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Proteccion de los tejidos cadavéricos expuestos a alta radiacion gamma

Matus-Jiménez J,* Flores-Fletes JR,** Carrillo A***

Hospital General Xoco

RESUMEN. El tejido dseo es el tejido mas utili-
zado en el tratamiento de diversos padecimientos,
esto ha provocado que la utilizacion de aloinjertos
sea cada vez mas comin y por esto se han estado
mejorando los procesos para su obtencion, conser-
vacion y esterilizacion. El método para esterilizar
que tiene un aseguramiento de esterilizacion mayor,
es la radiacion gamma a altas dosis, ya que de esa
manera alcanza a destruir los priones y cualquier
microorganismo y con esto, asegura que el paciente
no va a sufrir alguna infeccion. Pero la utilizacion
de la radiacion se ha comprobado que tiene efectos
que deterioran el tejido 6seo y tendinoso, por lo que
se ha buscado la manera de protegerlo. Una forma
es la utilizacion de una sustancia que comercialmen-
te se llama Clearant; se han hecho estudios fuera de
México y se ha encontrado que si protege al tejido
o6seo y tendinoso, por lo que se realizo este trabajo
con muestras de aloinjertos sometidos a radiacion
a alta dosis para valorar por medio de microscopia
fotonica, con diversas tinciones y electronica, deter-
minando si habia cambios de coloracién, asi como
destruccion de la estructura anatéomica, hacien-
do un seguimiento del mismo tejido durante todo
el proceso hasta antes de colocarlo en el paciente.
Después de hacer la revision se encontro que no hay
cambios estructurales en los tejidos 6seos y tendi-
nosos expuestos a altas dosis de radiacion (60 Kilo-
grays) con la utilizacion del proceso Clearant y que
se pueden utilizar en los padecimientos ortopédicos
o traumatolégicos con seguridad.

Palabras clave: tejidos, tendon, hueso, injerto,
radiacion gamma.

ABSTRACT. Bone tissue is the most widely
used tissue for the treatment of various condi-
tions. As a result of this, allografts are used at an
increasing frequency and processes for their har-
vest, preservation and sterilization have improved.
The sterilization method that grants the greatest
sterilization is high-dose gamma radiation, which
destroys prions and any microorganism thus as-
suring that patients will not experience any infec-
tion. But given that radiation use has proven to de-
teriorate bone and tendon tissue, efforts have been
made to protect the latter. One way to do this is
a commercially available substance called Clear-
ant. Studies conducted elsewhere have found that
it does protect bone and tendon tissue. This study
was therefore conducted with allograft samples
exposed to high-dose radiation. Its purpose was to
assess, with photon microscopy using various dyes
and electron microscopy, the presence of color
changes as well as the destruction of the anatomi-
cal structure. The same tissue was followed-up
throughout the process until it was placed in the
patient. The review found no structural changes in
bone and tendon tissues exposed to high radiation
doses (60 kilograys) when the Clearant process was
used, and concluded that the former may be used
safely in orthopedic or traumatologic diseases.

Key words: tissue, tendon, bone, graft, gamma
radiation.
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Introduccion

El hueso es el segundo tejido més trasplantado des-
pués de la sangre.! La utilizacién de los injertos 6seos
tiene una larga historia, sobre todo porque no se ha-
bia estudiado los diferentes tipos de metales («edad
metaldrgica para la ortopedia») que se pudieran uti-
lizar para resolver los problemas de las fracturas de
los huesos.?

En un inicio la indicacién fue la fijacién con clavijas
y alambre, hasta que se empezaron a usar metales para
mantener firmes los huesos (placas, tornillos, clavos),
pero existia la desventaja de que se necesitaba realizar
otro procedimiento quirtrgico para la obtencién del in-
jerto 6seo autélogo, ya que su utilizacion es el estandar
de oro en la reparacién de las lesiones del tejido 6seo,!
el volumen o el tamafo del injerto estaba limitado tam-
bién, se pone en peligro de sufrir fatiga y ruptura del
hueso donante o desarrollar algiin proceso infeccioso,
no se obtiene la forma adecuada o apropiada del lugar
en donde se va a colocar, la cantidad insuficiente ya que
en ocasiones se requiere gran cantidad, dependiendo la
patologia que se trate y no se puede conseguir tal can-
tidad,' por lo que al formarse los banco de huesos estos
vinieron a colaborar en el desarrollo de la utilizacién
de injertos 6seos para ayudar a la osteoconduccién y
osteoinduccién y de esta manera aumentar la velocidad
y la certeza de que las fracturas consolidaran adecuada-
mente.?

Los injertos 6seos tienen las siguientes indicacio-
nes:l,2,3,4,5

* Rellenar cavidades o defectos resultantes de quistes, tu-
mores o al realizar tratamiento de infecciones.

* Ser como puente en las articulaciones en las artrodesis.

e Cuando hay defectos importantes de huesos en fracturas
conminutas.

e Como limitante a la movilidad articular (artrorrisis).

* Ayudar a consolidar en retardos de consolidacién, conso-
lidacion viciosa, seudoartrosis u osteotomias.

Los injertos se clasifican en:

e Cortical.
* Esponjoso.

Los injertos corticales son para dar soporte estruc-
tural y osteoinductor, el esponjoso como osteoinduc-
tor y osteoconductor, no sirve para soportar presiéon
por lo que se utiliza como relleno de las cavidades.
Hablamos de osteoinductor porque el injerto provoca
que las células mesenquimatosas del lugar en donde
se colocé se diferencien hacia células formadoras de
hueso y de osteoconduccién en donde el injerto sirve
como estructura de andamiaje para el crecimiento del
nuevo tejido 6seo.*
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También se clasifican dependiendo su origen en:'2343

* Autélogo: cuando el injerto procede del paciente, general-
mente se utiliza la tibia, el peroné o el ilion; estos huesos
proporcionan injertos corticales, trasplantes de hueso
completo y hueso esponjoso.

* Alogénico: cuando se obtiene de una persona distinta del
paciente, antes del desarrollo de los bancos la forma como
se obtenian era el de obtener las cabezas femorales de las
cirugias de cadera que se desarrollan en los quir6fanos ale-
dafios y en forma «estéril» se cambiaba de sala y se utilizaba.

» Heter6logos: cuando se obtiene de otra especie, general-
mente de caballo, cerdo, etc. pero provocaban en ocasiones
reacciones indeseables a cuerpo extrafio.’

e Sustitutos: material sintético y natural como la hi-
droxiapatita, fosfato tricalcico, ceramica biféasica (60%
de hidroxiapatita y 40% de fosfato tricalcico) mas co-
lageno bovino y otras presentaciones pero que debido
al potencial de reacciones a cuerpo extrafio no son tan
utilizados.

Se ha estado investigando para disminuir los tiempos de re-
generacion dsea por lo que se encontraron las BMP’s (proteinas
morfogenéticas dseas, por sus siglas en inglés) que provocan la
osteoinduccion y con esto la formacion acelerada del tejido 6seo,
en éstas estan incluidas la BMP1, BMP2, factor de crecimiento
derivado de las plaquetas, el factor b de crecimiento transfor-
mante, factor de crecimiento endotelial, factor de crecimiento de
fibroblastos entre otros.? Esto es la tecnologia de los «ortobiol6-
gicos» que se ha incrementado su utilizacién para mejorar los
tiempos de consolidacion del tejido 6seo lesionado.

Actualmente se estan realizando ya trabajos con matriz
6sea desmineralizada (DBM) que es el aloinjerto descalci-
ficado y se estd usando como un elemento de soporte, con
un potencial de osteoinduccién y osteoconduccién muy alto
por lo que su utilizacion se estd ampliando a diversos usos®
ya que cuenta con varias presentaciones, desde una masa sin
forma hasta placas de varias longitudes y grosores.

Debido al incremento en la utilizacién de los aloinjer-
tos se requiere la ayuda de los bancos de tejido 6seo por
lo que actualmente se estan realizando las regulaciones
de estos para que los productos y servicios que se otor-
guen sean de muy buena calidad.

En México existen alrededor de 53 licencias de ban-
cos de tejidos hasta el 2001 segtiin Centro Nacional de
Trasplantes (CENATRA) pero haciendo un andlisis de
estos se encuentra que 36 tienen la licencia activa y seis
inactiva (esto para el 2010).”

Dentro de los bancos con licencia activa se encuen-
tra Novoinjertos que cumple con los registros sanitarios
correspondientes, asi como los requerimientos para una
buena practica de manufactura y fabricacion.

Este banco de tejidos 6seo es el primer banco de te-
jidos de América Latina que realiza preparacidn, este-
rilizacién de productos derivados de tejido cadavérico
humano bajo el proceso Clearant.
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Este proceso es una trasferencia de tecnologia de
un banco de tejidos ubicado en los Angeles California,
Estados Unidos de donde se obtuvieron los métodos y
procedimientos que se aplican en la preparacién de los
tejidos humanos de cadaver y con la finalidad de dismi-
nuir los dafios que causa la alta radiacién gamma a los
tejidos.

Realizan una seleccién rigurosa de los donadores
(evaluando la historia clinico social, expediente clini-
co del hospital, estudios serolégicos avalados por un
laboratorio con certificado Clinical Laboratorio Im-
provement Amendments (CLIA) en Estados Unidos,
ya que en México no se cuenta con ningin laboratorio
certificado y con métodos validados, que realice es-
tos estudios en sangre cadavérica, estudios de cultivos
bacteriolégicos, fingicos y virales) y si se determina
que el donador cumple con los criterios de seleccién y
especificaciones, se aprueba para su proceso de prepa-
racién de los diversos aloinjertos que se pueden obte-
ner del mismo.

Esto se realiza en areas de preparacién en cuartos lim-
pios con clasificacién 100 (100 particulas de 0.5 micras
0 mayores en un pie cibico de aire), con técnica aséptica
los siguientes procedimientos:

* Corte y limpieza.

* Incubacién (proceso Clearant).

* Medicién y seleccion.

e Liofilizado (hueso).

» Esterilizado final con radiacién gamma a 60 kilograys
(60,000 Gys).

Estos procedimientos y la utilizacién de la sustancia
Clearant ya esté estudiado y avalado en bancos de teji-
dos de Estados Unidos por lo que para validar sus pro-
cesos se realiz6 este estudio para determinar el grado de
proteccién que existia al utilizar esta sustancia.

Material y métodos

Estudio longitudinal, cuasi-experimental, triple ciego,
descriptivo en donde se tomaran muestras de tendones,
hueso cortical y hueso esponjoso durante cada uno de los
procesos (corte, incubacidn, liofilizado o congelacién,
pos radiacién) en tres donadores, se conservaran en un
frasco dentro de una hielera a -4 o -7° con hielo seco, se
llevé a cabo la preparacién de los tejidos para su-observa-
cién tanto en microscopia dptica y electrénica, tomando
microfotografias de los tejidos para su anélisis, realizan-
doles tinciones como Hematoxilina-Eosina (para valorar
los nicleos celulares y el citoplasma), rojo congo (para
valorar cambios en el citoplasma y la elastina), Masson
(tincién para valorar la coldagena tipo I) y corroborar las
modificaciones que presentan los tejidos durante el pro-
ceso de preparacion de los tejidos antes de la distribucién
de los mismos para la colocacién en los pacientes.
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Estudio de microscopia 6ptica

Se tomaron muestras de tres donadores desde el primer
proceso hasta el tltimo, se conservaron en un frasco cerrado
dentro de una hielera a -4 0 a -7° con hielo seco, para su
trasportacién al laboratorio de patologia y se realizaron los
siguientes procedimientos:

* Hueso esponjoso, cortical y tendones: unas muestras para
observacién de cambios microscépicos.
— Los cambios que buscaron y/o descartaron fueron los
siguientes:

- En el hueso el porcentaje de calcio dentro de la
muestra (se determiné de acuerdo al tiempo que tar-
daban en desmineralizarse) y si se modifica durante
el proceso.

- La calidad de los sistemas de Havers, destruccion o
modificacion del hueso esponjoso:

— Tamaiio de espacios entre las trabéculas.
— La destruccién de trabéculas.
— La celularidad.

- Concentraci6n de calcio.

- La grado de captaciéon o adquisicién (indice de
tincidn) de los diferentes colorantes: H-E, Masson
y r0jo congo

— En los tendones sus propiedades estructurales:

- Tamafio de las fibras.

- Adelgazamiento de las fibras.

- Separacién de las fibras.

- Destruccién de la colagena.

- Destruccién o modificacion de la elastina.

- Modificaciones de la celularidad.

- La grado de captaciéon o adquisicién (indice de
tincidn) de los diferentes colorantes: H-E, Masson
y r0jo congo.

Este estudio se realizé en el laboratorio de patologia del
Dr. Posternak, ubicado en el Distrito Federal, el cual cuenta
con un amplio prestigio en las investigaciones de alteracio-
nes patolégicas de los diferentes tejidos humanos. Se utilizé
un microscopio éptico marca Nikono Alphaphot.

Entregaron microfotografias y laminillas donde se encuen-
tran los diferentes resultados e interpretaciones del patélogo.

El estudio de microscopia electrénica de barrido:

Se utilizé un microscopio electrénico de barrido HI-
TACHI TM-100 operado a 15 KV. Para el microanalisis
se us6 un equipo de espectroscopia de emisioén de energia
(EDS) Oxford TM XSTREAM acoplado al microscopio.
Las muestras se observaron directamente al microscopio
en su seccion longitudinal y en la zona porosa.

Se tomaron microfotografias a las magnificaciones 50X,
250X, 1000X, 2500X y 5000X para todas las muestras. Se
realizé una medicidn de las distancias que existian entre las
trabéculas del tejido éseo (segun el protocolo de medicién
de los espacios trabeculares).?
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Figura 1.

Microfotografia a 4X con tincién
H-E de la primera etapa, tamafo de
las microfibrillas 26 micras, indice de
tincion +++.

Figura 2.

Microfotografia a 10X con tincién
Masson primera etapa, tamano de las
microfibrillas 12 micras, indice de
tincion +++.

Figura 3.

Microfotografia a 4X con tincién
rojo congo primera etapa, tamafio de
las microfibrillas 24 micras, indice de
tincion ++.

Figura 4.

Microfotografia a 10X con tincién
H-E de la segunda etapa, tamafo de
las microfibrillas 26 micras, indice de
tincion +++.

Figura 5.

Microfotografia a 4X con tincién
H-E de la tercera etapa, tamafio de
las microfibrillas 26 micras, indice de
tincion +++.

Figura 6.

Microfotografia a 4X con tincién
H-E de la cuarta etapa, tamafio de las
microfibrillas 26 micras, indice de
tincion +++.
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Figura 7.

Microfotografia a 4X con tincion
Masson cuarta etapa, tamafio de las
microfibrillas 24 micras, indice de
tincion ++.

Figura 8.

Microfotografia a 4X con tincién rojo
congo de la cuarta etapa, tamafio de
las microfibrillas 24 micras, indice de
tincion ++.

CcC L D29 x50 2 mm

Figura 9. Microfotografias del corte histolégico de hueso esponjoso a un
aumento de 50X en la primera etapa.

CICCl1

LD29 x50

Figura 10. Microfotografias del corte histolégico de hueso cortical a un
aumento de 50X en la primera etapa.

2 mm
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T1CC1 LD3.1 x50
Figura 11. Microfotografias del corte histolégico de tendén a un aumento
de 50X en la primera etapa.

2 mm

Se llenaron tablas con concentrado de datos (Anexo 1)y
se analizaron los resultados.

Resultados

Se hicieron los estudios de microscopia dptica con tin-
ciones de hematoxilina y eosina, rojo congo y Masson de
las muestras de tendones, hueso cortical y esponjosa (previo
descalcificado e inclusion en cera), se observaron a diferen-
tes aumentos (4, 20 y 40X), se midieron los microfibrillas y
el indice de tincién.

No se observaron modificaciones en la medicién de las
microfibrillas y el indice de tincién en las muestras de las
diferentes etapas (Figuras 1 a 8), el periodo de descalcifi-
cacion no se altero durante las diferentes muestras de los
procesos. La tincién de Masson y de rojo congo no hubo
modificaciones en su indice de tincién y la presencia y for-
mas de las fibras de coldgena y elastina.
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En el estudio de microscopia electronica se hicie-
ron varios cortes y observaciones en varias partes
de las muestras, a diferentes aumentos (50X, 250X,
1000X, 2500X y 5000X) encontrando que no hubo
modificaciones en las diferentes etapas y en los dife-
rentes tejidos (Figuras 9 a 19), se midieron los espa-
cios intertrabeculares encontrando lo siguiente (7Ta-
bla 1, Figura 20).

De los diferentes tejidos (cortical y esponjoso) no hubo
cambios significativos entre la distancia intertrabecular en-
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Figura 12.

Microfotografias del corte histologi-
co de hueso esponjoso a un aumento
de 50X en la segunda etapa.

Figura 13.

Microfotografias del corte histologi-
co de hueso cortical a un aumento de
50X en la segunda etapa.

Figura 14.

Microfotografias del corte histolégi-
co de tendén a un aumento de 50X
en la segunda etapa.

Figura 15.

Microfotografias del corte histologi-

co de hueso esponjoso a un aumento
de 50X en la tercera etapa.

Figura 16.

Microfotografias del corte histologi-
co de hueso cortical a un aumento de
50X en la tercera etapa.

Figura 17.

Microfotografias del corte histologico
de hueso esponjoso a un aumento de
50X en la cuarta etapa.

Figura 18.

Microfotografias del corte histologi-
co de hueso cortical a un aumento de
50X en la cuarta etapa.

Figura 19.

Microfotografias del corte histologico
de tend6n a un aumento de 50X en la
cuarta etapa.

tre cada uno de los procesos, ni comparando la medicion del
inicio y al final.

Discusion

Se han utilizado diversas formas de lograr que los aloin-
jertos estén completamente estériles, ya que uno de los
graves problemas es la trasmisién de enfermedades por
bacterias, hongos y virus, es decir, el no crear anticuerpos
antigenos.
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Tabla 1. Se observa la distancia entre trabéculas
en los diferentes procesos, no hay diferencia significativa
entre cada uno y comparando la primera medicion a la dltima
la diferencia no es significativa.

Proceso Tipo de injerto Medida (um)
Corte y limpieza Esponjosa 4.4
Cortical 1.7
Incubacién Esponjoso 2.7
Cortical 2.6
Medicion Esponjoso 2.7
Cortical 1.3
Seleccion Esponjoso 2.8
Cortical 1.8
Liofilizacion Esponjoso 1.6
Cortical 1.4
Postradiacion Esponjoso 4.7
Cortical 1.8

Dentro de estos métodos estan la ultracongelacién
(-80°C) y la deshidratacién con solventes,’ esto ha lo-
grado una esterilizacién con un indice de aseguramiento
de 1073, siendo deseable que se consiga hasta el indice de
aseguramiento de 10, pero esto s6lo se consigue expo-
niendo los tejidos a radiacién gamma a 60 kGys. Otros
procedimientos que causan una esterilidad con indice de
aseguramiento de 1073 es el liofilizado, sin embargo en
los tejidos blandos, como los tendones y meniscos, no se
pueden realizar este tipo de esterilizado ya que destruyen
la estructura de los mismos y no se liofilizan; este proce-
dimiento se realiza Unicamente a los tejidos 6seos tanto
cortical como esponjoso.

Con la ultracongelacién se destruye la estructura micros-
copica de los tejidos al formarse microcristales dentro de las
células y al descongelarlas éstas se rompian; sin embargo
al realizar varios estudios para determinar si se afectaban
las propiedades estructurales y la funcién, se encontré que
no habfa modificaciones en las estructuras ni en la funcién
(fuerza, resistencia) del injerto al congelarse a -80°C, poste-
riormente al realizar el proceso de congelacién y desconge-
lacién de una hasta cinco ocasiones."!

Por tltimo, los aloinjertos se estdn asegurando de la este-
rilidad final con radiacién gamma pero los limites son de 25
a 30 kGy (2,500,000 rads equivalen a 25,000 grays);*!!1213
se requiere un minimo de 2.5 milirads (Mrads) para des-
contaminar injertos, aunque se encontré que hay pérdida en
la fuerza mecanica de la colagena ya que a 1 Mrad 5% de
las cadenas de coldgena alfa se rompen, a 7.5 Mrad 40%
de las cadenas alfa se rompen, la tensién se reduce signifi-
cativamente después de los 3 Mrad y hay replicacién viral
a dosis de 5 Mrad,'* por lo que en la actualidad se reco-
mienda utilizar dosis de 25 a 30 kG y para considerar los
tejidos estériles con un indice de seguridad de 107, aunque
en varios estudios se han encontrado que algunas bacterias
que producen esporas y algunos virus requieren mayor can-
tidad de radiacion para destruirlos!*!>1%7 y de esta manera
estar seguros de que se alcance un nivel de aseguramiento
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Figura 20. Se observan los cambios de separacion entre las trabéculas

dseas sin presentar cambios significativos y al final la separacion de la
muestra de un inicio fue menor que al finalizar el proceso.

de esterilidad de 10 para que no se transmita ningdn tipo
de infeccion.

Los productores de la sustancia Clearant realizaron estu-
dios para valorar si habia algtin cambio en los aloinjertos al
radiarlos a 60 kGys y descubrieron que no hubo ningtn tipo
de variacién estructural en los tejidos,!*!>1617 ge le hicieron
pruebas mecanicas y los resultados fueron los mismos: que
al comparar la estructura y las propiedades mecanicas de los
aloinjertos sometidos a altas radiaciones tenian los mismo
resultados que el aloinjerto recién obtenido y aun igual al
autoinjerto. 4131617

Conclusion

La utilizacién del procedimiento de Clearant hace que
los tejidos sean protegidos durante el proceso de prepara-
cién de los mismos hasta la obtencién de los diferentes im-
plantes que se manejan para los procedimientos ortopédicos
en donde se requieren ain después de haberlos expuesto a
altas dosis de radiaciones y teniendo la confianza y la segu-
ridad que no va a existir algin tipo de infeccién trasmitida
por estos tejidos.

Conflicto de interés: no existe ningin conflicto de
interés.
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Tabla de recoleccion de datos.

Clave Etapa Modificaciones que se observan
C1 Corte
Cc2 Incubacién
C3 Liofilizacién
Osco C4 Irradiacién
El Corte
E2 Incubacién
E3 Liofilizacién
E4 Irradiacién
T1 Corte
Tendén T2 Incubacién
T4 Irradiacion
Tabla de concentrado de muestras para protocolo de microscopia electronica.
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