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INTRODUCCION:

A través de la historia siempre ha existido un interés creciente, en la
forma de cubrir temporalmente dreas desprovistas de piel como consecuencia
de heridas o quemaduras. En estas dreas cruentas la pérdida de su capa
protectora origina complicaciones tanto agudas como a largo plazo, que pueden
desencadenar desde las pérdidas de algunas funciones ( tras-tornos
metabdlicos como eliminacion de llquidos, electrolitos, proteinas,
termoregulacién, etc. ) hasta la muerte. Para dar cubierta a estas dreas con
pérdida de la integridad de la piel, se han utilizado materiales sintéticos y
biol6gicos, estos (ltimos son los que proporcionan mejor respuesta local,
disminuyen la proliferacién bacteriana, asf como el dolor y favorecen la
epitelizacion. Estos materiales bioldgicos pueden ser obtenidos de tejidos
homélogos ( de la misma especie } por ejemplo la pie! de otro ser humano (
homoinjerto ), o bien obtenidos de otras especias por ejemplo la piel de cerdo {
xenoinjertos ).  Estos materiales bioldgicos también llamados apésitos,
conllevan el problema de ser de mds dificil obtencién y procesamiento mas
costoso. La utilizacion de membranas amniédticas (44), ha solucionado
parcialmente este problema, por ser de facil obtencién y procesamiento, pero
tienen sl inconveniente de ser una posible fuente de contaminacién con
bacterias, y hongos propios del canal del parto, asi como otras enfermedades
virales entre las que destaca el virus del VIH. Para la esterilizacién de las
membranas amnidticas { MA ), convencionalmente se utiliza el lavado de las
mismas y su inmersién en solucién con antimicrobianos, ademas de haber sido
obtenidas de pacientes con prueba de VIH negativo. Hay antecedente del uso
de rayos gamma a dosis de 25 kGy para esterilizacién de otros materiales (
antibidticos, suturas, etc. ) con aplicaciones en la industria farmacéutica y en
cirugia. Con esto, en este estudio se pretende, establecer la utilidad de los
rayos gamma para la esterilizacién de las MA de inicio en bacterias y hongos,
buscar la dosis minima de radiacién para este prop6sito y si dicha forma de
esterilizacion no trae cambios estructurales en las MA, que se traducirian en
pérdida de su aplicacién como apésitos bioldgicos.

ANTECEDENTES

En la bisqueda de materiales para el manejo de heridas cruentas y por
quequyras. se han utilizado apdsitos biolgicos ( autoinjertos, homoinjertos y
heteroinjertos ) asi como materiales sintéticos. Los aloinjertos humanos



representan el tejido mas efectivo actualmente disponible (8). Cuando se aplica
en una éarea cruenta los aloinjertos se adhieren, vascularizan y mantiens
viabilidad esto favorece la proliferacién epitelial, entre los 9 a 12 dias en que se
presenta el fendmeno de rechazo, en caso de un segundo injerto del mismo
donador se presenta un rechazo acelerado mas temprano (5). No obstante los
aloinjertos forman una barrera protectora contra las bacterias, proporcionan un
estado apropiado de hidratacion y una pérdida disminuida de exudado
proteinaceo en fa herida, por lo que es utilizado como cubierta temporal de
heridas como apdsitos biolégicos (4).

Hace un siglo, Pollock utitizé el primer homoinjerto en un paciente con
quemaduras (19). Posteriormente Lee intento la aplicacién del primer
heteroinjerto en un paciente con quemaduras (5).

La utilizacién de las membranas amnidticas ( MA ) en pacientes con
areas cruentas por quemaduras y heridas se inicio hasta 1948 por Kubanyi (44).
En 1953 Brown y Douglas y otros autores describieron microscépicamente el
corion y el amnios e introdujeron el concepto de apdsitos biolégicos para las MA
(5,40, 16, 28, 18). Pigeon en 1960, cita su experiencia en el uso de las MA en
quemaduras de Il grado superficial (11), Kirschbaum mencioné su aplicacidn en
quemaduras extensas, Dino y cols. en 1966 proponen un método de
conservacién y las ventajas précticas de establecer un banco de membranas
amnidticas (42). En 1972 Trelford notificd sus estudios preliminares en MA
como apdsitos bioldgicos y su uso en heridas de espesor parcial (43). En 1975
Robson, Krisek y Trelford, recomendaron ia utilizacién de MA, recalcando su
facil obtencidn sus efectos sobre la flora bacteriana y sus ventajas en relacién
con la utilizacién de otro tipo de apdsitos temporales, tales como aloinjertos (
injertos provenientes de otro ser humano), xenoinjertos ( provenientes de otras
especies ) y sintéticos (34,35).

Mas recientemente Colocho, W.C. Quimby y otros corroboran los
beneficios de las MA, proponiéndolas como el mejor apdsito bioldgico (14).

Membranas amniéticas: aspectos anatémicos e hlsfoldglcos.

La membrana amnidtica resulta de la prolongacién del ectodermo
embrionario, envuelve inicialmente al embrién, para posteriormente ser
distendida por la formacién de liquido amniético. Contiene una sola capa de
ectodermo firmemente ligada a la coldgena mesenquimal de 6 a 8 células de
espesor y fijadas al corion (16,44).

) El microscopio de luz revela una sola capa de células cuboides,
semejantes a la célula de epidermis en una base de matriz coldgena. dichas
células varian en longitud desde un epitelio columnar al cuboide aplanado. El



espesor de la capa mesénquima o celular es de aproximadamente de’'0,05mm
y la del corion es en promedio de 0.04 a 0.12mm (16, 17,25, 31,44).

Dentro de sus aplicaclones clinlcas destacan las sigulentes:

a) Beneficios metabdlicos: disminuye la evaporacién y pérdida de agua,
electrolitos, protefnas, y calorias (7).

b) Disminucidn de la cuenta bacteriana: con cambios frecuentes reducen
la cuenta bacteriana de 105 bacterias por gramo de tejido, también reducen la
contaminacion extrinseca (14, 25,35).

¢) Beneficios en la cicatrizacion: reducen la inflamacién asociada a una
herida abierta. Reduce la contraccién de fa herida. Facilita la epitelizacién de
quemaduras superficiales (13,14, 28).

d) Beneficios clinicos: reduce la intensidad del dolor al proteger las
terminaciones nerviosas expuestas en la herida, reduce el tiempo de
preparacién para la colocacién de injertos delinitivos, por su transparencia
permite evaluar el drea cubierta. disminuyen el numero de curaciones al
paciente, permitiéndole mayor movilidad y proporciondndole mayor comodidad
(7, 43).

e) Otros beneficios: son facilmente disponibles, tienen bajo costo, son de
fécil preparacion y almacenamiento, se pueden guardar hasta por dos afios sin
perder sus propiedades (42, 48, 55).

Existen antecedentes bibliograficos de esterilizacion de implantes
alopldsticos de dacrdn, tefién, sildstico, etc., y de tejidos humanos utitizando
radiacién gamma y ultravioleta (47). En la industria farmacéutica y en cirugia
se ha utilizado para la esterilizacion con radiacién gamma la dosis de 25 kGy
como punto de partida o norma de referencia del organismo internacional de
energia atémica ( OIEA ) para todos los paises miembros.

Hay antecedentes de inactivacién viral en plaquetas con la utilizacién de
radiacién Laser-UV, uso de acelerador de electrones y otras particulas, para la
esterilizacién de diferentes tejidos aloplasticos y bioldgicos (46). Existen
también publicaciones, sobre la esterilizacion de tejidos bioldgicos, usados
como osteoconductores y esterilizados mediante radiacién gamma
(50,57,58,63), asi como de la utiizacién de la radiacién gamma en la
esterilizacién y preservacidn de tejidos bioldgicos, y sobre el efecto de la
radiacién sobre los tejidos (56,59,60,62), y una publicacién referente a la
esterilizacion de membranas amnicticas mediante radiacién gamma (65).

En el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares ( ININ ) se dispone
de un irradiador industrial de Co-60 J-S 6500 AECL y otro de investigacion
Gammacell 220 AECL de Co-60, motivo por el cual se elaboré un prayecto



desde 1993 para la esterilizacién de diversos tejidos bioldgicos y aloplésticos,
inicialmente se esterilizan membranas amnidticas, de ésta manera buscar que
queden libres de bacterias y hongos, sin perder estructuralmente su capacidad
como apésitos biolégicos, con lo cual ademas se abreviaria el periodo de
espera para su empleo y aumentaria el tiempo de preservacién y
almacenamiento en el banco.

Otras ventajas de la irradiacién gamma, se refieren a la disminucién de
las propiedades antigénicas, al aumento de estabilidad de las matrices
intercelulares y a la disminucién de las reacciones de cuerpo extraifio en los
tejidos. (46)

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

¢ Las radiaciones gamma de Co-60, son capaces de esterilizar las
membranas amnidticas de los gérmenes contaminantes mas frecuentes ( tanto
del canal del parto como de las dreas cruentas o por quemadura ) ?

¢ La dosis necesaria para esterilizar a las membranas altera
estructuralmente alas membranas amniéticas ?

0BJ ETIVOé: B

Corroborar que con el uso de radiacién gamma se esterilizan las
membranas amniéticas en un minimo de tiempo.

Verificar histolégicamente que las membranas amnidticas = asi. :
esterilizadas, no se modifican estructuraimente, por lo que no pierden su utilidad " -
como apdsito biolégico y puedan almacenarse durante periodos prolongados::: -

HIPOTESIS :

1° Las membranas amniéticas son esterilizadas a5,
kilogray S
(kGy). ;

2° Las radiaciones gamma a §, 7.5, 10, 15, 25,

KGy no‘afectan la . -
estructura celular de las MA. : S e




METODOLOGIA :
Experimental, longitudinal, prospectri‘vé, ‘cormparatlvropy abierﬁo. ’

Grupos de estudio:

Se recolectaran placentas obtenldas de Ios partos atendxdos en: éste :
hospital, de acuerdo a los S|gu|entes crlterlos de mclusnon excluslén y,'
eliminacién. : S R

Criterios de inclusidn:

- Placenta de madre sin proceso lnfeccloso durante su 'gestaclén con. VIH» o
negativo: con el fin de evitar factores que all ren estructuralmente el ammos

- Gestacién a térmlno por, presents
adecuadas. :

- Placenta recuperada con tecmca aseptlca de menos’ de .72 horas‘ b
(48,49). : S

~ Placenta con membrana amnldtlca con cultivo para bacterias .y, hongos =
negativo, conservada en solumén salma al 9% estérll a4 grados centfgrados

Criterios de exclusidn: :

- Infeccion sistémica materna 6’de géhitaleysi. ;

~ Ruptura prematura de membranas

- Condiciones septlcas del parto o parto "fortuno ( no atendldo en
quiréfano ). : 0

- Sufnmxento fetal

- Membrana ammétlca obtemda aséptlcamente de mas de 72 horas :
prevaas al estudlo o .



Criterios de eliminacion:

- Las membranas amnicticas que durante el procedimlento sufrleron ' 

contaminacién ajena a la estipulada en el presente estudlo

- Las membranas amnidticas expuestas radlacuén gamma fuera’ de las
especificaciones indicadas en el presente estudio. - T

- Las membranas amniéticas que no tenfan repd_rlé histolagico,

Técnica y procedimientos:

La obtencién y preparacion de las membranas amniéticas se realizé bajo
condiciones asépticas, derivada de pacientes previamente seleccionadas de
acuerdo a los criterios de inclusién ( VIH negativas y sin hepatitis ni otras
enfermedades infectocontagiosas ) . Se tomé cultivo después del
despegamiento y separacién del resto de los tejidos placentarios, se tomé un
fragmento de aprox. 1cm. el cual fue colocado en un tubo estéril con medio de
cultivo ( soya tripticaseina ), en seguida se realizé lavado mecdnico gentil con
abundante agua estéril, hasta eliminar codgtllos y gelatina de Warthon. Se
almacenaron en frasco de vidrio estéril con 100cc de solucién salina. Con la
técnica convencional , se agregan 80 mg de gentamicina para esterilizar a la
MA de gérmenes sensibles mas comunmente encontrados tanto en el canal de
parto como en la fiora del paciente quemado y otras dreas cruentas, como son
los siguientes: pseudomonas aeruginosa, estafilococo coagulasa negativo,
estreptoco alfa hemolitico, y céandida albicans, enterobacter sp, escherichia coli.
(49)

Después en el procedimiento convencional se espera el resultado del
cultivo por un espacio minimo de 48 hrs., y en caso de ser negativo dicha
membrana se utiliza.

En todos los grupos se utilizd tubos estériles de 5¢¢ con medio de cultivo
enriquecido de soya tripticaseina 3cc en cada tubo y posteriormente para su

cultivo, el medio utilizado fue agar sangre para bacterias y Sabouraud al 4% '

para candida dlbicans.

La cuantificacidn del in6culo se realizé mediante el nefelometro de Mac'ﬂ :

Farlan a una concentracién de 10 /7 - 10/8 ufc/ mi.

Se utilizé una membrana amnidtica la que se fracciond en pormones de
3 x 3 cm e introducida en los tubos preparados en la forma descrita, y se
formaron 7 grupos de 7 tubos cada uno.




GRUPOS
A B Cc D E F G
1 MEM+STP MEM+STP MEM+STP  MEM+ STP  MEM+STP MEM+STP MEM+STP

SMAD 5kGy 7.5kGy 10kGy 15 kGy 25 kGy 30 kGy

2 MEM+STF MEM+STF MEM+STF  MEM+ STF  MEM+STF  MEM+STF  MEM:STF
S/RAD 5kGy 7.5kGy 10kGy 15 KGy 25 kGy 30kGy

3 MEM+PSD MEM:PSD MEM+PSD MEM+PSD  MEM+PSD  MEM+PSD  MEM+PSD
SMAAD 5kGy 7.5kGy 10kGy 15 kGy 25 kGy 30 kGy

4 MEM+CD  MEM+CD  MEM+CD  MEM+CD  MEM:+CD  MEM4CD  MEM:CD
SMAD 5KkGy 7.5kGy 10kGy 15 kGy 25 kGy 30 kGy

5 MEMECO MEM+ECO MEM+ECO MEM+ECO MEMECO MEM+ECO  MEM+ECO
S/RAD 5kGy 7.5kGy 10kGy 15 KGy 25 kGy 30 kGy

6 MEM+EB MEM:+EB MEM+EB  MEM+EB  MEM+EB MEM+EB  MEM+EB
S/AAD 5 KGy 7.5kGy 10 KGy 15 kGy 25 kGy 30kGy

7 MEMMCE MEM+MCE MEM¢MCE MEM+MCE MEM+MCE MEM+MCE MEM+MCE
S/MRAD 5kGy 7.5kGy 10kGy 15 KGy 25 kGy 30 kGy

STP:  estreptococo b hemolitico
STF:  estalilococo aureus coagulasa negativo
PSD: psaeudomonas sp
CD: candida albicans
E CO: escherichia coli
EB: enterobacter sp
MCE: - medio de cultivo enriquecido { soya triticaseina )
MEM: membranas amnidticas
Dosis empleadas: 5,7.5,10, 15, 25 y 30 kgy. {1gray=1 ]Ikg = 100 rad)
S/RAD: sin irradiacién

tubos del grupo 7 se envié al departa
histolégico.

membranas contaminadas;
expusieron a radiacién gamma del Co 6
respectivamente.

Al término de la madmcuon se tom
de los tubos irradiados.

Al término de la irradiacién: un fiagmento.de 0.5 ¢m. de Ios tubos b.c, d,.
e, f,g, de cada grupo fue enviado: nuevamente al: servncio de patologfa para :
estudio histélogico.

. El presente estudio se realizé _poi' triplicado.




En éste estudio ciego para los evaluadores de los serv|c|os de,
bacteriologia , como de patologfa y radloblolog!a los que no: conocleron las
especmcaclones de las muestras.

RESULTADOS :

Los tubos b,c,d,ef,g, fueron expuestos a la radiacién a la dosis de
5,7.5,10,15,25 y 30 kGy respectivamente, en serie de tres ( 3 tubos de cada uno

Los cultivos de membranas con bacterias irradiadas fueron negativos aun
con la dosis de 5kGy, mientras los que contenian cdndida &lbicans, fueron
positivos a las dosis de § y 7.5 kGy, pero fueron negativos a las dosis mayores.

En el examen histopatoldgico se encontrd tanto en uno de los tres tubos
irradiados a la dosis mayor ( 30kGy ) asf como en uno de menor dosis ( 15kGy
) alteraciones tales como necrosis celular { 70% ), cambios hialinos, edema y
vacuolacion del citoplasma. de igual forma en otros tubos de las mismas dosis
se notificaron con estructura normal.

Otras alteraciones encontradas fueron desprendimiento de epitelio,
cariorexis, y cariolisis hasta en un 20%, sin relacién directa con la dosis de
Irradiacién.

CONCLUSIONES :

: Las membranas amniéticas mediante radiacién gamma son esterilizadas
de bacterias a partir de la dosis de 5 kGy y los hongos a dosis de 10 kGy. Se

.-encontré como dosis minima la de 10 kGy para la negativizacién de cultivos de
bacterias y hongos de contaminacién usual en el tracto vaginal.

A estas dosis de radiacién la MA no pierde sus caracteristicas
estructurales y con esto su capacidad como apdsitos biol6gicos.

La inconsistencia de los hallazgos histolégicos en relacién a la d05|s de
irradiacién,  probablemente son secundanos al manejo durante la técmca de:'
preparacién de la MA
(-barrido mecénico de sangre’ y gelatma de Warlhon
mlsma

y.noa laf,radlamén'» L
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