterilizados mediante irradiación (Dziedzic-Goclawska, et 

al., 2005). Lotty et al. (1990) encontró que la eficacia clínica de los aloinjertos sometidos 

a 25 kGy fue comparable con injertos óseos no-irradiados. En nuestros ensayos, se 

encontró que la dosis de 25 kGy fue suficiente para alcanzar el nivel de garantía de 

esterilidad aceptable (SAL, del inglés “sterility assurance level”) (Dziedzic-Goclawska, 

2005). Además de eliminar poblaciones microbianas, la irradiación inactiva virus, 

micoplasmas y reduce el contenido de endotoxinas (Singh & Singh, 2021). 

 

Calibración de los dosímetros y mapeo de dosis 

 

La dosis utilizada de 25kGy corresponde a la internacionalmente recomendada por el 

Organismo Internacional de Energía Atómica para la esterilización 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 buscó subsanar con el uso de hielo seco en la cámara de irradiación. 

Como fuentes de incertidumbre en dosis para el proceso de calibración de los dosímetros 

se consideró las variables de: determinación de la dosis de irradiación, la dispersión 

dosímetro-dosímetro, por la curva de calibración, el efecto de la temperatura y la 

influencia del espectrofotómetro en la lectura del dosímetro (repetibilidad y variación por 

la longitud de onda), esta información se encuentra resumida en el cuadro 1. 

 

 

Cuadro 1. Fuentes de incertidumbre del proceso de calibración de los dosímetros 

PERSPEX RED. 

Fuente Tipo Distribución de probabilidad 

Determinación dosis B Normal 

Dispersión dosímetro-dosímetro A Normal 

Curva de calibración A Normal 

Efecto de la temperatura B Normal 

Espectrofotómetro A Normal 

  

 

Las incertidumbres asociadas a la curva de calibración y a la dispersión dosímetro-

dosímetro se determinaron mediante análisis de residuo. Para el caso de la curva de 

calibración, se refiere a la variación en dosis entre el valor promedio que registraron los 

dosímetros y la dosis a la que fueron irradiados. La incertidumbre en la determinación de 
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la dosis fue del 1.95 %. En la dispersión dosímetro-dosímetro, también se incluye la 

reproducibilidad. 

El cuadro 2 muestra los valores de dosis límite establecidos para el proceso de irradiación, 

para cumplir con la esterilización y evitar la alteración del material (ISO 11137-2:2013). 

 

 

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

Tipo Dosis (kGy) Detalle 

 25 Dosis de esterilización 

 35 Debe ser la máxima aceptable, en que el 

material no se vea afectada sus propiedades 

 

 

 

 
Figura 1. Desinfección del material óseo. Los huesos, una vez cortados en fragmentos 

de 1cm de largo, se sometieron a un lavado general con suero fisiológico, y 

posteriormente al proceso de esterilización según correspondiera, a saber: (A) Ninguna 

adicional, de forma que funcionaran como control; (B) Esterilización química, consistente 

de peróxido de hidrógeno y suero fisiológico con antibiótico y (C) Esterilización por 

irradiación con rayos gamma utilizando una dosis de 25kGy. 

 

 

 

Control microbiológico 

 

Al realizar los controles microbiológicos se encontró que efectivamente, las muestras con 

desinfección superficial mantenían la presencia tanto de bacterias como de hongos, según 

se detecta con el crecimiento de microorganismos en medio de cultivo semisólido (agar 

ARE y PDA). Adicionalmente, para verificar el proceso de esterilización por medio de 

irradiación se utilizó esporas del indicador biológico B. pumilus, las cuales se caracterizan 

por ser altamente resistentes, por lo que se utilizan para monitorear la efectividad de los 

procesos de esterilización por radiación. 

Los tratamientos de esterilización química (EQ) e irradiación (EI) no presentaron 

formación de UFC en las placas de PDA y ARE, indicando el éxito del proceso de 

esterilización de estos tratamientos. (figuras 2a y 2b), mientras que, como se mencionó, 
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el tratamiento de desinfección superficial fue el único en que se obtuvo un resultado 

positivo para los controles de PDA y ARE, con un número muy elevado de UFC en la 

placa ARE. La gráfica en la figura 2e refleja este comportamiento. 

Un procedimiento de esterilización aceptable para cualquier producto, incluidos los 

tejidos biológicos utilizados como injerto, depende de definir los microorganismos más 

resistentes que podrían estar presentes y su densidad. Es por esto que se recurrió al uso 

de esporas de Bacillus pumilus. Se recurrió específicamente al uso de su presentación en 

tiras reactivas con un millón de esporas cada una. Al respecto, en la figura 2c se observa 

que no hubo crecimiento de las esporas B. pumilus expuestas a irradiación (EI), mientras 

que las tiras con esporas no irradiadas dieron positivo (CP), ello se confirma por la 

formación 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. 

 

 
Figura 2. Verificación de la esterilidad. Se realizó el recuento de Unidades Formadoras 

de Colonias (UFC) en cuatro diferentes medios de cultivo microbiológico: (A) Agar papa 

dextrosa (PDA); (B) Agar de recuento estándar (ARE); (C) Medio CASO y (D) Agar 

sangre, donde se utilizaron con esporas del microorganismo Bacillus pumilus (ATCC 

27142) como indicador biológico para la confirmación del proceso de esterilización por 

irradiación. (E) Comparación cuantitativa de las UFC según el tratamiento de 

esterilización. De acuerdo con lo esperado tanto la irradiación como el tratamiento 

químico bajaron la carga microbiana a niveles no detectables. CN: Control negativo, CP: 

Control positivo, EC: Control de preservación proteica, EQ: Esterilización química, y EI: 

Esterilización por irradiación. 

 

 

• Objetivo 3 

Biocompatibilidad y contenido proteico 

 

Los procedimientos de conservación, desinfección y esterilización pueden resultar 

agresivos con el tejido, afectando su estructura molecular como, por ejemplo, 
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desnaturalizando proteínas importantes para el mantenimiento de las propiedades 

biomecánicas y promover la regeneración del hueso durante procesos de reparación. 

Por esta razón, se evaluó la biocompatibilidad de las muestras inoculándolas directamente 

con células mc-3T3. Esto se realizó con el fin de evaluar la compatibilidad y citotoxicidad 

del material, así como su capacidad de estimular el potencial osteogénico de las células. 

Los cultivos se mantuvieron durante una semana, y se registró el aumento de la población 

celular creciendo sobre todas las muestras como sobre andamios 3D, sin embargo los 

resultados de las pruebas de Alamar Blue y cuantificación de LHD no son concluyentes 

(datos no mostrados) y las muestras se descartaron por sospecha de contaminación 

durante la fragmentación de los tejidos, pues de los análisis microbiológicos se conoce 

que antes de los pasos de fragmentación e inoculación las muestras se encontraban 

estériles. 

En cuanto a la cuantificación de proteínas totales, se encontró que las muestras tratadas 

con irradiación presentan un contenido proteico comparable al de los controles que 

recibieron solamente un lavado superficial (Fig. 4A). 

El potencial osteoinductivo de los injertos óseos, causada por proteínas morfogenéticas 

óseas (BMPs) presentes en la matriz orgánica ósea, es de gran importancia clínica puesto 

que es responsable de la capacidad de inducir la formación de hueso nuevo en el sitio de 

trasplante. Por lo tanto, resulta importante proteger la propiedad osteoinductora del hueso 

durante su procesamiento, conservación y esterilización (Dziedzic-Goclawska, 2005). 

En este sentido, al cuantificar específicamente el contenido de BMP-2 en los fragmentos 

óseos, se encontró que tanto las muestras tratadas con desinfección química como la 

esterilización física presentan cantidades similares de esta molécula entre sí 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 cartílago, 

este resultado es importante puesto que sugiere que los tejidos mantendrían la capacidad 

de apoyar procesos de regeneración luego de su implantación. 

La matriz extracelular es particularmente importante para el tejido óseo debido a que 

determina sus propiedades biomecánicas, lo que a la vez se relaciona directamente con su 

función de sostén y movimiento. 

Resulta importante considerar que una alta dosis de radiación ionizante puede evocar 

numerosos cambios físicos y químicos que pueden afectar la calidad biológica de los 

aloinjertos de tejido. Por lo tanto, en esta investigación interdisciplinaria se estudió los 

efectos de la desinfección química y la esterilización por radiación en la degradación de 

proteínas en general, y particularmente del colágeno, al ser un constituyente primordial 

de todos injertos de tejido conectivo. 
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Figura 3. Recuperación y cuantificación de proteínas. Se realizó una extracción de 

proteínas a partir del material óseo y se cuantificaron mediante el método de BCA para 

proteínas totales (A) y ELISA para la proteína BMP-2 (B). Se encontró que los huesos de 

la desinfección superficial presentan los niveles de proteína total más altos mientras que 

los huesos sometidos a la esterilización química presentaron la menor cantidad de 

proteína. Adicionalmente, mediante la técnica de ELISA en Sándwich, se cuantificó la 

recuperación del BMP-2 en 200mg de muestra. 

 

 

 

Evaluación de propiedades biomecánicas 

 

Se realizó una tinción de hematoxilina-eosina, la cual permite la detección de fibras de 

colágeno, las cuales se esperan de manera abundante en diferentes áreas del tejido óseo. 

Se detectó que los pequeños fragmentos se tiñeron de manera homogénea, sugiriendo la 

presencia de colágeno en todas las muestras. 

Se realizó además pruebas de compresión que, sin embargo, se sugiere repetir debido a la 

presencia de variaciones en el ángulo de corte de las muestras, afectando su 

homogeneidad previa a la ejecución de la prueba (datos no mostrados). 

Adicionalmente, se realizó un análisis cualitativo de la ultraestructura de los fragmentos 

óseos mediante microscopía electrónica de barrido. No se encontraron diferencias 

evidentes entre los tres tratamientos, observándose algunas microfracturas que se asumen 

producto del procedimiento de fragmentación con el nitrógeno líquido y acción mecánica 

con el mortero.  
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Figura 4. Tinción histológica de hematoxilina-eosina. (A) Enjuagues. (D) 
Esterilización química. (G) Esterilización por irradiación. Visualización de la ultra-
estructura del hueso mediante SEM. Se realizó la comparación de la estructura del 
hueso luego de haber sido sometido al procedimiento de esterilización respectivo, la 
comparación se realizó de forma cualitativa a nivel microscópico mediante SEM a 
diferentes aumentos. (B-C) Enjuagues (E-F) Esterilización química (H-I) Esterilización 
por irradiación. La barra de escala corresponde a 2 mm en B, E y H, y a 200 μm en C, 
F e I. 
 

 

 

 

• Objetivo 4 

Este trabajo utilizó muestras porcinas y ejecutó 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 

biológico. En Costa Rica existen actualmente tres bancos de tejidos, saber: el banco de 

córneas de la Caja Costarricense de Seguro Social, el de tejidos, perteneciente al Hospital 

Nacional de Niños, también estatal, y el Banco de Tejidos del Servicio Quirúrgico 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 Tecnológico de Costa Rica, mediante el Laboratorio de Ingeniería de Tejidos de la 

Escuela de Biología, 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 instauración y diversificación de este tipo de 

establecimientos. Desde varias décadas atrás ha colaborado con el Organismo 

Internacional de Energía Atómica en la elaboración de “Guías para la operación de bancos 

de tejidos” y “Códigos de prácticas para la esterilización por irradiación de tejidos 

humanos para uso clínico” (Álvarez, 2013; y Kairiyama, 2013). Con este trabajo, por 

ejemplo, se logró una esterilización apropiada del hueso mediante radiación 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 radiación para permitir avances tecnológicos y de salud en Costa Rica, 

demostrando con esto la capacidad en el país para la ejecución de las guías y prácticas 

mencionadas; queda aún trabajo por realizar, sin embargo, representa un primer paso 

exitoso. Se debe continuar además el trabajo y concientización en aspectos normativos, 

administrativos, y de logística implicados en el proceso, como la importación 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 país, su avance tecnológico y la 

calidad de vida de sus habitantes. 

 
 
CONCLUSIONES 
 

Se realizó una curva de calibración y mapeo de dosis en la cámara del irradiador, 

generando mayor confianza y homogeneidad en el proceso de irradiación de muestras. 

Se sometió muestras óseas a procedimientos para contrarrestar su carga microbiana tanto 

químicos como físicos (radiación gamma). Ambos procedimientos son ampliamente 

utilizados a nivel internacional. En las pruebas realizadas se observó que efectivamente 

ambos métodos cumplen el objetivo de reducir la contaminación sin afectar propiedades 

deseables en la matriz de las muestras óseas. Se observó que en ambos casos se sigue 

detectando la presencia de proteínas, particularmente colágeno 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 país, 

de manera que puedan diversificar sus técnicas e inventario de tejidos. Se aspira además 

a promover la creación de nuevos establecimientos de este tipo en Costa Rica y la región 

centroamericana. 
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Apéndices: 
 

Informe complementario sobre aspectos de irradiación, preparado por el 

M.Sc. Walter Vargas 
 

 

Calibración de los dosímetros 

 

Los dosímetros utilizados fueron Perspex RED tipo 4034 (batch PS), fabricados a 

partir de polimetilmetacrilato (Harwell Dosimeters, UK). Para la irradiación de los 

dosímetros se utilizó un sistema de irradiación autoblindado de la marca Isotop, 

modelo Ob-Servo Ignis (Izotop, Hungary), que cuenta con 24 fuentes de Co-60. La 

cámara de irradiación es de forma cilíndrica con 15 cm de diámetro interno y 27 cm 

de alto, fabricado en acero con un espesor de 2 mm. Las dosis de irradiación fueron: 

5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 kGy, Sharpe, P. et al [1], propone que se deben de utilizar 

al menos 5 puntos para construir la curva de calibración. La incertidumbre en la 

determinación de la dosis fue del 1.95 %. 

Para la irradiación de los dosímetros se utilizó un maniquí fabricado de PMMA, de 

forma cilíndrica 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 cámara de irradiación. La capacidad del maniquí es 

de 2 dosímetros, por lo que se realizaron dos rondas de irradiación, ya que se utilizaron 

4 dosímetros por dosis (figura 1). La lectura de los dosímetros se realizó con un 

espectrofotómetro UV-Visible Evolution 220 marca Thermo (Thermo Fisher 

Scientific, Massachusetts, USA), en modo absorbancia en la longitud de onda (𝜆) de 

640 nm y se realizó una medida por dosímetro. 

 
Figura 1. 𝑎) Posición de los dosímetros dentro del maniquí y b) posición del maniquí 

dentro del porta muestras. 

Los dosímetros Red tienen un espesor de 3 mm, pero debido a la variación de este 

espesor de ± 0.55 𝑚𝑚 [2], que influye en las lecturas de la absorbancia, se utilizó la 

cantidad llamada absorbancia específica 𝐴𝜆, que es calculada mediante la ecuación 

[3]: 

𝐴𝜆 =
(𝐴𝑏𝑠)𝜆

𝑒
 (1) 

Donde, 𝐴𝑏𝑠 es la absorbancia a una longitud de onda definida, 𝑒 es el espesor del dosímetro 

en milímetros. 
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Para la construcción de la curva de calibración se grafica 𝐴𝜆 en función de la dosis, 

realizando un ajuste polinomial. Se grafican todos los valores de 𝐴𝜆 obtenidos, para 

que el ajuste de la gráfica considere la variación entre dosímetros irradiados a una 

misma dosis [1]. Se verifica la normalidad de los residuos mediante el método 

Anderson-Darling [4]. 

 

Incertidumbre del proceso de calibración 

 

Se estudiaron las siguientes fuentes de incertidumbre en dosis para el proceso de 

calibración de los dosímetros: determinación de la dosis de irradiación, la dispersión 

dosímetro-dosímetro, por la curva de calibración, el efecto de la temperatura y la 

influencia del espectrofotómetro en la lectura del dosímetro (repetibilidad y variación 

por la longitud de onda), esta información se encuentra resumida en el cuadro 1. 

Cuadro 1. Fuentes de incertidumbre del proceso de calibración de los dosímetros 

PERSPEX RED. 

Fuente Tipo 
Distribución de 

probabilidad 

Determinación dosis B Normal 

Dispersión dosímetro-dosímetro A Normal 

Curva de calibración A Normal 

Efecto de la temperatura B Normal 

Espectrofotómetro A Normal 

 

Las incertidumbres asociadas a la curva de calibración y a la dispersión dosímetro-

dosímetro se determinó mediante análisis de residuo. Para el caso de la curva de 

calibración, se refiere a la variación en dosis entre el valor promedio que registraron 

los dosímetros y la dosis a la que fueron irradiados. Esta componente se calculó 

mediante la ecuación [1]: 

𝜎𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎(%) =
√∑ (

𝐷̅𝑖−𝐷𝑖
𝐷𝑖

∗100)
2

𝑛
𝑖=1

𝑛
  (2) 

Donde, 𝐷̅ es la dosis promedio medida con los dosímetros,  𝐷 es la dosis a la que 

fueron irradiados los dosímetros y 𝑛 es el número de puntos graficados, que fueron 8. 

Para la determinación de la incertidumbre por la dispersión dosímetro-dosímetro se 

calculó mediante la ecuación [1]: 

𝜎𝑑𝑜𝑠𝑖𝑚(%) = √
∑ (

𝐷𝑑,𝑖−𝐷𝑖
𝐷𝑖

∗100)
2

𝑛𝑚𝑒𝑑
𝑖=1

𝑛𝑚𝑒𝑑−𝑛𝑎𝑗𝑢𝑠
  (3) 

Donde, 𝐷𝑑 es la dosis reportada por cada dosímetro, 𝐷 es la dosis a la cual fue 

irradiado el dosímetro, 𝑛𝑚𝑒𝑑 es el número total de dosímetros utilizados y 𝑛𝑎𝑗𝑢𝑠 es el 

número de parámetros del ajuste. En la dispersión dosímetro-dosímetro, también se 

incluye la reproducibilidad. Como se indicó en el proceso de irradiación de los 

dosímetros, debido a las dimensiones del maniquí fue necesario hacer 2 rondas por 

dosis de irradiación. 
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Para el caso de la influencia del espectrofotómetro se tomaron 5 medidas de la 

absorbancia a un mismo dosímetro. Además, el espectrofotómetro tiene una 

resolución de 0.1 nm, por lo que se midió la variación de la absorbancia debido a este 

cambio. Las incertidumbres por el espectrofotómetro se estimaron como 

incertidumbres tipo A [5]. 

 

Mapeo de dosis 

 

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

irradiación, para cumplir con la esterilización y evitar la alteración del material. [6] 

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

Tipo Dosis (kGy) Detalle 

𝐷𝑒𝑠𝑡 25 Dosis de esterilización 

𝐷𝑚𝑎𝑥,𝑎𝑐𝑐 35 
Debe ser la máxima aceptable, en que el material 

no se vea afectada sus propiedades 

 

En la irradiación de hueso se utilizó hielo seco para mantener las muestras congeladas. 

En el proceso de mapeo de dosis para determinar las dosis: máxima, mínima y de 

monitoreo, se utilizó un polímero granulado o en pellets de densidad de 1.25 
𝑔

𝑐𝑚3⁄  

para simular al hielo seco y hueso. Para la simulación de hueso, 3 recipientes fueron 

llenados aproximadamente a la mitad de su capacidad y en medio se colocó un 

dosímetro. Además, se utilizó este polímero para simular los bloques de hielo seco, 

colocados en la parte inferior y superior de los recipientes. La figura 1 muestra el 

patrón de carga de las muestras y la posición de los dosímetros, para cuantificar la 

distribución de dosis y con esto la determinación de la dosis máxima (𝐷𝑚𝑎𝑥) y 

mínima (𝐷𝑚𝑖𝑛). Este proceso fue repetido en 3 ocasiones [7]. 
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Figura 2. Patrón de carga y posición de los dosímetros. 

 

Incertidumbre del proceso de irradiación 

 

Para esta parte, se siguió con lo establecido en la norma ISO 11137 parte 4 [7], para 

la determinación de la incertidumbre del proceso de irradiación y establecer el rango 

de dosis del dosímetro de monitoreo (𝐷𝑚𝑜𝑛), en el control de rutina del producto 

irradiado. La incertidumbre del proceso de irradiación (𝜎𝑝𝑟𝑜𝑐) está dada por la 

ecuación: 

𝜎𝑝𝑟𝑜𝑐 = √𝜎𝑐𝑎𝑙
2 + 𝜎𝑟𝑒𝑝

2 + 𝜎𝑚𝑎𝑞
2 + 𝜎𝑚𝑎𝑝

2   (4) 

𝜎𝑐𝑎𝑙 se refiere a la calibración de los dosímetros RED. Las restantes fuentes de 

incertidumbres fueron calculadas como tipo A y a continuación se detallan cada una 

de ellas: 𝜎𝑟𝑒𝑝, es la incertidumbre por reproducibilidad determinada por la 

variabilidad en la lectura del dosímetro de monitoreo. 𝜎𝑚𝑎𝑞, se debe a variaciones del 

irradiador en el proceso de irradiación. A pesar de que en el patrón de carga se ha 

indicado la dirección en que debe ser colocado el cilindro en la zona de carga en el 

irradiador, puede ocurrir que en la práctica esto no suceda y la orientación del 

dosímetro de monitoreo sea otra. Esta variación en la dosis por la colocación del porta 

muestras, se debe a que las fuentes que rodean a este cilindro no tienen la misma 

actividad. 𝜎𝑚𝑎𝑝, es la incertidumbre del mapeo, y dependerá de los valores de dosis 

mínima (𝐷𝑚𝑖𝑛) y máxima (𝐷𝑚𝑎𝑥), como también del número de repeticiones (𝑛) 

realizadas. 

Como 𝜎𝑟𝑒𝑝 y 𝜎𝑚𝑎𝑞 están relacionadas con el dosímetro de monitoreo, estas dos 

fuentes de incertidumbre se agrupan en: 

𝜎𝑚𝑎𝑞,𝑐𝑜𝑚𝑏
2 = 𝜎𝑟𝑒𝑝

2 + 𝜎𝑚𝑎𝑞
2   (5) 

La incertidumbre del proceso se divide en mínima y máxima, quedando de la forma: 

𝜎𝑝𝑟𝑜𝑐,𝑚𝑖𝑛(%)=√𝜎𝑐𝑎𝑙
2 +𝜎𝑚𝑎𝑞,𝑐𝑜𝑚𝑏

2 +𝜎𝑚𝑎𝑝,𝑚𝑖𝑛
2

𝜎𝑝𝑟𝑜𝑐,𝑚𝑎𝑥(%)=√𝜎𝑐𝑎𝑙
2 +𝜎𝑚𝑎𝑞,𝑐𝑜𝑚𝑏

2 +𝜎𝑚𝑎𝑝,𝑚𝑎𝑥
2

  (6) 

Obtenidas las incertidumbres del proceso, se establecieron los valores límite del 

dosímetro de monitoreo: dosis objetivo mínima (𝐷𝑂𝑏𝑗,𝑚𝑖𝑛) y dosis objetivo máxima 

(𝐷𝑂𝑏𝑗,𝑚𝑎𝑥), los cuales se calculan mediante las siguientes ecuaciones: 

𝐷𝑂𝑏𝑗,𝑚𝑖𝑛=
𝐷𝑒𝑠𝑡

𝑅𝑚𝑖𝑛
𝑚𝑜𝑛⁄

∙
1

(1−𝑘∙
𝜎𝑝𝑟𝑜𝑐,𝑚𝑖𝑛

100
)

𝐷𝑂𝑏𝑗,𝑚𝑎𝑥=
𝐷𝑚𝑎𝑥,𝑎𝑐𝑐

𝑅𝑚𝑎𝑥
𝑚𝑜𝑛⁄

∙
1

(1+𝑘∙
𝜎𝑝𝑟𝑜𝑐,𝑚𝑎𝑥

100
)

  (7) 

Donde, 𝑅𝑚𝑖𝑛
𝑚𝑜𝑛⁄  𝑦 𝑅𝑚𝑎𝑥

𝑚𝑜𝑛⁄  son las razones de 𝐷𝑚𝑖𝑛 entre 𝐷𝑚𝑜𝑛 y 𝐷𝑚𝑎𝑥 entre 

𝐷𝑚𝑜𝑛, 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 distribución. Definidas 

estas dosis objetivo, se espera que los valores de dosis de los dosímetros de monitoreo 

se encuentren entre 𝐷𝑂𝑏𝑗,𝑚𝑖𝑛 𝑦 𝐷𝑂𝑏𝑗,𝑚𝑎𝑥 en el proceso de irradiación de rutina. 

 

Irradiación de indicadores microbiológicos 
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Indicadores microbiológicos para evaluar la efectividad de la dosis de esterilización 

fueron colocados dentro de los recipientes que contienen el polímero, manteniendo 

las condiciones de irradiación propuestas en el mapeo de dosis (figura 3). 

 
Figura 3. Proceso de irradiación de los indicadores microbiológicos para la evaluación 

de la dosis de esterilización. a) Colocación de los indicadores dentro de los 

recipientes, b) posición de los recipientes dentro del porta muestras, c) colocación de 

la bolsa con polímero que simula el hielo seco y d) colocación del porta muestras en 

el irradiador. 

 

Irradiación de hueso 

 

Las muestras de hueso fueron colocadas según el patrón de carga mostrado en la 

figura 2, pero solo colocando el dosímetro de monitoreo para el control dosimétrico. 

El control de la temperatura dentro de la cámara de irradiación mientras las muestras 

fueron irradiadas, se utilizó una termocupla. La figura 4 muestra el proceso de 

irradiación. 
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Figura 4. Proceso de irradiación de hueso. Los números indican la secuencia del 

proceso. 

 
1. Resultados 

 

La figura 5 se presenta la curva de calibración obtenida de la irradiación de los 

dosímetros según la metodología planteada. El ajuste propuesto fue polinomial de 

tercer grado y se determinó que los residuos son normales. Además, se obtuvo que la 

precisión en la medida de la absorbancia específica promedio por dosis de irradiación, 

las incertidumbres estuvieron por debajo del 2 %, con un factor de cobertura 𝑘 = 2. 

 
Figura 5. Curva de calibración de los dosímetros Perspex RED. 

Del estudio de las fuentes de incertidumbre en el proceso de calibración de los 

dosímetros, se determinó que la incertidumbre por el espectrofotómetro en la medida 

de la absorbancia por repetibilidad a un mismo dosímetro fue del 0.03 % y su 

influencia en la incertidumbre en dosis fue del 0.04 %, este mismo resultado se obtuvo 

por la variación 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 específica en este tipo de dosímetros, determinó que 

no es significativa a 30 °C. Esta fue la temperatura máxima a que fueron expuestos 

los dosímetros, y fue dentro del irradiador. Por lo que, las fuentes de incertidumbre 

en dosis por calibración de los dosímetros se redujeron a: influencia por la curva de 

calibración, dispersión dosímetro-dosímetro y por la determinación de la dosis. En el 

cuadro 3 se resume esta información en que también se incluyen los resultados del 

proceso de mapeo de dosis. 

 

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

 

Fuentes Tipo 
Incertidumb

re típica 

Distribución 

de 

probabilidad 

Coeficient

e de 

sensibilida

d  

Contribució

n a la 

incertidumb

re 

Calibración dosímetros         

Determinación de la dosis B 1.95 N 1 1.95 

Incertidumbre por Curvas de 

Calibración 
A 0.22 N 1 0.22 

Dispersión dosímetro-

dosímetro 
A 1.39 N 1 1.39 

Variaciones en el producto y 

su ubicación 
          

Reproducibilidad A 0.38 N 1 0.38 

Mapeo: Máxima Mínima A 1.41 0.37 N 1 1.41 0.37 

Máquina A 0.53 N 1 0.53 

Suma cuadrática         8.20 6.35 

Incertidumbre combinada 

(k=1)         2.86 2.52 

Incertidumbre expandida 

(k=2) 
    5.73 5.04 

 

El índice de conformidad indica la variación entre la dosis máxima y mínima, y se 

calcula mediante la razón 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 cámara 

de irradiación. En el cuadro 4 se presenta el rango de aceptación para el dosímetro de 

monitoreo para el control de rutina en la irradiación de hueso. 

Cuadro 4. Rango de dosis para el dosímetro de monitoreo para el control de rutina, en 

el proceso de irradiación de hueso. 
 𝑫𝒐𝒃𝒋,𝒎𝒊𝒏 𝑫𝒐𝒃𝒋,𝒎𝒂𝒙 

𝑫𝒎𝒐𝒏 (kGy) 25.01 32.45 

 

***Continúa el resultado con los indicadores microbiológicos. 
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Del proceso de mapeo también se determinó que la razón entre la dosis mínima y de 

monitoreo (𝑅𝑚𝑖𝑛
𝑚𝑜𝑛⁄ ) fue de 1.0503, lo cual indica una diferencia en dosis del 5.03 

%. Además, se determinó una diferencia entre la dosis mínima y la dosis nominal del 

4.5 %. De los anteriores resultados, se realizó el ajuste del tiempo de irradiación para 

cumplir con lo establecido en el cuadro 2. 
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PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTÁNDAR PARA: PROCESAMIENTO Y 

ESTERILIZACIÓN DE TEJIDO ÓSEO 

 

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, protección para los ojos y protección para las manos se 

utilizará. 
□ Guantes de látex □ Guantes aislantes □ Careta □ Respirador 

□ Guantes de nitrilo □ Lentes de seguridad □ Bata de laboratorio □ Campana extractora 

□ Guantes de neopreno □ Gafas ventiladas □ Delantal □ Cabina de bioseguridad 

□ Guantes de vinilo □ Gafas contra salpicaduras □ Mascarilla antipolvo □ Caja de guantes 

□ Zapatos cerrados  □ Bata resistente al fuego  

 

Realizado por: ______________________________  

Supervisado por: ______________________________  

Fecha: _____________________________________ 

 

MATERIALES 

Suero fisiológico 

Peróxido de hidrógeno al 3% 

Gentamicina 80mg 

Cefalotina 1g 

Etanol al 95% 

Solución salina 

Placa Petri con PDA 

Placa Petri con caldo CASO 

 

EQUIPO 

Sierra para molienda, incubadora, agitador, tamiz para filtración, beaker, viales. 

PROCEDIMIENTO 

Día 1) Esterilización. Colocar un ✓ en cada paso una vez realizado. 

1. Colocar el hueso a 4°C 24-48 horas antes de realizar el procesamiento. 

2. Cortar los huesos con una sierra para realizar la molienda de la cabeza Femoral. 

3. Eliminar tejido blando. 

4. Colocar cada fragmento en el moledor y realizar la molienda. 

5. Colocar hueso molido en un frasco de 250ml. 

6. Agregar suero fisiológico hasta que cubra la totalidad del hueso. Colocar el frasco con el 

hueso a 60 °C durante 50 minutos. El frasco deberá estar envuelto en una bolsa estéril. 

Rotular lo siguiente en el frasco: 

Hora inicio:_____________ Hora finalización___________  

7. Eliminar el suero utilizando un tamiz para filtración. 

8. Lavar dos veces con suero en agitación por 10 minutos. Eliminar el suero en cada 

cambio utilizando el tamiz para filtración. Anotar lo siguiente: 

Hora inicio:_____________ Hora finalización___________ 
Hora inicio:_____________ Hora finalización___________ 

9. Lavar dos veces en agitación por 10 minutos con Peróxido de hidrógeno al 3%. Eliminar 

el Peróxido de hidrógeno en cada cambio utilizando un tamiz para filtración. Anotar lo 

siguiente: 
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Hora inicio:_____________ Hora finalización___________ 
Hora inicio:_____________ Hora finalización___________ 

10. Lavar una vez con suero en agitación por 5 minutos. 

11. Disolver los antibióticos (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 finalización___________ 

13. Eliminar el suero con antibióticos mediante filtrado. 

14. Agregar Peróxido de hidrógeno al 3% y dejarlo en agitación durante 18 horas.  El frasco 

deberá estar envuelto en una bolsa estéril. 

15. Realizar etiquetas y autoclavar las muestras. 

 

Día 2) Control microbiológico 1. Colocar un ✓ en cada paso una vez realizado. 

 

Verificación y control de esterilidad de materiales y suministros 

Sí No 

  

 

 

Temperatura de la sala de procesamiento____ 

 

Limpieza de equipos utilizados: 

Equipo Cumple No cumple 

Cámara de flujo laminar   

Agitador calentador 

magnético 

  

   

   

   

 

Realizado por: _________________________________  

Verificado por: _________________________________  

Fecha: __________ 

 

1. Quitar peróxido al hueso mediante filtrado. 

2. Agregar alcohol al 95% y agitar durante 20 minutos. Anotar: 

Hora inicio:_____________ Hora finalización___________ 

3. Lavar con solución salina durante 5 minutos. Anotar: 

Hora inicio:_____________ Hora finalización___________ 

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

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

 

5. Tomar muestra de solución de último lavado y de hueso para *microbiología. 

6. Empacar en doble bolsa y congelar a -80°C en zona de cuarentena. 

 

3) *Control microbiológico 1.2. Colocar un ✓ en cada paso una vez realizado. 

1. Tome 1 ml de los eluidos finales e inocule una placa Petri con PDA. Incube de 3 a 7 a 28 

°C para observar crecimiento de hongos. 

2. Tome 1 ml de los eluidos finales e inocule en caldo CASO, incube durante un máximo 

de 3 días a 30-35 °C en el caso de cepas bacterianas y 22,5 °C en el caso de los hongos 

durante un máximo de 5 días. 

 

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 ESTÁNDAR PARA: EXTRACCIÓN DE 

PROTEÍNAS A PARTIR DE MUESTRAS DE TEJIDO ÓSEO CON BUFFER DE 

GUANIDINA-HCl 

 

Resumen: El siguiente protocolo describe el procedimiento de extracción de proteínas de 

hueso. La calidad de las muestras de tejido óseo se examina mediante control 

microbiológico previo con el protocolo de Procesamiento y Esterilización de Tejido Óseo. 

A esto le sigue la extracción de proteínas, utilizando tampón que contiene guanidina y 

ácido clorhídrico y precipitación con acetona, posteriormente se realiza una medición de 

la concentración de proteínas 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, protección para los ojos y protección para las manos se 

utilizará. 
□ Guantes de látex □ Guantes aislantes □ Careta □ Respirador 

□ Guantes de nitrilo □ Lentes de seguridad □ Bata de laboratorio □ Campana extractora 

□ Guantes de neopreno □ Gafas ventiladas □ Delantal □ Cabina de bioseguridad 

□ Guantes de vinilo □ Gafas contra salpicaduras □ Mascarilla antipolvo □ Caja de guantes 

□ Zapatos cerrados  □ Bata resistente al fuego  

 

 

Realizado por: ______________________________  

Supervisado por: ______________________________  
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Fecha: _____________________________________ 

 

MATERIALES 

Buffer de lisis Gu-HCl (Guanidina-HCl 6 M, Tris 100 mM (pH 7,4) y cóctel de 

inhibidores de proteasa) 

HCl 1,2 M 

Agua destilada 

EDTA tetrasódico 0,5 M 

HCl 6 M 

 

EQUIPO 

Incubadora, centrífuga, tubos Eppendorf, tubos Falcon. 

 

PROCEDIMIENTO 

 

a) Extracción de las proteínas. Colocar un ✓ en cada paso una vez realizado. 

Verificación y control de esterilidad de materiales y suministros 

Sí No 

  

 

 

Limpieza de equipos utilizados: 

Equipo Cumple No cumple 

Cámara de flujo laminar   

Agitador calentador 

magnético 

  

   

   

   

   

 

Realizado por: _________________________________  

Verificado por: _________________________________  

Fecha: __________ 

 

1. Incubar la muestra de hueso (0,2 g de tejido óseo / mL de solución) durante toda la 

noche a 4 °C en HCl 1,2 M (excluir el control de este paso). 

Hora inicio:_____________ Hora finalización: ___________ 

2. Centrifugar y recoger el sobrenadante, rotular como Extracto 1. 

3. Lavar con agua destilada el residuo de tejido óseo desmineralizado y el control e 

incubarlos en el buffer de lisis Gu-HCl durante 72 horas a 4 °C. 

Día y Hora inicio:_______________ Día y Hora finalización: ______________ 

4. Centrifugar y recoger el sobrenadante de ambas muestras, rotular como Extracto 2 y 

Control 2 respectivamente. 

5. Incubar los residuos de muestra desmineralizada y control en el buffer de lisis utilizado 

anteriormente más EDTA tetrasódico 0,5 M durante 72 horas a 4 °C. 

Día y Hora inicio:_______________ Día y Hora finalización: ______________ 
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6. Centrifugar y recoger el sobrenadante de ambas muestras, rotular como Extracto 3 y 

Control 3 respectivamente. 

7. Incubar los residuos de muestra desmineralizada y control en HCl 6 M a 4 °C durante 

toda la noche. 

Hora inicio:_____________ Hora finalización: ___________ 

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: 

 

 
Figura 1. Resumen del método de extracción secuencial de proteínas para tejido óseo 

(Jiang et al., 2007). 

 

b) Precipitación de las proteínas. Colocar un ✓ en cada paso una vez realizado. 

 

1. Precipitar todos los extractos y controles de proteína cruda en acetona a -20 °C durante 

la noche. 

Hora inicio:_____________ Hora finalización: ___________ 

2. Redisolver las muestras de proteína precipitada en un buffer con Tris 100 mM, 

guanidina-HCl 6 M, pH 8.1. 

3. Determinar la concentración de proteína mediante el ensayo de Bradford con BSA como 

estándar de proteína. 

 

REFERENCIAS 

 

Jiang, X., Ye, M., Jiang, X., Liu, G., Feng, S., Cui, L., & Zou, H. (2007). Method 

development of efficient protein extraction in bone tissue for proteome analysis. Journal 

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


