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INTRODUCCION.

El manejo de #reas cruentas y del paciente quemado en los —
gervicios de Cirugfa PlAstica y Reconstructiva de nuestros hos-
pitales del D.D.F., implica un gran reto, primeramenie porque —
los pacientes tienen que ser manejados por equipos de salud mul-
tidisciplinarios, scgundo porque ¢l manejo de las &Greas cruentas
requiere de una gran cantidad de material de curacién, Grens —
finicas y material humano y tercero, porque se requicre gran —
tiempo de hospitallzacién y varias intervenclones quirirgicas ~—
para loprar cubrir estas fdreas cruentas.

Nuestro panis en vias de desarrollo se encuentra con el pro-—
blema de brindar la mejor atencidén a este tipo de pacientes y —
por otro lado el periode de recesidén econdmica que afecta a la -
mayoria de la poblacidn, hace casi prohibitivo el tratamiento-
para este tipo de pacientes.

El médico tratande de acelerar la curacién a disciiade dife-
rentes maneras de tratarles, que incluyen pastas, cremas, liqui
dos, polvos, aerosoles y épﬁaitos biolépicos, ya sean aloinjer—
tos, xecnoinjertos o piel sintetica para manejar tépicamente eg—
tas drcns lesionadas y disminuir sus complicaciones.

En nuestros servicios se vicne utilizando en forma rutina-
ria, las membranas amnidticas en estado fresco, para el trata—
miento basicamente del paciente quemado, con excelentes resulta-

dos.

El manejo y preporacién de las membranas es un poco labo——
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rioso y 8u uso 8e limita a 21 dims después de pu obtencién, y
este colocando a las membranas en refrigeracién ado C y con
antibidticos. (1,8,11,12,13,15).

El prepente trabnjo de investipgacién, analiza la utiliza.—
cién actusl de las membranas amnidticas y se desarrolla un —
métndo de lieofilizacién, tenlendo en cuenta que las membranas
amnibéticas es material bielégico y por lo tanto suceptible de
poder liofilizarse. (6,10}

Con esto trataremos de obtener un apésito bioldglco, que-
no sca caro, de fﬁcii obtencién, almacenable, que pueda usar-—
s0 bzjo cunlquier circunstancia, en cualquier lugar y a bajo-

costo,
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ANTECRDENTES HISTORICOS.

Se tiene conocimiento del uso de las membranas amnidticas desde
1910, con John Stage Davis, quien describe pu uso.

1913.- Stern y Sabella, reportan el uso de 1a menbrano amnidti--
ca para quemados y superficies de plel ulceradas,. (18).

No se recopila informacién médica a cerca de las membranas has-—
ta 22 aofios después.

Brindeau en 1935 y Burguer 1937, reportan el ugo de amnidén como
un injerto para formar vagina artificial. {16).

1940.- De Roth reporta su uso con éxito en defectos conjuntiva-
les (16)

1940.— Chao y Cols, usan ¢l termind "Amnloplastina" y la usan -
en prevencidn de adheslones meningocerebrales en leslones de —
cabezn, reportandoe que esta degenera en substponcia mucoide y —
desaparcce en 30 dfas (16).

1942.~ Pikin, reporta la amnioplastine en la literatura rusa —-
(16}).

1941.— a 1948.—- Kubanyi usa amnidén en pacientes con quemaduras-—
y heridas (16)

1953.~ Douglas y otros autores describen amnios y corién micros
copicamente (2,7,13,16).

1962.~ Massee y Cols, usan membranas fetales para reconstruir —
pileo pelvico después de su exéresis en perros (16.17).

1972,.~ Trelford y Cols, reportan sus estudios preeliminares como
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apésitos biolSgicos y su uso en heridas de espesor parcial. (16)
1975.-~ Robaon y Colg, y Trelford y Colp. unen sus experiencias
¥ recomiendan y ecxpanden el uso de las membranas amnidticoz. (14
16,17).
Actualmente egs interesante los estudios que se llevon o cabo -
sobre membranas amnidticas, yn que con esto se ha incrementado -

los horizontes de su aplicacién clinica. (7,8,11,12,13,15,19).
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¢QUE ES LA MEMBRANA AMNIOTICA?

Cualquier material biolégico que sc pretenda llevar o un esta-

do de liofilizacién nos obliga a estudiar dotenidamente las

caracteriaticas de dicho material bioléplico es por esto, que des-
cribiremos las cualidades embriclégican, hiptoléglcas, fimicas, -
inmunoldgicas y los usos clinicos de las membranas amniéticas.
EMBRIOLOGIA.

El Mesemguima amnidtico es derivado de el mesodermo extraem—-—
briogénico primario de el blastocisto y es formado por delimita—
¢ién de la superficie del trofoblasto.

Para el segundo mes de gestaclén las células mesemquimatosas
Bon geparadas de el epitelio por una capn de tejido que contienc
moderada cantidad de fibras de colfgena.
Las membranas fetanles finales consisten de uni sola capa de ecto-
dermo firmemente lipgoadas a colfgena mesemguimal de 6 a 8 célulao—
de eapesor, y fijadas nl corién (2,7,16).
HISTOLOGIA
El microscoplo de luz revela una sola capa de células cuboides —
semcjante a las células de la epidermis en una bage matriz de —
coléigena. Los células del amnids varien en longitud desde un epi-
telio columnar al cuboide a aplanado.

El capesior de la capa mesemquima o c8lular es de aproxi-—

madamente 0.05 mm. y la de) corién promedis de 0.04 a 0.12mm (2,-

9,16).



-11~

INMUNOLOGIA.

El amnién (Bin corién) puede ser un auteinjerto para el -
recién nacido y en otrog huéspedes funciona como un aleinjerto,-
pero la antigenicidod del amnidn parece estar disminuida y una —
respueata violenta del huespéd no ha sido demostrada. El corién-
cuando ne coloca en el huéaped provoca neovascularizacidn y migra
cidn de células del huésped causando el cléisico fenémeno de recha
Zo.

Easte tejido ha aldo recientemente estudiado y se eatablece que -
prescntn conaiderable antigenicidad que provoca una fucrte res —-
puesta célular antigenica. Un nimero de inveatipadores localizan-
los antipgenos en el trofoblasto. Si el carion es separado del am-—
nios y el lado mesemquimatoso es colocado al huésped, una menor -
reaccién cs observada. (7,13,14,15).
CARACTERISTICAS FISICAS.

Machlan, usando membranas fetales intactaos encontrd pre—
8i6n de ostallido de 1la mcﬁbrann de 393mmiig con un mAximo de 900
mmiig. Se encontrd una fuerza tengil de 0.05 y 0.45 kg x cm. Sg -
encontré que el amnién es considerablemente mfia fuerte que el -
corién esto debido a la coldgena del amnidén. Es posible que en
vivo 1a membrana amniética mantenge un fino balance entre ——
fuerzas hidrostatices y osmoticas controlande el movimiento de-
los fluides. Loa lipidos han sido identificados en el coridn ——-
pero no en el amnién, y parecen ger influenciados por los lipi—

. dos maternos contenidos en lo dieta materna.
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Deshidrogenasa lfictica puede ser aunada a respiracién anaerobi
ca.

Induccicnes experimentales recientes han revelado que el —--
amnién humano es capaz de inducir formacién de células epile—=-
liales en la membrana coriocalantoidea de huevos fertilizados de
gallina. Eastos experimentos recientes abren un nuevo camino a-
la investigacién de tejides. {7,12,13,15,16).

APLICACIONES CLINICAS.

La membrana amniética es considerada como un apSsito biolégl
co, por lo que exponemcs todoa los posibles beneficos tempora-
les de todo apdsito bioléglco.

Beneficios metabolicos.- Reduce la evaporacién de agua y—
calériae gastadas. Reduce el fluido, la pérdida de electrdli—
tos y protefnas,

Cambios Bacterianos.— Reduce con camblos frecuente de mem-
branas, cuentns bacterianaﬁ mayores de 10 a la 5 bacterias por
gramo de tejido.Reduce posibllidades de contaminacidn extrinse
co.

Beneficios en la clcatrizacién.— Reduce 1a inflamacién -
agocisda a una herida abierta. Reduce la contraccldn de la —-
herida.

Beneficlios clinicos.— Reduce el dolor. Reduce el tiempo-
necesario para preparar un firea para el injerto definitiva,
Reduce loa cambior por pérdida de injertos a el tiempo de ——

injertado definitiveo.
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Otroa beneficios.- Reduce el tiempo de hospitalizacisn. Reduce
el costo de hospitalizacién. Reduce la morbilidad y mortalidad
Loe resultados son igual o superiores que la plel porcina, y -

se reporta ligeramente menores que la plel de cadfiver. (9,19).
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4 QUE ES LA LIOFILIZACION?

El objetivo primaric de la liofilizacién eB el de preaservar los
materiales biolSgicon por congelamiento de el agua contenida —
y denpués remover ol hielo contenido por sublimacién.(10),
Sublimacién.- Ea un fenémeno de vaporizaeién y condensacidn
de una substancia solida gin pasar par cl estado liquido(4}.
Becquerel (1951) encotré que algunas esporas de bacterin de
moho sobreviven justo en el tipo de condiciones que scon impucsn-
tas por el congelamiento secado, incluyendo un congelamiento ——
del zero obsoluto. Estas observaciones han dado creencia al ——
origen e la vida en 1la Tierra .
El sistemna de liofilizacién es un procedimiento el cudl es
gplicado a tres cotegorias de moterianles bilolégicos.
1.~ A materia no viva, tal como, sangre, plasma, sucros y all—
mentos.
2,~ Transplantes quirirgices, tales como, arterias, hueso y —
plel.
3.- Células vivas dentinuéas a permanocer viables largos perio-
dos de tiempo. Se incluyen bacterias, virus, y semen. (6).

El clima frio-geco ha sido usado desde tiempos lejanos nsf —
tenemos que loa Vikingos lo utilizaban para producir pescado --
aeco, ¥ los  tneas para producir harina de papa llamado chuno -
en Sudamerica. Esta es la cepacidad del aire frio-seco para —

evaporar la humedad de los materinles biolégicos.
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Tal aire produce desccacién por sublimacién, un cambié de eata-
do de hielo o vapor sin disolverlo {6,10).

El rol de la deaecacién en el procesoc de inoculacién ha sido —
conocido desde Tissmot (1792) quien describe un método de prepa-
racién y empleo de una hebra de hilo impregnada de virus deo —
viruela. Sin embargdé tuve que pasar una centuria hasta Vanateen
berghe (1903) quien produce desecacién por liofilizacién de vi-
rus de rabia con ﬁci?o sulfurico bajo vacio. Arsonval (1906) —
usa un refrigerador condensador eon vez de dcido sulfurico para-
remover cl vapor de agua, como hizo Shackell en (1909), quien -
presenta lasg ventajas del preongelamiento como un papo anterior
al secado. {10).

Altmann {1880) fué ¢l primero en liofilizar organismes y —
tejidon parn examinacién biolégica bajo micréscoplo, su trabajo
establecid la prictica de liofillzacién sintematica para espe—
cimenes bioldgicon (10).

Fate patrén de liofiliZzacién fue llevado 50 afion después a -
la prictica por el método Altmann’S una teoria para la designa-
cién de el aparato de congelamiento y vacio centrifugo para susg
pensiones de bacteria. En 1944 Greaves, desarrolla temperaturas
bajas para llofilizacién de arteria, hueso y plel para bancos.
{5,6}.

Actualmente seo describen muchos usos del método do liofili-

zaclidn, en el Area m&dica y de alimentos.
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Congelamiento y congelamiento-secado habria sido imposible sin
loa avances de la bomba de vacfo y mfiquinas de refrigeraciébn.
{10). La primera bomba de vacio fue construida por Guericke —-
{1672). Temporaturas mis bajas fueron obtenldas posteriormente
por licuefacciébn de gases tales como aire y dioxido de carbono,
Los primeros experimentos fueron confrontades por los proble -~
mas térmicos y choque esmotico y disrupcién de células, todas-
causadas por el congelamiento. asto tuvo éxlto gracins a dos -
soluciones, la primera un congelamiento répido para cbtener un
estodc omorfo y segundo propledades protectivas a las células-
vivas por medio de dlycerol. El Glycerol es atin un método Stan
dar do preogorvar el semen de toro para inseminacién artificiel.
{4,6,10).

En el tiempo de la segunda Guerra Mundial ¢l proceso de llo-
flllzaclén fue observada como una inmejoreble herramienta y-
la oportunidad de su uso a larga escala, cuando Grenves en -
1942 1liofilize plasma para uso humano, o partir de entonces -
se deparrolla gran varieded de patentes incluyendo la primera-
en 1941 para el jugo de naranja.(6).

La mira de la liofilizacitn es8 la de preservar la humedad
cargada de materiales en su parte de naturaleza biolbgica 18-
bil, por congelamiento y sublimacién y més tarde su rehidrata-
cibn. El método requlere de pasos sucesivos.
l.~ Precongelamiento.- Los materisles son preparados y congela

dos a temperaturas muy bajas.
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2.- Secamiento primario.- Los cristales de hielo formado ecn el
congelamiento son sublimados con vigor y gentilmente usando ——
calor al vacio.
3.~ Con la desaparicién del hielo la humedad residual es absor
bida a 1la temperatura ambiente y &l vacio.
4.~ Condicioneo y rehidratncidn.- Se sech con un gas inerte y-
entonces ea empacado y almacenado.(4,5,10).
TECNICA.

El procedimicento de congelomiente varia grandemente la —-—
alecclén entre congelamiento répido y lento debe ser doeter—
minade de acuerdo a las caracteristicas del producto, usualmen
te el congelamlente es llevado fuera de la cfimara de vaclo, en
un plato de refrigerncién como un procesoc lento, para congela-
mienlo rfipido de fluidos son emplemdos parn imersaién directa -
o Spary de nitrogeno liquido, el material es colocado en una—
cfimara cerrada y la sublimacién iniciada con una bomba do va—-
cio, eato da como resultado 1a sublimacién del hielo lentamen
te y la encrgfa de calor ¢s suminiptrada por la bomba.

El mancjo de la fuerza de sublimocién depende esencialmente de
la diferencia de la presidén de vapor entre la interface del -
hielo y el condensador, la chAmara de vacio nsegura que la in-
terface de temperatura sca giempre bajas. El secado secundario-
comienza cuando el Ultimo cristal de hielo ha sido oublimado-
¥ la humedad absorbida de el materinl secado estuvo una vez en
el gitio de los cristales de hielo. La temperatura es de 30g -
para materiales biolégicos ¥y 50 g para alimentos, mientras —

que lo presién de vacio en pascals ea de 13.3, pascalas a cerca
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de 1.3 pascals, porque la inherente baja de presién de vapor obli
ga al cambié de este estado.

Rehidratacién.— Es obligntorio de retener cierta cantidad de-
humedad residual para estos propositos, para productos bioldSgli—
cos tales como antibi6éticos y tejidom es de 0.1 a 1% para micro—
organismos y virus 1 a 3% y para alimentos de 2 a 10%. Muchna téc
nicas han pido desarrolladas con la ayuda del agua, ¢l apgua pene—
tra en el producto y al mismo tiempo paca el aire de los poroa,--
logrando con esto las cualidades primarias del producto liofili-

zado. (3,4,5,6,10).
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MATERTAL. SAUR DE LA BIBLIOTECA

Membranas amni6éticas humanas frescas fucron obtenidas en
el momento del parto y alumbramiento, sin datos previos de —
infeccién endometrinl 6 ruptura prematurn de membranas de-
mAg de 12 horas do evolucidn, las membranas fueron scparadas—
del corién cn ¢sc migmo momento y el materinl deeidual fuc re
movido, la membrana fue lavada con hipoclorito de sodio al -
0.025% por 45 a 50 mepundos posnterlormente fue pasada por ——
solucidén salina epteril por tres ocasiones para remover re —
siduos de hipoclorito de sodio, posteriormente se coloca la
membrana en una vasija con solucién salina eatéril y I gr. =
de Neomicina para evitar posible contaminacién, sne escopgléd -~
este antibidtico porque no se absorbe y esta cunlidad permiti
ria que cause sengjibilidad en el paciente, como cuando se
usa aniibidtico que se absorbe y desencadene fendmenos de sen
sibilidad o anafilaxia. (1,8,11,13,1%)

El material obtenido se coloca en ua vasija refracta
ria previamente cateriliz;dn en autoclave, puardandose a una
temperatura de 4g. C., Bin llegar a la congelacién ya que —
esto puede slterar 1o arquitectura de las membronas. {15)

Las membranas cbtenidas no fueron utilizadas cuando-
pasdé mis de una semana deapués de su obtencidén y solo fueron
sacadas de su lugar de refrigeracién cuando iban a ser utili-
zadas en ¢l lnboratorio.

Dado que no existe un proceso de liofilizacién capeci-

fico para los membranaes amniéticas, se ided en el laboratorio-
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de investigaciones biomfdicas de la UNAM.,una cfimara de vacio,
de vidrio refractario PYREX de alta densidad, esta conectada -
A una trampa, que consistia en una cubeta con hielo y dentro -
de esta un recipiente sellado con dos salidns, una coneclada a
la chmara de vaclo y la otra conectada a la bomba para dar cl-
vacisé. Lo bomba de vacio nos daba una presién negativa de -20-
atméaforas. (vease Tigura).

METODO.

El estudidé se realizé en los laboratoricos de investigaciones—
blomédicas de la UNAM, bajé la supervisién de un bioquimico -
investipador, en los mesea de Junlo, Julio y Agosto, los dipns-
Jueves por una hora.

Las membranans asmnidticas a liofilizarpe eran sacadan de -
su recipiente donde sc habian preparado previamente y eran —
llevadas a la congelocidn, l1a cual oe llevaba a cabo colocando
en un recipiente Acldo carbonico y acetona, mediante eate méto
do se lograbaon temperaturas de — 70 p C., las membranas eran —
colocadas en cuadros de 10 ;10 de vidrio refractario y cron —-
introducidas a 1la solucién referida, con esto lns membrannz —
sufrfan una congelacién a -70 g.C., posteriormente eran —
abiertas la cémpann de congelacién-vacio y las membranas ya -—
congeladas eran introducidas en elln, se colocaoba la trampa —
¥ se ponia a fucionar lo bomba entre ~15 y 20 atméslferas de —
presidn, lag membranas colocadas en la cfimara eran vigiladas,
bajo vieidn directa a través del cristal de la cémara y cunndo

se veian secas, eran sacadas de la cédmpana de vaeild, anotando-—
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el tiempo el cudl estuvieron sometidas al vaclo, en un princi-
pio ge tenfia ;1 problema que la desecancién de las membranog no—
era uniforme, ye que parte de la membrana quedaba sobre la pla-
ca do vidrio, por lo que la desecacidn no era uniforme, enton—
ces ga idearon marcos de olambre de 16x15, cen leos cufiles la «—

membrana quedaba suspendida y entonces toda la preslén de wvacio

era uniforme, con este método se cobtuvieron mejores membranan-

desecadas. E1 método se llevé a cabo en los meses referidos ob-
teniendose 16 membranas liofilizadas, El siguiente paso cra ol--
de realizar cortes histoldégicos de la membrana denecada y pos
teriormente hidratada yo vistas al microscoplo. para saber si -~
las caracteristicas de lo membrana se habfan preservado con —

eate método.
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RESBULTADOS.
Se lograron liofilirzar 18 membranas en el tiempo menciona-~
nado, el metodo de liofilizacién fue el standar para cual —

quier materiml biolégico (arteria, hueso, piel). (3,5,6)

M CONGELAMIENTO SUBLIMACION To, DESCRIPCION
MACROSCOPICA

1 =70 x I min =20 atm ao! HUMEDA

2 -70 x I min -20 atm 30! HUMEDA

3 =70 x I min * =20 atm 40! HUMEDA

4 =70 x I min ~20 atm 40! HUMEDA

-] =70 x I min =15 atm A0 HUMEDA

8 =70 x I min -20 atm 45! HUMEDA

7 =70 x 1 min ~15 atm as! HUMEDA

8 ~70 x I min ~20 atm 40! SECA

2] =70 x I min =20 atm 35! BECA

10 =70 x I min =20 atm 3o HUMEDA

11 -70 x I min «20 atm 40! 8S8ECA

12 =70 x I min =20 atm 401 SECA

13 -70 x I min =20 atm 400 SECA

14 -~70x I min © =20 atm 40! SECA

16 ~70 x I min ~20 atm 40! BECA

16 =70 x I min ~20 atm 40! BECA

M= Membrana

*Tw Tismpo
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DISCUSION.

La investigacién sobre un método de liofilizacién de las
memebranas amniéticas, se llevé a cabo teniendo en cuenta -~
que las membranas amnidticas fresces, son usadas ¢on nueg -—
tros merviclos por mis de tres aiffos con excelentes resulta-
dos, sobre problemas de cublerta cutanea, pérdida de barre
ra cuténea protectora contra pgermenea etc.

Del tal mancra hacliendo unao comparacién con otros estu-
dics en los que se usu aloinjerto de piel humana para ¢l -
mismo fin (9), creemos que las membranns amnidéticas son ——-—
superlorcs.

Los xecnoinjertos de piel de cerdo, de los cunles su —
costo en prohibitivo para nuestros pacientes y mis si tales

xenoinjertos son liofilizandos e importados., también su —

acceso Yy costo son prohibitivoo.

Por tal motivo nuestra inquietud fué la de estoblecer—
un método standar de liofilizacién, ya que las cualidades -
gon ipgunl o mayores que la piel de cerdo o plel de cadaver-
¥ se¢ ho visto que las membranos son el mejor apésito biolégi
co temporal para establecer mejores condiciones locales y —

generales de los pacientes.
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CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos macroscépicamente nos indican que
lag membranas omnidticas sl son suceptibles de smer liocfiliza-
das y al ser rchidratada en forma cualitativa mantiene su for-
ma.

La segundn parte de nuestro estudié que correspondia o —
la comprobacién histoldpgica del marco célular de la membrana,-—
liofilizada y ya hidratada, no fue posible llevarlo a cabo ——
por faltn de tiempo y recursoan.(Microscédpio, Laboratorio, tin-
clones ctc.)

Al comprobar que los membranas smnidéticas son puceptibles
de liofilizarse, se puede inferir un método a gran escnla, los
beneficios que obtendremos de esto serdn un apbsito de exce—-
lente calidad, de fAcil obtencién y procesado, barato y que —-
reduce la necesidnd de importar materinl extranjero para este-
fin.

El precio actual de ‘piel de cerdo liofilizado (CORE THIUM
I} de 15 x 10 con 10 gobres tiene un valor de 40 000 pcsos ——
m/n.

Crecemos que se tiene que desarrollar la sepunda parte—
de eatc.cstudio, porque nos brindara la oportunidad (e cono-—
cer el resultado exacto de este estudié y de esta manera po—

der desarrollar un apdsito bioldpica de excelente calided.
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