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METODOS DE ESTERILIZACION PARA TEJIDOS TRASPLANTABLES

Erick Avila Navarro?, Daniel Luna Zaragoza'®
Ninfa Ramirez Duran*®, Keila Isaac Olivé?°

Introduccion

El trasplante de 6rganos, tejidos y células es un método encaminado a restablecer
funciones esenciales del organismo y a mejorar la calidad de vida. Se utiliza en
una amplia gama de procedimientos terapéuticos. Existen evidencias de que los
egipcios practicaban el trasplante de tejidos desde el anio 3500 a.C. [1]. En la India,
hacia el afio 500 d.C., se utilizé por primera vez piel del gliteo para reconstruir
el pabell6n auricular, la nariz y los labios de un individuo, dando el primer paso
al autoinjerto [1]. En 1881 tuvo lugar el primer trasplante de un aloinjerto en un
humano [2]. Actualmente se trasplanta una gran variedad de tejidos como val-
vulas cardiacas, huesos, piel, cérneas, tendones, ligamentos, fascia lata, vasos san-
guineos, membranas amnidticas, por mencionar algunos.

En textos antiguos hay referencias sobre trasplantes de érganos [3], pero no
es hasta la primera mitad del siglo XX, con los trasplantes de rifién en animales
realizados por Alexis Carrel [1], que comienza el auge de esta técnica. Luego de
varios intentos de trasplantar 6rganos humanos en diferentes paises, en 1954
Joseph Murray y John Merrill realizan en Estados Unidos el primer trasplante
renal exitoso entre dos gemelos homocigéticos [1, 3]. A partir de esa fecha, el
avance del trasplante de érganos ha tenido un desarrollo ininterrumpido. Hoy dia
se trasplantan de manera rutinaria rinones, higado, corazén, pulmén, pincreas
e intestino, en tanto que otros drganos se trasplantan de manera menos frecuente.

7Estudiante del Doctorado en Ciencias de la Salud, Facultad de Ciencias de la Conducta,
Universidad Auténoma del Estado de México, Toluca, México. (ID-ORCID: 0000-0002-4878-8170).

¥ Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares, Ocoyoacac, México.

Y Laboratorio de Investigacién en Microbiologia Médica y Ambiental, Facultad de Medicina,
Universidad Auténoma del Estado de México, Toluca, México. (ID-ORCID: 0000-0003-3108-895X).

2 Laboratorio de Investigacion en Terandstica, Facultad de Medicina, Universidad Auténoma
del Estado de México, Toluca, México. (ID-ORCID: 0000-0003-4388-3811).
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El trasplante de células comenzé en 1939 con la infusién intravenosa de cé-
lulas de médula ésea en un paciente con anemia aplasica [4]. En 1957, Donall
Thomas realiz6 los primeros trasplantes alogénicos de médula dsea en pacientes
con leucemia [4]. Actualmente, la citoterapia es una técnica que emplea con €xito
precursores hematopoyéticos y neuronales, células embrionarias pluripotentes
inducidas, islotes pancreaticos y otros cultivos celulares.

El trasplante de tejidos es una importante alternativa terapéutica para el tra-
tamiento de numerosos procesos patoldgicos. Se utiliza tanto en cirugia recons-
tructiva como en cirugia estética. El primer banco de tejidos se estableci6 en 1949
en Estados Unidos [5], aunque hay reportes de la existencia de un banco de
huesos en 1942 [2]. En la actualidad existen cientos de bancos de tejidos que
procesan, almacenan y distribuyen tejidos para trasplantes, de manera segura
[2, 6, 7]. La Organizacién Mundial de la Salud ha decretado regulaciones de es-
tricto cumplimiento para garantizar la calidad, seguridad y eficacia de los tejidos
que se usan en trasplantes. Estas regulaciones exigen que el proceso de obtencion,
caracterizacion y preservacion del tejido, se ejecuten dentro de estrictas normas
de calidad. Es la esterilizacién uno de los pasos mas importantes del proceso de
preservacién de tejidos para trasplantes. Existen diversos métodos de esteriliza-
cién; sin embargo, el mas eficiente es el método por radioesterilizacion.

Tejidos para trasplante

Los tejidos se definen como un conjunto complejo y organizado de células que
comparten ciertas caracteristicas y que, actuando en conjunto y de forma coordi-
nada, desarrollan distintas funciones en el organismo. En el caso de los trasplan-
tes, se utilizan los siguientes:

- Tejido musculo-esquelético: hueso, tendén, ligamento y fascia lata.

- Tejido ocular: cérnea, limbo corneal, esclera.

- Tejido cutdneo: piel (epidermis).

- Tejido cardiovascular: vilvulas cardiacas, segmentos vasculares (arterias y ve-
nas), pericardio bovino y equino.

— Membranas: amnios, dura madre.

— Otros: Ommentum, valvulas pulmonares, tinica vaginal parietal y visceral.

Los tejidos para trasplantes se utilizan en la reconstruccién de defectos es-
queléticos, cardiovasculares, oculares; en el tratamiento de quemaduras y tlceras,
entre otras aplicaciones. Se les denomina injertos a los que se clasifican desde la
perspectiva donante-receptor, y se dividen en:



85
Métodos de esterilizacion para tejidos trasplantables

— Autoinjerto: Cuando el donante y receptor son el mismo.

— Aloinjerto: Cuando el donante y receptor son genéticamente distintos, pero
de la misma especie.

— Isoinjerto: Cuando el donante y receptor son de la misma especie y genéti-
camente idénticos, por ejemplo, gemelos homocigéticos.

— Xenoinjerto: Cuando el donante y receptor son de diferentes especies; por
ejemplo, cuando el hueso de cerdo es injertado en un borrego.

Los aloinjertos y xenoinjertos son los mds utilizados en la practica clinica,
por lo que las regulaciones establecidas sobre injertos se refieren principalmente
a ellos, en particular a los aloinjertos que son los mas empleados.

El donante de tejidos puede ser vivo o fallecido tras muerte cardiaca o ence-
falica. La proporcién de tejidos procedentes de donantes fallecidos es mayor que
la de donantes vivos, pues los injertos de donantes vivos se pueden obtener solo
en cantidades limitadas, mediante un proceso doloroso y prolongado [8]. Los te-
jidos procedentes de cadaveres tienen ventajas, debido a que evitan el sacrificio de
estructuras normales del paciente, posibles infecciones, hospitalizacién prolon-
gada y se pueden obtener de cualquier tamafio y forma [2, 8, 9]. La seleccién de
donantes de tejidos es muy rigurosa y estd regulada por documentos legales en
todos los paises. En México se realizan alrededor de 10 000 trasplantes anuales
de tejido: los mas empleados son la cérnea [10, 11], seguido de hueso, tendén
y piel [10].

Procesamiento de los tejidos para trasplante

A diferencia de los 6rganos que se deben de trasplantar en cuestioén de horas, a
partir de su toma en el donador, los tejidos pueden ser extraidos y conservados
durante largo tiempo antes de ser trasplantados. Esto permite realizar un grupo de
acciones que garanticen su empleo seguro. El manejo de tejidos para trasplantes
comprende tres etapas: procuracion, proceso y evaluacién [2, 7, 8, 12].

La procuracién se realiza en el quiréfano mediante técnicas estériles, después
que el potencial donante cumple con todos los requisitos establecidos en las re-
gulaciones. Si el donante es un cadaver, la extraccién se realiza dentro de las
24 horas posteriores al deceso, luego de una rigurosa exploracién completa del
cuerpo para buscar signos que pudieran contraindicar la donacién [2, 7].

El proceso, después de extraido el tejido, es lavado y desinfectado para eliminar
elementos celulares no deseables y reducir la contaminacién microbiana [7, 13].
Estos procesos estdn normalizados segin el tipo de tejido; incluye lavado con agua,
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detergentes y soluciones desinfectantes a diferentes concentraciones, bajo agi-
tacién o en bano ultrasénico a diferentes tiempos [13, 14, 15]. Para mantener
la viabilidad, después de lavado y desinfectado, el tejido se mantiene hasta la si-
guiente etapa a 4 °C, y en algunos casos se mantienen en solucién de pH fisio-
l6gico que contiene nutrientes esenciales y antibidticos [14, 15].

La evaluacién debe realizarse en el tiempo mas cercano posible a la extraccion.
Se toman muestras en cantidad suficiente y, de acuerdo con el tipo de tejido, se
realiza un exhaustivo panel de ensayos microbiol4gicos y seroldgicos, cuyo al-
cance depende del tipo de tejido y su posterior uso. En el caso de los tejidos
musculo-esqueléticos, se analizan también las propiedades biomecanicas [2, 16].
Todos los andlisis se realizan de acuerdo con procedimientos establecidos.

La procuracion y evaluacion de los tejidos para trasplante se efecttian en con-
diciones asépticas; sin embargo, esto no garantiza que el tejido esté libre de conta-
minacién. El tejido puede estar contaminado desde antes de su extraccion, de-
bido a una infeccidn oculta en el donante o a invasién post-mortem de alguna
bacteria desde el tracto gastrointestinal [2, 17]. Por otro lado, el proceso de ex-
traccién no elimina toda la sangre, lipidos y otros elementos celulares que pueden
albergar patdgenos [2], por lo que la esterilizacién es imprescindible para evitar
infecciones en el receptor.

La esterilizacion. Generalidades

La esterilizacion es el proceso de destruccién o remocién completa de todas las
formas de vida microbiana (bacterias, hongos y virus), patégenas o no, inclu-
yendo las esporas y los priones. Es el nivel mas alto de seguridad de destruccion
de microorganismos o de sus formas de resistencia. Un producto se considera
estéril cuando la probabilidad de que contenga un microorganismo, en forma activa
o latente (nivel de garantia de esterilidad, SAL por sus siglas en inglés), es igual o
menor a 1x10¢ microorganismos [7, 17, 18, 19].

La esterilizacién se lleva a cabo por diversos métodos fisicos y quimicos
cuya utilizacién depende de la naturaleza; el volumen y uso posterior del ma-
terial a esterilizar; su sensibilidad al agente esterilizante; y la penetrabilidad del
agente esterilizante en el material. No existe un método ideal de esterilizacién.
En la Tabla 1 se resumen los métodos generales de esterilizacién mds utilizados.
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Tabla 1. Métodos de esterilizacién més utilizados en la actualidad

Mecanismo de accion
Método Tipo sobre los microorganismos Desventajas
Calor himedo Desnaturaliza las proteinas por coagula- | No elimina pirégenos
cion, provoca ruptura de ADN y ARN Y pér-
dida de material de bajo peso molecular
Calor seco Deshidrata las células y oxida los com- | Ciclos largos
ponentes celulares Diffcil de certificar
Radiacion ionizante Inhibe la division celular por produccién | Son instalaciones complejas que
. de radicales libres que dafian a los acidos | requieren medidas estrictas de
Fisico nucleicos y otros componentes seguridad
Radiacion no ionizante | Modifica las proteinas y acidos nucleicos | Poco poder de penetracion
induciendo muerte celular
Filtracién Impide el paso de los microorganismos | EI material para filtrar debe es-
de un ambiente a otro tar libre de material particulado
Ultrasonido Desnaturaliza las proteinas y desintegra | Requiere mucho tiempo de ope-
las bacterias racion
Gas Produce reacciones de alquilacion u oxi- | Exceptuando al ozono, se trata
dacion de los componentes celulares de gases toxicos y se necesita
instalaciones que requieren me-
didas estrictas de seguridad
Plasma Generacion de radicales libres y otras | Irritante
Quimico especies microbicidas muy activas Poco poder de penetracion
Requiere envases especiales
Liquido Produce reacciones quimicas que da- | Dificil de controlar
fian los componentes celulares Requiere de ciclos muy largos
Posibilidad de recontaminacién

Elaboracién propia [18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 26].

Métodos fisicos

Calor

El calor (htiimedo o seco) es el método principal de esterilizacién, siempre que
el material a esterilizar no sea termolébil. El més utilizado por su efectividad
es el calor himedo a presién que emplea temperaturas superiores a 120 °C,
humedad y presién durante un tiempo corto de 15 a 30 min [18, 20]. Es no
téxico, de bajo costo, no contamina el ambiente, ficil de controlar y certificar,
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por lo que se considera el estindar de oro de la esterilizacién. Cuando el material
no soporta el calor himedo o no es capaz de penetrarlo, se emplea el calor seco,
cuyos ciclos de exposicién dependen de la temperatura, aunque generalmente
se utilizan 160 °C durante 2 h. El método es lento e irregular [18, 21].

Radiacion ionizante

Es una alternativa empleada para materiales que son afectados por el calor. Se
emplea radiacién ionizante (B, y) y rayos X (procedentes de un acelerador de elec-
trones) [18, 19. 22]. La mads utilizada es la radiacién y proveniente de fuentes de
%Co 0 ¥’Cs, aunque también se emplean aceleradores de electrones (e-beam),
donde los electrones acelerados interaccionan con los materiales y los ionizan.

No ionizante

La radiacién UV provoca modificaciones quimicas en los dcidos nucleicos y las
proteinas de los microorganismos, ocasionando mutaciones que inducen a la
muerte. Aunque menos eficaz que las radiaciones ionizantes, se utiliza en la de-
sinfeccién de aire, aguas y superficies de las zonas de trabajo [19, 23]. Entre sus
posibles ventajas estan: (a) ciclos de esterilizacién muy cortos, (b) bajo consumo
de energia, (c) no produce residuos toxicos.

Filtracidn

Es el método recomendado para soluciones que se descomponen con el calor.
Se utiliza un filtro de tamano adecuado que retiene en su superficie todos los
microorganismos presentes [18].

Ultrasonido

Emplea las vibraciones mecanicas longitudinales de frecuencias, que oscilan
entre 10 000 y 15 000 vibraciones por segundo e incluso mayores, para desna-
turalizar las proteinas y desintegrar las bacterias [23].

Métodos quimicos

Se basan en la propiedad que tienen algunas sustancias de promover una o mas
reacciones quimicas capaces de danar los componentes celulares de los
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microorganismos. Las sustancias que se utilizan pueden estar en estado gaseoso,
liquido o plasma. Se recomienda solo cuando no es posible utilizar otros métodos
[18, 19, 23]. Los tiempos de almacenamiento del material esterilizado por mé-
todos quimicos suelen ser cortos.

Gas

Se utilizan principalmente dos agentes alquilantes —6xido de etileno (C,H,O)
y formaldehido (CH,O)— y un agente oxidante —gas ozono—. El C,H,O es un
gas incoloro a temperatura ambiente, altamente inflamable en presencia de aire,
potencialmente explosivo, txico, carcinogénico y teratogénico, por lo que su
empleo exige estrictas medidas de seguridad [18, 19, 24]. Se mezcla ficilmente con
agua en cualquier proporcion y forma etilenglicol. Mezclado con diluyentes
inertes, como el CO,, se usa para la esterilizacién de material termosensible y
de limenes pequenos como catéteres, jeringas desechables, sondas e instrumen-
tal endoscdpico [24, 25]. Tiene un alto poder esterilizante sobre virus, bacterias
y hongos, pero no elimina priones [25]. Debido a su escasa penetrabilidad, los
ciclos de esterilizacién son largos (90 minutos) y requieren posterior aireacion
(10-12 h) para eliminar los residuos téxicos [24].

El CH,O es un gas incoloro de fuerte olor, altamente téxico y se sospecha
que es carcinogénico y mutagénico. Inactiva los microorganismos por alquila-
cién de los grupos -SH y -NH, de las proteinas y del anillo nitrogenado de bases
puricas, lo que altera la sintesis de los 4cidos nucleicos [19, 23]. Se utiliza junto
con vapor de agua para potenciar su efecto esterilizante. Tampoco elimina priones.
Su uso no estd permitido en Estados Unidos [19].

El ozono es un gas azulado de olor fuerte mis pesado que el aire. Es el mayor
oxidante conocido después del fldor. La oxidacién que provoca en las membra-
nas celulares de los microorganismos dispersa y destruye el citoplasma en pocos
minutos. La esterilizacién por ozono es ripida, no deja residuos, es amigable
con el medio ambiente y de bajo costo [26].

Plasma

En este método el H,O, en solucién acuosa al 58% [19, 23] se convierte en una
nube de plasma mediante radiofrecuencia inducida por un campo eléctrico o
magnético. La nube de plasma esta formada por iones, electrones y particulas
atémicas neutras que reaccionan con las membranas celulares, las enzimas y
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los 4cidos nucleicos interrumpiendo las funciones vitales de los microorganismos
[19]. No elimina priones.

Liquido

Consiste en sumergir el dispositivo a esterilizar en la solucién quimica de la
sustancia esterilizante para inducir la reaccién deseada. Se utiliza una amplia
variedad de sustancias, aunque las de mayor uso son 4cido peracético, glutaral-
dehido, peréxido de hidrégeno y mezclas de ellos [19, 23].

Métodos de esterilizacion de tejidos bioldgicos para trasplantes

Los principales requisitos que debe cumplir un tejido para ser trasplantado son
esterilidad, antigenicidad reducida y conservacion de sus propiedades bioldgicas
y biomecanicas [7]. La esterilidad es esencial para evitar infecciones en el receptor.

Se han reportado infecciones bacterianas, fatales y no fatales, provocadas
por tejidos procedentes de caddveres y por membranas amnidticas y huesos pro-
cedentes de donantes vivos [2, 7, 9, 27, 28, 29, 30]. La contaminacién microbiana
puede tener lugar en cualquiera de las etapas del procesamiento del tejido, desde
la procuracién hasta la aplicacién clinica, por lo que para la seguridad y éxito
del trasplante, es extremadamente importante la selecciéon de un método efec-
tivo de esterilizacién que evite la contaminaciéon microbiana sin provocar cam-
bios indeseables en las propiedades del tejido.

En la esterilizacion de tejidos hay que considerar dos tratamientos. El primero
(desinfeccion) consiste en la exposicién al agente desinfectante durante unos
pocos minutos (< 20 min) y se realiza durante el proceso de extracciéon. La desin-
feccién no extermina las esporas'®?! ni garantiza un SAL de 10, pero contribuye
a que la esterilizacion final sea menos agresiva [30]. Para la desinfeccién, se em-
plean soluciones antisépticas y mezclas de antibiéticos y antimic6ticos [12, 31,
32]. Las soluciones antisépticas mas empleadas son: alcohol (etanol al 70% o
alcohol isopropilico al 20%) [12, 19, 33, 34, 35], glutaraldehido al 2.4% [19,
32]y glicerina a diferentes concentraciones [12, 15, 19, 32, 36]. Las dos tltimas
se utilizan también para el procesamiento de algunos tejidos, pero a mayores
concentraciones y tiempos de exposicién [19, 32, 33, 36, 37, 38].

Los antibidticos mas usados incluyen penicilina, estreptomicina, cefoxitina,
vancomicina, amicacina, ceftazidima, kanamicina y gentamicina, en tanto que
los antimicG6ticos de mayor empleo son nistatina, amicacina, polimicina B o
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anfotericina B [12, 30, 33, 39, 40]. Estos productos se mezclan en distintas
proporciones dependiendo del tejido. Las mezclas de antibidticos/antimicéticos
son consideradas como los desinfectantes de tejidos para trasplantes mas efica-
ces [33], pues las soluciones alcohdlicas no inactivan las esporas y el alcohol
isopropilico no inactiva virus hidrofilicos [19].

La inmersién en etanol al 70%, durante 5-12 min, fue muy utilizada al inicio
de los primeros métodos para esterilizar tejidos, en particular junto con otras
soluciones como acetona [34] o iodopovidona [8]. El tiempo de inmersién y el
tratamiento posterior dependen del tipo de tejido. Sin embargo, este método ya
no es utilizado en el procesamiento de tejidos.

El glutaraldehido al 2.4% en medio basico (pH 7.5 — 8.5) es un agente
desinfectante y esterilizante de amplio espectro. Aniquila hongos, virus, bacte-
rias y esporas [19]. En medio 4cido no es esporicida. Se utiliza desde hace varias
décadas en la desinfeccion de tejidos [41, 42]. Su mayor ventaja consiste en que
el tejido tratado por este método mantiene sus caracteristicas bioldgicas y biome-
canicas, por lo que se utiliza ampliamente para desinfectar y preservar tejidos
por periodos cortos [42], ya sea solo o combinado con otros productos como
fenol, per6xido de hidrégeno o 4acido peracético [19].

Aunque la glicerina (glicerol) es capaz de inactivar microorganismos, en parti-
cular virus [32], se utiliza relativamente poco como desinfectante para tejidos.
Su alto poder antiséptico se basa en la deshidratacién que causa en los tejidos, pues
sustituye la mayor parte del agua intracelular sin alterar la concentracion celular
de iones [36, 42]; sin embargo, se emplea para la preservacion de tejidos a tempe-
ratura ambiente, en particular huesos y tejidos blandos [12, 15, 33, 36, 38], pues
evita el crecimiento bacteriano y flingico durante largos periodos [15, 36, 46] sin
danar la integridad celular, la textura y la elasticidad del tejido [15, 32, 37, 42].
En el caso de piel se reportan resultados superiores a la criopreservacion [36].

El segundo tratamiento en la esterilizacién de tejidos (esterilizacion final),
forma parte del procesamiento de preservacién. Los métodos mds utilizados
para la esterilizacién (con un SAL 10¢) de tejidos en trasplantes después de la de-
sinfeccién son: esterilizacién quimica, calor hiimedo, plasma, CO, supercritico,
combinaciones de ellos y radioesterilizacién (Tabla 2), aunque no todos estin
aprobados por las agencias reguladoras.
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Métodos quimicos

Después de la radioesterilizacion, los métodos quimicos son los méis empleados
en la esterilizacion de tejidos para trasplantes. Estos métodos presentan dos gran-
des problemas: (a) no todos los liquidos y gases tienen una adecuada penetracién
tisular; (b) el tejido musculo-esquelético generalmente presenta una alta carga
microbiana, por lo que la esterilizacién requiere tiempos muy largos, que pueden
afectar sus propiedades biolGgicas [8].

En estado gaseoso se utiliza 6xido de etileno (OE), en estado liquido se em-
plean combinaciones de 4cido peracético y soluciones desinfectantes similares
a las que se usan en el proceso de desinfeccion, pero en mayores concentracio-
nes y tiempos de tratamiento.

Oxido de etileno

El C,H.,O gaseoso (OE) fue uno de los primeros métodos que se utilizé para
esterilizar injertos de huesos y tejidos [2, 7, 17]. Se usa mezclado con otros
gases como CO, vy freén [2] para disminuir su inflamabilidad. Este compuesto
produce reacciones de alquilacién que danan los componentes celulares de los
microorganismos como los dcidos nucleicos y las proteinas funcionales, inclu-
yendo las enzimas [25]. Afecta el metabolismo celular normal y la capacidad
de reproduccién de los microorganismos, la adicion de grupos alquilo a los
grupos -SH, -OH, -NH, y -COOH del ADN, ARN y las proteinas de los microor-
ganismos [25]. La esterilizacién con OE tiene la ventaja de que se realiza a bajas
temperaturas. En los casos de tejidos para trasplante se recomienda solo en
aquellos casos en que no puedan utilizarse otros métodos de esterilizacion [35],
pues la clorhidrina de etileno y el etilenglicol que se producen durante el proceso
influyen negativamente en la respuesta celular del tejido al ser trasplantado |7,
17,27, 36, 43, 44]. Un ejemplo es la rétula, ya que cuando se esteriliza con OE
puede producir sinovitis crénica en el receptor [2, 45]. Aunque muchos bancos
de tejidos no recomiendan su uso [7, 32], en otros se emplea con regularidad
para esterilizar injertos de piel, vilvulas cardiacas, tejido 6seo esponjoso y ten-
dones[2, 46, 47].

Acido peracético y sus combinaciones

El 4cido peracético (PAA) es un desinfectante seguro (se considera derivado del
peréxido de hidrogeno), pues los productos de su descomposicién son H,O, O,
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y CO,. Aunque su mecanismo de accién no estd completamente entendido, se
piensa que desnaturaliza las proteinas, altera la permeabilidad de la pared celu-
lar y oxida los enlaces -SH y -S en las proteinas y las enzimas [19, 36]. En con-
centraciones de 0.2% - 0.35%, es un potente agente esterilizante que elimina
virus, bacterias y esporas [32]. Se ha utilizado durante mucho tiempo para la este-
rilizacién de tejidos colagenosos, huesos y valvulas cardiacas [13, 27, 32]. Su efica-
cia es comparable a la radioesterilizacién [48] y superior a la eficacia del glutaralde-
hido o del OE [32, 36, 49]. Se ha utilizado en combinaciones con agua, peréxido
de hidrégeno y alcohol para la esterilizacion de tejido 6seo [13, 31] y en com-
binacién con glicerina para la esterilizacién de piel [32]. La mezcla 4cido peracé-
tico 35% + etanol 95% (PAAE) [48] es muy eficaz para esterilizar aloinjertos de
piel en tiempos relativamente cortos (30 min - 4 h, dependiendo del tejido y la
carga microbiana inicial) con minimos cambios estructurales. Si el proceso se
realiza al vacio, 10 min de inmersién son suficientes para lograr un SAL de 10
sin efectos sobre la microestructura del tejido. Se considera el mejor esterili-
zante por inmersién [31].

La mezcla PAAE se ha utilizado con éxito en combinacién con bajas dosis de
radiacién y para esterilizar tendones, ya que este tejido puede ser afectado por
dosis altas de radiacién gamma [45].

Proceso biocleanse

Es un sistema de esterilizacién que expone el tejido a una variedad de soluciones
quimicas que incluyen peréxido de hidrégeno e isopropanol. El tejido se sumerge
en una cdmara sellada y se expone a los diferentes solventes en varios ciclos de
vacio y presion [31, 50, 51]. El proceso elimina virus, bacterias, hongos y espo-
ras con gran efectividad [51]. Se utiliza con éxito para la esterilizacion de hue-
sos, tendones y tejido blando [31, 50, 51].

Calor humedo

El calor hiimedo se ha utilizado para la esterilizacién de huesos [52, 53], pues
en otros tejidos no resulta adecuado. Con el fin de evitar danos estructurales,
algunos autores utilizan el denominado método de esterilizacién instantdnea
(flash sterilization), que consiste en esterilizar el hueso, sin envolverlo, durante
un tiempo minimo (<10 min) [52]. El método, sin embargo, se recomienda solo
para huesos en forma de chips o en polvo, ya que las temperaturas intradseas
que se alcanzan son insuficientes para esterilizar huesos grandes [54], lo que
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puede conducir a resultados desfavorables post trasplante. Los huesos grandes
requieren mayor energia térmica y mayor tiempo de exposicién. La principal
desventaja del calor es que desnaturaliza las proteinas, como el coldgeno, y no
es adecuado para los tejidos blandos [36].

CO; supercritico (COxsyy)

La tecnologia de fluidos supercriticos (presién y temperatura por encima del
punto critico) es un método que ha ido cobrando interés para la esterilizacién
de materiales biomédicos, incluidos los tejidos para trasplantes [55, 56, 57, 58].
Los fluidos supercriticos se caracterizan por tener propiedades intermedias
entre liquidos y gases. Las condiciones supercriticas del CO, se logran ficilmente
(P. CO, = 7.30 MPa; T. CO, = 31.1°C), lo que unido a su inocuidad, no inflama-
bilidad y bajo costo lo convierten en una tecnologia muy prometedora. E1 CO,
tiene una excelente permeabilidad [56, 58], no forma productos téxicos ni ra-
dicales libres que puedan alterar las propiedades estructurales y biomecanicas
de los tejidos [55, 57, 58, 59, 60] y puede usarse en ciclos repetidos de esterili-
zacién [58]. Para evitar la formacion posterior de esporas, el COy se utiliza en
combinacién con otros solventes esterilizantes como 4cido acético, acido tri-
fluoroacético y peréxido de hidrégeno, los cuales mejoran su penetracion a
través de las membranas celulares y su capacidad para inactivar microorganis-
mos [58, 59].

El proceso de esterilizaciéon con CQO, consiste en bombear el CO, a una
camara de alta presion, donde se encuentra el material a esterilizar. La tempe-
ratura, el tiempo de duracion y la presion aplicada dependen del tipo de tejido
[58]. Después del tiempo de esterilizacion establecido, el CO, se ventila du-
rante el paso de despresurizacién. Todo el proceso es automatico.

La esterilizacién mediante CO, ain no estd aprobada por las agencias
reguladoras. Existen controversias acerca del mecanismo de esterilizacién de
los diferentes tipos de microorganismos, asi como de su influencia en el com-
portamiento posterior de los tejidos a trasplantar [58]. Muchos investigadores
han publicado resultados prometedores que demuestran que los tejidos esteri-
lizados con CO, presentan solo cambios minimos en sus caracteristicas es-
tructurales y bioldgicas [57, 61, 62, 63]. En el caso de las véilvulas cardiacas, por
ejemplo, la esterilizacion con CO,, utilizando como aditivos PAA y H,O, en pre-
sencia de agua, es el inico método que logra un SAL de 10 sin producir ninguna
afectacién en sus propiedades bioldgicas [63].
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Aunque la esterilizacién es el proceso mds indicado para eliminar los mi-
croorganismos de los tejidos que se usan en trasplantes, en ocasiones, no es
posible utilizar ninguno de los métodos descritos [2]. En tales casos, después
de la desinfeccién inicial, se utilizan diferentes métodos de preservacién del
tejido. Entre los mds citados se encuentran la inmersién en diferentes solucio-
nes [14, 30] y la criopreservacion [8, 12, 31, 32, 33, 40, 42].

Tabla 2. Métodos de esterilizacién de tejidos para trasplante

Método Tejido Referencia

Amnios, huesos, cartilagos, tendones, | 5,8,9,14,16,17,28,31,33,34,64,
Radiacion y valvulas cardiacas, corneas, piel, der- | 65,66,67
mis, fascia lata, ligamentos

Tejido musculoesquelético, membranas | 9,12,47

Electrones acelerados ) )
cardiacas, piel, tendones

Rayos X Segmentos de membrana 12

Huesos, tejido cutaneo, membrana | 2,7,927,31,36,46,65,68

Oxido de etileno S »
amniotica, tejido musculoesquelético

Biocleanse Tejido musculoesquelético 31,51,62

Valvulas cardiacas, arterias, venas, | 13,14,27,31,32,33,36,
huesos, tendones, piel, musculoes- | 45,48,69
quelético

Acido peracético y mezclas con
otros desinfectantes

Calor htimedo Huesos, cartilagos, tendones 31,52,54,55,69

Piel, valvulas cardiacas, membrana | 55,56,57,58,59,61,62,63,70

CO, supercritico
2 Sup amnidtica, huesos

Elaboracién propia.

Radioesterilizacion

La radioesterilizacion es el método mds simple y confiable de esterilizacién de
tejidos [9, 16, 17, 34, 47]. Se basa en la habilidad de la radiacién ionizante para
destruir los microorganismos, debido al dano estructural que la radiacién induce
en el ADN, inhibiendo su sintesis y causando errores en la sintesis de proteinas
celulares que conducen a la muerte celular [9, 17]. A esto se anade que las cé-
lulas tienen alto porcentaje de agua. Los radicales libres que se producen a causa
de la radidlisis del agua celular, también dafian las moléculas bioldgicas e inactivan
la reproduccién celular, por lo que el microorganismo muere [9, 17]. Entre sus
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ventajas estdn un minimo efecto térmico; ausencia de residuos toxicos y radiac-
tivos; alta capacidad de penetracién tanto de tejidos blandos como duros, por
lo que se esteriliza en su empaque final; ficil de validar y certificar. El producto
irradiado puede emplearse inmediatamente después de concluida la irradiacién o
almacenarse durante largos periodos hasta por 5 afos, antes de su aplicacién
clinica [9, 16, 17, 64].

Las radiaciones ionizantes mas empleadas en esterilizacion de tejidos son la
radiacién vy, proveniente de fuentes encapsuladas de ©°Co o '¥’Cs, y los electrones
de alta energia, procedentes de aceleradores de particulas [9, 17, 47, 68]. Las fuen-
tes encapsuladas de ®°Co son las de uso mis frecuente. Existen irradiadores
comerciales de ®°Co de diferentes tamanos, muy versitiles para este propdsito.
El ©°Co es un radioniclido que se desintegra por radiacién B a ®Ni, el cual emite
radiacién y con energias de 1.17 y 1.33 MeV ideales para la esterilizacion. Por su
parte, el 1¥’Cs se desintegra a ¥’™Ba, el cual emite radiacién y de 0.67 MeV. Las
fuentes de '¥’Cs se utilizan en menor proporcién que las fuentes de ®°Co. Como
la radiacién y no es materia, tiene un alto poder de penetracién y permite este-
rilizar los tejidos en su empaque final, lo que posibilita mantener el producto
estéril hasta su uso. Puede llegar a eliminar virus, bacterias, hongos y esporas,
dependiendo de la dosis aplicada.

Los aceleradores de particulas utilizan electrones de 5-10 MeV de energia
como agentes esterilizantes [9, 17, 47, 68]. Su mayor ventaja con relacién a la
irradiacién con fuentes y consiste en la posibilidad de obtener mayores dosis
con menores tiempos de irradiacién, por lo que se puede radioesterilizar méis pro-
ducto [9, 17, 47, 68]. Sin embargo, debido a que el poder de penetracion de los
electrones es mucho menor que el de la radiacién y, la dosis es menos uniforme
[9, 17], lo que constituye una desventaja.

Cuando los electrones acelerados en un acelerador interactian con deter-
minados nicleos pesados, se produce un fenémeno denominado radiacién X
de frenado. Estos rayos X de alta energia, también se emplean para la radioes-
terilizacion de tejidos. Su ventaja principal es que la dosis aplicada es mucho
mas uniforme que en el caso de la radiacién y y los haces de electrones [9, 17].
La esterilizacion por rayos X se considera un hibrido entre la esterilizacién por
radiacién y y por electrones acelerados [68].

El principio de esterilizacién por radiaciones ionizantes radica en la alta
sensibilidad de los sistemas biolGgicos a estas radiaciones. Sin embargo, la ener-
gia que la radiacién ionizante deposita en las células es tan elevada y localizada,
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que las uniones quimicas de las estructuras moleculares de los componentes
celulares se pueden romper y reconfigurar produciendo cambios estructura-
les en el tejido [17, 66]. Estos cambios estructurales conducen a alteraciones
biolégicas y mecanicas [9, 17, 47] que constituyen una de las principales des-
ventajas de la esterilizacién por radiacién ionizante, dependiendo de la dosis y
tipo de tejido.

La respuesta a la radiacion difiere de un tejido a otro. Los tejidos estdn com-
puestos por proporciones diferentes de coldgeno, elastina, proteoglicanos y otras
proteinas que tienen diferente respuesta a la radiacién [17]; por ejemplo, mien-
tras que las arterias, las venas y los huesos presentan mayor radioresistencia,
algunos tendones y ligamentos pueden danarse con dosis mayores a 25 kGy,
aunque también influye la edad del donante de tejidos [17]. Dosis de radiacién
muy altas pueden danar la mayoria de los cartilagos, deteriorar los tejidos osteo-
blasticos y formar sustancia avascular parecida a un hueso a partir de los carti-
lagos [17]. Antes de someter un tejido a radioesterilizacién se recomienda, por
tanto, ensayar el efecto de la radiacion sobre su viabilidad [71] para comprobar que
no se alteren de manera significativa las caracteristicas biomédicas [7, 9, 17, 34].

La cantidad de energia que se absorbe por unidad de masa de un producto
irradiado se denomina dosis absorbida, cuya unidad es el Gy. Un Gy se define
como la absorcién de 1 Joule de energia de radiacién por kg de masa (Joule/kg)
[17]. Es independiente de cualquier material. La dosis estandar de radioesteri-
lizacién estd entre 25y 30 kGy [5, 9, 17, 22, 71]. Esta dosis elimina bacterias,
hongos y esporas [5, 8, 9, 22, 71]. Sin embargo, se ha comprobado que en deter-
minadas condiciones es insuficiente para eliminar todos los microorganismos
presentes en un tejido [5]. Por otro lado, en algunos tejidos, como el amnios, se
recomienda emplear dosis inferiores a 20 kGy para evitar contraccién de la
membrana basal, fragmentacién de la capa fibrosa y disolucién de los nicleos
de los fibroblastos [68]. Las normas internacionales de esterilizacién por radia-
cién recomiendan determinar previamente la carga microbiana del material a
esterilizar y, de acuerdo con el resultado, definir la dosis adecuada a irradiar [9,
22, 28, 71]. Por esta razén, aunque la dosis estandar de esterilizacién es 25 kGy
la mayoria de los bancos de tejidos utilizan dosis esterilizantes entre 15-35
kGy|[7, 31, 45]. Estas dosis garantizan la viabilidad de los tejidos desde el punto
de vista fisico y bioldgico [22, 71].

Las principales desventajas de la radioesterilizacién son: (a) el alto costo de
las instalaciones; (b) estrictas medidas de seguridad radiolégica; (c) pérdida de via-
bilidad del tejido debido a altas dosis [7, 32, 58].
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La esterilidad de los tejidos para trasplantes se determina de acuerdo con la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos [72]. Segin esta se deben sembrar,
como minimo, dos muestras del tejido esterilizado en medio liquido de tioglico-
lato para evaluar crecimiento anaerobio. Paralelamente, el crecimiento aerobio
en condiciones controladas se evalia al sembrar dos muestras del mismo tejido en
caldo de soya-tripsicaseina. Si durante 15 dias no hay evidencia de crecimiento
de algin tipo, el lote procesado se considerara estéril.

Conclusiones

No existe un método 6ptimo de esterilizacién de tejidos para trasplantes. Todos
los métodos presentan un compromiso entre la seguridad y las propiedades bio-
l6gicas del tejido, pues cada uno incide de manera diferente en las propiedades
bioldgicas y fisicoquimicas. La experiencia de los bancos de tejidos difiere de unos
a otros, por lo que cada entidad debe establecer y validar sus propios procesos.
La radioesterilizacién es actualmente el método mads utilizado, seguido de los mé-
todos quimicos liquidos. El incremento constante de la demanda de tejidos para
trasplantes motiva la biisqueda de nuevas alternativas. Una de las mas prome-
tedoras es la esterilizacién con CO,, sin embargo, este método se encuentra
aun en fase de desarrollo.
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