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Resumen:

El uso de la membrana amnidtica en medicina no es una practica nueva. Esta membrana, obtenida
de la placenta humana, es una de las cubiertas biol6gicas mas efectivas utilizadas en el manejo de
gran cantidad de patologias, pues permite una fécil aplicacion en el area afectada y crea un efecto
bactericida, reduciendo el riesgo de contaminacion e infeccion.

La membrana amniética humana, en su calidad de aposito bioldgico, se ha utilizado en muchos
paises en vias de desarrollo pues su abundante suplemento y el relativo bajo costo de su preparacién
permite su uso como terapéutica definitiva como cobertura temporal en el tratamiento de las
guemaduras y otras patologias. Entre las ventajas de su aplicacion se encuentran que favorece la
reepitelizacion, reduce la pérdida de liquidos, proteinas, calor y energia y disminuye la morbilidad.

El presente proyecto de investigacién estudiantil tuvo como finalidad contribuir con el
establecimiento de un protocolo sobre el procesamiento de membrana amnidtica a utilizar como
aposito para el tratamiento de quemaduras y otras patologias. De esta manera, se logré estandarizar
los procedimientos de extraccién, transporte, procesamiento, almacenamiento y liberacion y
distribucion de membrana amniotica, a utilizar por el Laboratorio de Cultivo de Piel Humana del
Centro de Investigacion en Biotecnologia del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica; asi como
establecer la documentacion necesaria para propiciar un adecuado control y ejecucion de los
mismos. Este proyecto no contempl6 obtener la aprobacion de CENDEISSS para la aplicacion de
este procedimiento en pacientes.
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1. INTRODUCCION

Las quemaduras son las culpables del trauma mas serio y devastador que le puede suceder a un ser
humano. Mas o menos nueve millones de personas quedan incapacitadas cada afio en el mundo
debido a las quemaduras. La mayoria de ellas se producen por calor: llamas, explosiones, contacto
con metales calientes o liquidos.

Segun el Dr. Alfaro, Jefe de la Unidad Nacional de Quemados del Hospital San Juan de Dios en el
2003, en nuestro pais no se sabe el nimero total anual de pacientes que sufren este tipo de lesion
porgue muchas guemaduras menores se tratan de manera ambulatoria en clinicas y hospitales y no
se reportan. La Unidad Nacional de Quemados (adultos) atiende entre 150 y 175 pacientes por afio
que requieren hospitalizacién. Ante un paciente adulto, con quemaduras profundas, que afectan el
50% de la superficie corporal, la cantidad de piel requerida para cubrir el &rea afectada se estima en
6000cm? (Robson, 1973).

Para obtener una gran cantidad de piel, se necesita una area donadora de superficie considerable, y
gue en éstas circunstancias no dispone el paciente, pero pueden utilizarse otras substancias que
sirven como cobertura bioldgica, mientras se dispone de nuevas areas donadoras de piel o de un
cultivo de células suficiente para abarcar el &rea afectada, que pueden ser usadas una y otra vez,
hasta obtener la cicatrizacion completa.

La membrana amnidtica humana, en su calidad de apdsito bioldgico se ha utilizado en muchos
paises en vias de desarrollo pues sirve tanto como terapéutica definitiva como cobertura temporal en
el tratamiento de las quemaduras; cada placenta puede proveer entre uno y dos pies cuadrados de
amnios (Andrew, 1980). La membrana amnidtica ha sido extensamente usada y no se considera en
la actualidad como experimental (Sandoval, 1982).

Algunas de las ventajas de la membrana amnidtica frente a los injertos heter6logos y homoélogos y a

otros apositos bioldgicos son:

- Proviene de una fuente inagotable de fécil obtencién que no representa costo para el paciente.

- Especialmente en quemaduras, se necesitan pocas curaciones 0 ninguna, puesto que
espontaneamente se desprende.

- No existe trauma para el paciente, nifio o adulto.

- Acorta el tiempo de hospitalizacion del paciente.

- No existe rechazo de los tejidos del receptor, ni reaccion alérgica.

- Alivia el dolor, y evita o disminuye el uso de analgésicos.

- Menor uso de antibidticos.

- El confort del paciente es notorio y solicita que se le continte aplicando.

- Es una buena manera de bajar costos hospitalarios, por lo que se debe promocionar su uso tanto
en hospitales privados como estatales.

Especificamente en el caso de los pacientes con quemaduras, la MA provee ciertos beneficios como
disminuir la pérdida de agua, calor, proteinas y electrolitos; disminuir las cuentas bacterianas y
causar que las lesiones tengan menos de 10° bacterias por gramo de tejido, reduciendo la posibilidad
de infeccion; reducir la inflamacion y la contractura de las heridas asi como las cicatrices; reducir el
dolor; disminuir el tiempo de preparacién para colocar el tejido final reduciendo las posibilidades de
su pérdida; y disminuir el costo y el tiempo de hospitalizacién.



2. OBJETIVOS

Objetivo General

Contribuir con el establecimiento de un protocolo sobre el procesamiento de un nuevo material
biol6gico a utilizar como cubierta para el tratamiento de quemaduras y otras patologias en el
Hospital San Juan de Dios.

Objetivos Especificos

1. Determinar los requisitos para la donacién de membrana amniética (MA) mediante la
estipulacion de los criterios de seleccion y exclusién de donantes y la especificacion de las
pruebas infectocontagiosas que deben realizarse.

2. Establecer los formatos del consentimiento informado, el formulario de extraccién e
identificacién de tejidos y los documentos de identificacion del recipiente de transporte y las
muestras control.

3. Establecer los protocolos de recoleccion, mantenimiento y envio de placenta al Laboratorio
mediante la revision de informacidn bibliografica.

4. Establecer el protocolo de procesamiento de MA mediante la estipulacion de los procedimientos
de manipulacion, congelacién, almacenamiento y liberacion de MA.

5. Describir tedricamente la forma de distribucion de la MA liberada, mediante la elaboracién del

formulario de solicitud de material, el procedimiento de descongelacion y la forma de envio al
centro hospitalario.

3. REVISION DE LITERATURA

El uso de la membrana amnidtica en medicina no es una préactica nueva, pues desde 1910, Nicholas
Sabella y John Starge Davis propusieron utilizar dichas membranas como sustitutos de piel, con
escaso éxito. En oftalmologia, De Roth (1940) utiliz6 la membrana amnidtica como parche en
defectos conjuntivales y Sorsby & Symons (1946) la utilizaron en casos de quemaduras oculares
agudas con algun éxito. Desde entonces, el uso de este tejido en la clinica como cobertura biol6gica
temporal de heridas en ciertos campos de la cirugia, y el namero de publicaciones sobre el tema se
han multiplicado afio tras afio (Chen 2000).

La membrana amnidtica (MA) se extrae con facilidad de una placenta humana (Tseng y Tsubota
1997), este tejido se forma del ectodermo en el feto, y se considera que es una extension de la piel
del mismo. Es histologicamente similar a la piel y se compone de dos capas: el amnios y el corion.
El amnios tiene su capa interna lisa, blanquecina, semitransparente y compuesta de células
cuboidales. La superficie externa es de tejido conectivo mesenguimatoso y el corion tiene tejido
conectivo mesenquimatoso en contacto con el amnios y una capa externa constituida por células
epiteliales transicionales.

El amnios contiene fibronectina, colageno y una capa de células epiteliales que pueden actuar como
una barrera similar a la epidermis y al mismo tiempo se puede adherir levemente a la quemadura.



Estudios experimentales por Quinby (1982) han sugerido que las células de la membrana amnidtica
se empapan por debajo de la piel, donde permanecen viables sin presentar fendmenos de rechazo.
Ademés Colocho (1974) observo que al introducir amnios a través de incisiones en musculos de
animales, Unicamente ocurre cierto grado de autolisis, poca adherencia, y sobre todo, falta de
neovascularizacion de los tejidos a la membrana.

Estas membranas en la superficie de una herida producen una disminucion de la inflamacion y la
hidratacién de la misma, ademas, con un manejo apropiado, el rango de curacion es excelente y el
dolor manifestado por el paciente parece reducirse gradualmente (Quinby 1982).

Algunos de los casos en el que se ha reportado la utilizacion de membrana amni6tica como apdsito
bioldgico para el tratamiento de diversas patologias son los siguientes:

- Quemaduras de Il grado (superficial y profunda).

- Preparacion para el injerto con el lecho cruento debido a una quemadura de 111 grado.
- Lechos cruentos.

- Rozaduras severas del pafal.

- Dermoabraciones.

- Zonas donadoras de injerto de piel.

- Ulceras varicosas.

- Gastrosquisis

- Excoriaciones traumaticas de piel

- Complejos cutaneos vasculares cronicos o recurrentes
- Heridas extensas por arma de fuego

- Necrosis extensa de piel

- Enfermedades muco-sinequiantes

- Patologias de superficie ocular

- Reconstruccion de fondos de saco

- Queratopatias Bullosas Faquicas o Pseudofaquicas

- Cirugia reparadora

- Cirugia méaxilo-facial

- Otras Indicaciones Medicas

Hoy en dia, las quemaduras son uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial,
por lo que el cierre de la lesion por quemaduras es una meta importante en el manejo de las mismas
(Alfaro, 2003).

La piel es un 6rgano biolégicamente muy activo y es la primera barrera de defensa del ser humano,
ademas, contribuye a mantener un equilibrio con el medio ambiente defendiéndolo e integrandolo
con el mismo (Alfaro, 2003). Por tanto, cuando se presenta una lesién en la misma es imperante
buscar un sustituto temporal, durable, de facil adhesion, facilmente almacenaje, barato, no
alergénico y que cumpla con algunas de las funciones de la piel. Los substitutos temporales de piel
ayudan a sanar las heridas o quemaduras y mantienen la superficie cerrada hasta que se reconstruye
la piel. Su uso en el tratamiento de pacientes con problemas cutdneos ha incrementado
recientemente (Rue et al., 1993).

La membrana amniética es una de las cubiertas bioldgicas mas efectivas utilizadas en el manejo de
las quemaduras. Esta proporciona una facil aplicacion en el area quemada y crea un efecto
bactericida, reduciendo el riesgo de contaminacion e infeccién. Ademas, el abundante suplemento y
relativo bajo costo de la preparacion de las membranas amnidticas las hace Gtiles en el cuidado de
las heridas por quemaduras (Haberal, 1987).



Entre las ventajas de su aplicacion se encuentran que favorece la reepitelizacion, reduce la pérdida
de liquidos, proteinas, calor y energia, disminuye la morbilidad y lo mas importante es que puede
ser lo mas similar a la propia piel del paciente (Alfaro, 2003). Por consiguiente se recomienda
altamente su uso por su facil preparacion, su costo es ideal para usar como cubierta especialmente
en paises con dificultades econdmicas (Haberal, 1982).

4, MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

Se efectud la compra de los reactivos y otros materiales y equipo necesarios para efectuar el
procesamiento de placenta para la obtencién de membrana amnidtica como apoésito bioldgico.

B. DOCUMENTOS

Se elaboraron los documentos necesarios para el control del proceso de donacion y analisis
microbioldgico de muestras. La lista de los documentos realizados se muestra a continuacion:

Criterios de seleccion de donantes

Criterios de exclusion de donantes

- Excepciones a los criterios

Lista de andlisis de enfermedades infecto-contagiosas por realizar

C. FORMULARIOS

Se elaboraron los siguientes formularios para el control del procesamiento de la membrana
amnidtica desde la obtencion de la placenta hasta la liberacion de la membrana amnidtica lista para
ser utilizada:

- Formulario de Consentimiento Informado
- Formulario de Extraccién de Placenta

- Formulario de Solicitud de MA

- Formulario de Liberacién de MA

- Registro de MA Liberada

D. PLANTILLAS
Se establecié el formato de las siguientes plantillas de identificacion y registro:
- Plantilla de Identificacion de Placenta

- Plantilla de Identificacion del Recipiente de Transporte
- Plantilla de Identificacion de las Muestras Control

E. PROTOCOLOS

Se establecio6 el Protocolo de procesamiento de MA mediante la estipulacion de los procedimientos
de recoleccién, manipulacién, congelacion, almacenamiento y liberacidn de la misma.




5. RESULTADOS Y DISCUSION
A. MATERIALES

Se cuenta con un stock de los siguientes reactivos, equipo y otros materiales, los cuales fueron
empacados y esterilizados para asegurar un adecuado control de la asepsia: 3 galones de hipoclorito
de sodio, 500g de medio PDA, 500g de medio RT, 9 unidades de albumina bovina de 5ml, 9
unidades de suero fisiologico de 500ml y 500ml de Glicerol. Ademas, el Laboratorio de Cultivo de
Piel Humana ahora cuenta con 1 probeta de vidrio de 500ml, 1 probeta de vidrio de 100ml, 1
probeta de vidrio de 50ml, 2 pipetas de 1ml, 2 pipetas de 2ml, 3 pipetas de 10ml, 2 pipetas de 25ml,
1 Juego de diseccién, 3 bandejas de acero inoxidable de 31x21x5cm, 1 caja de hojas para bisturi
#10, 1 caja de hojas para bisturi #22, 1 tijera de diseccién de punta fina y 1 selladora de mesa 12 de
pulgadas. También, dentro de los suministros adquiridos se encuentran 3 cajas con 100U de guantes
de latex talla XS, 20 campos estériles para cirugia de 75x75cm, 10 batas descartables para cirujano
y 3 paquetes de bolsas pléasticas estériles.

B. DOCUMENTOS
Criterios generales para la seleccion:

Se recomienda que sean donantes con embarazo controlado y cesarea electiva que cumplan con las
pruebas pertinentes de analisis de enfermedades infectocontagiosas. La edad de la donante abarca el
periodo fértil de la mujer mayor de edad. Siempre que haya posibilidad de un embarazo hay
posibilidad de recoger membrana amnidtica.

Criterios especificos de exclusion:

Se consideran criterios excluyentes de la donacion los siguientes:
- Embarazo no controlado.
- Historia obstétrica con alteraciones.
- Presencia de sintomas de infeccion en el neonato.
- Fiebre materna superior a 38° C
- Gestacion inferior a 34 semanas.
- Bolsa rota mas de doce horas antes del parto.
- Duracion del parto superior a 24 horas.
- Presencia de enfermedades infecciosas que podrian estar presentes en la placenta.
- La historia familiar indica enfermedades genéticas que podrian estar presentes en el bebé
pero que actualmente no hay pruebas que la diagnostiquen.
- Si el embarazo fue el resultado de un 6vulo donado.
- Si la familia tiene una orden de recoleccidn previa con un banco de células privado.

Excepciones a los criterios:

Cualquier excepcion a los criterios predefinidos debera ser registrada por el responsable de la
seleccion a nivel hospitalario y validada por el encargado del proyecto en el Laboratorio.

Pruebas infectocontagiosas:

Cada donante sera sometida a las pruebas pertinentes, para minimizar el riesgo de enfermedades
infecciosas transmisibles, mediante la realizacién de controles analiticos. Las pruebas requeridas
son: Tipeo A, B, O y Rh; Enfermedades infecciosas: HIV 1, HTLV 1-2, HCV, HBV (anti- HBC),
HBsAg, TPHA, ALT, GPT y CMV; y después de seis meses del nacimiento del nifio debe repetirse
la prueba de HIV. Ademas, es necesario realizar cultivos microbiol6gicos y fungicos del propio
tejido, asi como de las soluciones de: transporte, criopreservacion y descongelacion.



C. FORMULARIOS

Previo a la obtencién del tejido, se debe completar el Formulario de consentimiento informado
(apéndice 1). La recoleccién de la placenta se efectuara por el personal calificado en el area de
partos, lo méas pronto posible, después del alumbramiento. Para ello es necesario completar el
Formulario de extraccién de placenta, que incluye tanto la descripcién del procedimiento como las
posibles incidencias que hayan podido presentarse (apéndice 2).

Una vez que la membrana haya sido procesada y que se haya comprobado el resultado negativo de
los examenes microbioldgicos realizados se debe completar el Formulario de liberacién de
membrana amnidtica (apéndice 6), pues Unicamente el material liberado podra utilizarse en un
futuro para el tratamiento de pacientes. Se debe anotar cada muestra en el Registro de membrana
amnidtica liberada (apéndice 7).

Las unidades de membrana amnidtica seran solicitadas por los responsables de su utilizacién en el
centro hospitalario correspondiente mediante peticién oficial al laboratorio al completar el
Formulario de solicitud de membrana amnidtica (apéndice 8).

D. PLANTILLAS

Se planted la identificacion de la placenta y las muestras control con un método que asegure la
claridad en la localizacion y seguridad de la donacion, asi como su trazabilidad. Para ello se
adjuntan la plantilla de identificacion de placenta (apéndice 3), la plantilla de identificacién del
recipiente de transporte (apéndice 4) y la plantilla de identificacion de las muestras control
(apéndice 5).

E. PROTOCOLOS

Preparacion para la colecta de placenta

Preparar solucion de transporte utilizando para ello 0.25ml de estreptomicina resuspendida en 5ml
de suero fisioldgico; 0.8ml de 1000000U de penicilina resuspendida en 10ml de suero fisiol6gico;
2.5ml de 80g de gentamicina resuspendida en 3ml de suero fisiolégico y 0.5ml de anfotericina
llevada a 10ml con suero glucosado (figura 1). Llevar a 10ml con suero fisioldgico (NaCl 0.9%).
Alicuotar la solucion en envases de recoleccion previamente esterilizados y etiquetados. Almacenar
a 0°C y/o enviar al hospital y mantener congelada.

Figura 1. Preparacién de medio para la colecta de la placenta

Colecta de la placenta

Verificar los resultados de las pruebas de enfermedades infecciosas realizadas a la donadora.
Completar la Ficha de Extraccién del Tejido, el Documento de identificacién del Tejido y la
etiqueta del recipiente de transporte. Descongelar la solucion de transporte y mantener en
refrigeracion hasta su uso. Realizar un control anatomo-patolégico y colectar la placenta
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rapidamente después del alumbramiento. Finalmente colocar la placenta asépticamente en el envase
de recoleccion.

Mantenimiento y envio de placenta

Mantener el envase de recoleccion en refrigeracion hasta que la placenta esté lista para transportarse
al Laboratorio. Mantener el envase de recoleccion entre 2 y 8°C (la temperatura no debe ser
superior a 8°C), durante un periodo de tiempo no superior a 72 horas previo a su procesamiento.

Lavado de placenta

En camara de flujo y con guantes estériles sacar la sangre de la placenta y colocar en una bandeja
estéril. Realizar tres lavados con NaClO 0.25%, agitando muy bien, para eliminar los restos de la
solucion de transporte y limpiar bien de sangre y moco (figura 2).

Figura 2. Lavado de la placenta

Descartar el NaClO. Colocar de nuevo la membrana en la bandeja y limpiarla bien con gasa. Hacer
una diseccion cuidadosa para separar el amnios y el corion. Retirar con pinzas y bisturi los coagulos
y desechar el resto decidual. Lavar la membrana amnidtica 3 veces con NaClO 0.25%. Lavar con
suero fisioldgico para remover la solucion utilizada. Repetir 3 veces hasta obtener una membrana
translicida y limpia (figura 3).

Figura 3. Lavado de la membrana amni6tica
Colocar la MA en una Solucién antibidtica con 50mg/ml de estreptomicina, 100mg/ml de

neomicina, 50mg/ml de penicilina y 2.5mg/ml de anfotericina B (figura 4). Tomar muestras de
tejido, de la solucion de transporte y de los medios utilizados para control microbiolégico.

10
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Figura 4. Membrana amni6tica en solucidn antibiética

Procesamiento y manipulacién de MA

Forrar toda la cAmara de flujo con tela de cirugia previamente esterilizada. Pasar la membrana a un
recipiente estéril y realizar 3 lavados con solucion fisiologica, agitando bien. Descartar y repetir 3
veces mas. Colocar la membrana en un recipiente estéril con Solucion de criopreservacion recién
preparada (RPMI 1640 + 8ml albumina + 30ml de glicerol + RPMI hasta 300ml) 6 (solucion de
DMEM vy glicerol al 50%) durante 15 min. Colocar sobre el campo la membrana estromal (cara
rugosa). Dejar siempre la membrana basal del corion (cara brillante) hacia arriba. Estirar bien los
bordes con pinzas (figura 5).

Figura 5. Colocacion de la membrana amni6tica sobre tela de cirugia estéril

Delimitar con regla estéril cortar con tijeras estériles cuadros de diferentes medidas segun la
indicacién clinica a la que se destina: para quemaduras utilizar MA entera o en secciones de
10x10cm o 8x8cm, en oftalmologia y en cirugia plastica de 4x4cm (figura 6).

1

£ : r
Figura 6. Secciones de membrana amnidtica de 8x8cm.
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Doblar las secciones cortadas con la cara brillante hacia arriba y colocar en bolsa estéril con
Solucion de criopreservacion. Asegurarse de sacar todo el aire y de empapar bien la tela (figura 7).
Sellar la bolsa dentro de la camara. Colocar en otra bolsa estéril, sellar, etiquetar y sellar
nuevamente. Tomar muestras de tejido y de los medios utilizados para control bacterioldgico y
fangico.

Figura 7. Secciones de membrana amniética en medio de congelacion

Congelacion, almacenamiento y liberacion de MA

Una vez que las bolsas estan limpias, selladas e identificadas, almacenar a -70° C (figura 8). Colocar
las bolsas de forma horizontal, no apiladas, durante el tiempo necesario para su total congelacion en
el area de cuarentena, hasta obtener los resultados de las pruebas microbioldgicas.

. EEENA N
Figura 8. Sellado de las secciones de membrana amniotica

Una vez comprobado el resultado negativo de los exdamenes microbiolégicos realizados completar
el “Formulario de liberacién de MA”. Ordenar las bolsas de forma vertical en el area del congelador
asignada para material liberado (Unicamente el material liberado podra utilizarse en un futuro para
el tratamiento de pacientes). Anotar en el “Registro de MA liberada” cada muestra que sea liberada.
En congeladores a temperaturas aproximadas a los —70° C, la MA se puede conservar por un
periodo maximo de 5 afios.

Descripcion del envio y la descongelacion de MA

Los responsables del uso de MA en el centro hospitalario deben completar el “Formulario de
solicitud de MA” para realizar su peticion oficial al Laboratorio. Retirar del congelador unicamente
el material liberado que cumpla con las especificaciones solicitadas. Realizar el transporte a
quir6fano conservando el tejido a 4° C, en una hielera con hielo picado. Descongelar las bolsas en
bafio de agua a una temperatura de 37°C. Con técnica aséptica extraer la membrana de la bolsa y
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realizar sucesivos lavados con solucién salina estéril, hasta que la salida de la solucion de lavado
sea transparente. Dejar transcurrir 5 minutos entre un lavado y otro. Resuspender la membrana en
solucion salina. Aplicar sobre la lesion. Tomar una muestra de la solucion de cada bolsa para
control microbioldgico.

Nota: Todos los documentos, formularios, plantillas y protocolos presentados en este proyecto de
investigacién estudiantil deben someterse a la evaluacidn por parte del Comité de Bioética en
investigacion de la Caja Costarricense de Seguro Social y ser aprobados antes de efectuar su
aplicacion a cualquier paciente.

6. IMPACTO LOGRADO

El presente proyecto de investigacién estudiantil tuvo como finalidad contribuir con el
establecimiento de un protocolo sobre el procesamiento de membrana amniética a utilizar como
aposito para el tratamiento de quemaduras y otras patologias. De esta manera, se logré estandarizar
los procedimientos de extraccidn, transporte, procesamiento, almacenamiento y liberacion y
distribucion de membrana amniotica, a utilizar por el Laboratorio de Cultivo de Piel Humana del
Centro de Investigacion en Biotecnologia del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica; asi como
establecer la documentacion necesaria para propiciar un adecuado control y ejecucion de los
mismos.

Considero que la importancia de realizar una investigacion radica en que los conocimientos
derivados de la misma puedan aplicarse y ser divulgados, con el fin de que la sociedad se vea
favorecida en alguna medida con los resultados obtenidos. Es por esta razdn que la idea de iniciar
con este proyecto de investigacion estudiantil ha sido desde su inicio implementar una nueva
metodologia en nuestro pais que pueda seguir utilizandose para procesar placentas donadas que
luego se utilicen en pacientes con padecimientos que ameriten su uso.

7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

- Gracias al desarrollo de este proyecto el Laboratorio de Cultivo de Piel Humana cuenta con
la documentacidn relativa a los criterios de seleccion y exclusion de donantes de placenta,
asi como la lista de las pruebas infectocontagiosas a las que se debe someter cada donante,
lo que permite tener un control de cada placenta donada.

- Se han completado también los formularios necesarios para la obtencion del consentimiento
informado, la extraccion de la placenta, la liberacion de la membrana amnidtica, el registro
de la membrana liberada y la futura solicitud de este apdsito por los centros hospitalarios.

- Seefectud la identificacidn a seguir de la placenta, el recipiente de transporte y las muestras
control de manera que se asegure la claridad en la localizacion y seguridad de la donacion.

- El Laboratorio de Cultivo de Piel Humana cuenta actualmente con los protocolos adecuados
para efectuar la colecta, mantenimiento, envio, lavado, procesamiento y manipulacion,
congelacion, almacenamiento y liberacion de la placenta o membrana amnidtica segln
corresponda.
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- Se recomienda continuar con la ejecucion y el procesamiento de la membrana amniotica, y
con los trdmites necesarios en el CENDEISSS para que sea posible utilizar la membrana
amniotica como apdsito bioldgico para el tratamiento de diversas patologia en los centros
hospitalarios pertenecientes a la Caja Costarricense de Seguro Social.

8. APORTES Y ALCANCES

Debido a que este es el primer proyecto estudiantil realizado en el area de salud humana en
Biotecnologia, ha contribuido con la apertura de un nuevo campo para la investigacion de
estudiantes en areas tan novedosas como el manejo de células y tejidos humanos.

La generacion de los nuevos conocimientos relacionados con este proyecto de investigacion, tanto
tedricos como practicos, proporcionardn una base para el desarrollo de proyectos e investigaciones
afines, lo que también ayudara a fortalecer el desarrollo de nuevas lineas de investigacion adscritas
al Centro de Investigacion en Biotecnologia.

Este proyecto estudiantil beneficia el area de salud humana dentro del &mbito institucional, ya que
refuerza la iniciativa de desarrollar un area de investigacion y extension de proyectos enfocados en
el uso de células o tejidos humanos para producir bienes o servicios.

Si se presenta esta propuesta ante CENDEISSS y la misma es aprobada, los hospitales de la Caja
Costarricense de Seguro Social tendran la posibilidad de contar con un nuevo material como apdsito
bioldgico para el tratamiento de quemaduras y otras patologias, que favorecerd la recuperacion de
los pacientes e incidira en una disminucion de los gastos hospitalarios, entre otros.
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10. APENDICES

Apéndice 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO: DONACION DE PLACENTA

La placenta puede ser donada Unicamente por la madre que firme un consentimiento informado, si
ella dice que no, el corddn y la placenta deben ser desechados. Ademas la madre debe ser elegible a
través de una serie de disposiciones previamente estipuladas en el documento.

El consentimiento informado se debe obtener al menos 7 dias antes del nacimiento del infante. El
mismo nunca debe ser obtenido mientras la madre se encuentre en la actividad de labor de parto.

La firma del formulario se hard en presencia de un testigo, segln lo estipulado en el Reglamento
para la Cooperacion técnica Clinica en los Servicios Asistenciales de la Caja Costarricense de
Seguro Social.

Este consentimiento informado debe ser discutido con la madre en un lenguaje en el que ella se
sienta confortable (de preferencia su lengua natal) y se le deben explicar los aspectos béasicos de la
donacion que deben incluir:

- Una explicacién completa sobre el proceso.

- El propésito de la donacion.

- Los posibles riesgos, beneficios y alternativas de la donacion placenta, incluyendo los
procesos médicos y éticos.

- El derecho de la madre a rehusarse.

- La aclaracién de que si la donacidn es para un transplante alogénico, la misma estaria
disponible para cualquier individuo y no necesariamente para el donador o la familia del
donador.

- Laaclaracion de si la donacién tiene el objetivo de ser usada en un transplante alogénico o
en un transplante autélogo, esta unidad se entregara especificamente a la familia del
donador o al donador.

- Laimportancia de conocer la historia médica de la madre y el infante.

- La necesidad de recolectar sangre para realizarle a la madre estudios de enfermedades
infecciosas y genéticas.

- Se guarda una alicuota como un suero testigo a futuro.

- El asegurar a la donante que se mantendra contacto con el propésito de notificar al donante
o la familia sobre las enfermedades infecciosas o genéticas.

- La notificacion de que las pruebas realizadas al donante o su familia deben de ser
confidenciales.

En todos los puntos anteriores la madre debe estar de acuerdo y firmar.
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1. Introduccién

Si usted desea donar su placenta la siguiente informacion es de gran ayuda. Por favor lea con
cuidado y cualquier pregunta puede hacérsela al personal del Programa de Donacion de Placenta.
Usted puede aclarar todas sus dudas antes de tomar la decisién de participar en la donacion.

2. Proposito del proyecto

El propdsito de esta donacion es proveer de un nuevo material para el tratamiento de aquellos
pacientes que sufren de quemaduras 0 se someten a operaciones oftalmoldgicas. Esto es debido a
que de la placenta se extrae la membrana amniotica, que al colocarse sobre la superficie de una
herida produce una disminucion de la inflamacion y la hidratacion de la misma, ademas, con un
manejo apropiado, el rango de curacion es excelente y el dolor manifestado por el paciente se
reduce gradualmente.

La placenta que queda después del nacimiento es normalmente descartada. La recoleccién de la
placenta no afecta en nada el proceso del nacimiento, asi que no debe preocuparse ni por usted ni
por su bebé.

3. Descripcion del proyecto

Para participar usted debe de estar de acuerdo en los siguientes puntos.

Se utilizard la placenta para quién lo necesite.

Se hard una revisidn de su registro médico y del de su bebé.

Se le realizaran preguntas sobre su embarazo y su historia médica y social.

Se recolectaran dos tubos de sangre para realizar algunas pruebas para descartar
enfermedades transmitidas por la sangre.

5. Se tomaréd una muestra de saliva del bebé recién nacido (***)

AW

Su expediente médico sera revisado por el personal del Programa de Donacién de Placenta. Esto
nos ayudara a entender posibles complicaciones que puedan presentarse.

Nombre de la madre Firma Fecha

Algunas preguntas estan relacionadas con la familia o enfermedades inherentes que pueden afectar
la donacion de los tejidos de la placenta. Otras son preguntas de rutina que se le realizan a cualquier
donante voluntario de sangre y que nos pueden ayudar a determinar si hay alguna enfermedad que
usted presente que afecte a la sangre. El personal del Programa de Donacién de Placenta va a
realizar estas preguntas en forma privada y absolutamente confidencial.

El personal del Programa de Donacién de Placenta o el personal de enfermeria tomara ademas una
muestra de saliva de su bebé. La toma de la muestra se realizard con un hisopo con algodén. La
saliva es para realizar la prueba del Citomegalovirus (CMV) que aunque es poco comdn en los
recién nacidos si esta presente puede causarle la enfermedad al paciente trasplantado.
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A su sangre y a la de su bebé se le van a realizar una serie de pruebas para descartar enfermedades
que puedan ser transmitidas por la placenta. Ademas se va a realizar una prueba de
histocompatibilidad con un marcador llamado HLA (Antigeno Leucocitario Humano) que es
necesario para realizar la prueba entre el donante y el receptor y determinar si son compatibles.

Las enfermedades infecciosas para las cuales se le van a realizar pruebas a su sangre y a la de su
bebé son las siguientes:

HBsAg: Es indicador de una infeccion producida por el virus de la hepatitis B. La infeccion por
este virus afecta el higado y causa hepatitis, ictericia.

Anti-HCV: Anticuerpo para el virus de la hepatitis C indicador de infeccion con virus que infectan
el higado causan hepatitis, ictericia y enfermedades hepaticas.

Anti-HIV 1y 2: Anticuerpo del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), que es marcador de
la infeccion del Sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

Anti-HTLV 1 y 2: Anticuerpo del virus linfotrépico T Humano. Marcador de un virus que puede
causar un tipo leucemia o paralisis.

TPHA: Serologia por sifilis, que es una prueba para determinar una infeccién pasada o reciente de
sifilis.

CMV: Si la prueba de saliva de su bebé es positiva, indica infeccién con Citomegalovirus. Este
virus puede causar pérdida auditiva, y si ocurre en el inicio del embarazo, puede causar dafio
cerebral.

Nombre de la madre Firma Fecha

Los resultados de las pruebas se le comunicardn en tres semanas. Los resultados de las pruebas
pueden indicar que la placenta no se puede utilizar para un trasplante pero si para investigacion,
validacion o control de calidad o si definitivamente se debe descartar.

Cualquier hallazgo de una enfermedades que pueda ser transmitida por la sangre puede ser muy
importante para la salud de su hijo, por lo que el personal del Programa le estaria informando de ese
hallazgo.

Si usted no desea ser informado de los resultados de las pruebas no podra ser elegible para
participar en el Programa.

4. Potenciales Beneficios

Usted obtiene el beneficio directo de conocer mas sobre las posibles enfermedades que pueden
transmitirse por la sangre de su bebé, y en caso de necesitarlo, tener un tratamiento oportuno.

Un beneficio indirecto es que mediante este programa otras personas que sufran quemaduras seran
tratadas y podran regenerar el tejido de la piel por medio de la utilizacion de la membrana
amniotica.

5. Potenciales Riesgos

No hay riesgos para quienes participan en el Programa. La cantidad de sangre que se toma para las
pruebas es muy poca cantidad y no va afectar en nada su salud.
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Cualquier pregunta que usted tenga se la puede hacer al personal del Programa. Siéntase en libertad
de preguntar sin sentir vergienza alguna.

Nombre de la madre Firma Fecha

6. Confidencialidad

Toda la informacién recolectada es confidencial y s6lo tendra acceso el personal del Programa
proyecto, y si fuera necesario dar informacion seria solamente por medio de la orden de un juez.

8. Contactos para preguntas
Si usted tiene alguna pregunta relacionada con el programa usted puede llamar al Dr.

Si usted tiene alguna pregunta relacionada con el proyecto usted puede llamar al Dr.

al siguiente namero . Si usted considera que ha habido alguna injusticia relacionada
con su participacion en el proyecto usted puede llamar al Dr. al siguiente namero

. Para preguntas relacionas con sus derechos por participar en el proyecto usted
puede llamar a Dr.

Una copia del consentimiento informado se le va a entregar a usted y el original quedaré en custodia
del Programa.

Nombre de la madre Firma Fecha
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO: DONACION DE PLACENTA

Yo lei la informacién anterior sobre el Programa de Donacion de Placenta y tengo claro todos los
riesgos y beneficios discutidos en la informacion anterior. Ademas el personal de este programa ha
respondido a todas mis preguntas en forma satisfactoria. Yo estoy segura de que el personal del
Programa va a responder cualquier pregunta que en el futuro me pueda surgir.

Estoy de acuerdo en participar en el proyecto de Programa de Donacién de Placenta

Nombre de la madre Firma Fecha
Nombre de representante del Firma Fecha
Programa

Si la madre no quiere donar la placenta, esta puede ser descartada o utilizada para investigacion. Si
se utiliza para investigacion, esta no se identifica, se mantiene en el anonimato y la madre no tiene
responsabilidad alguna.

Si la placenta es descartada o puede ser utilizada para investigacion, se debe enviar este
consentimiento no firmado al personal del Programa de Donacion de Placenta.

Nombre de la madre Firma Fecha

Caodigo de identificacion de Placenta:
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Nombre de la madre:

1. Tiene algun familiar del bebé en primero y segundo grado de consanguinidad alguna enfemZledad
hematoldgica (malignidad hematoldgica o dafio en la médula dsea. Por ejemplo padres del bebé,
abuelos y hermanos.

( )NO ()slI Quién? Enfermedad:

2. ¢Tiene usted alguna enfermedad crénica como Diabetes mellitus insulina dependiente,
enfermedades endocrinas, enfermedades neurdgenicas, enfermedades autoinmunes? ;O usted tiene
alguna otra enferme ahora o alguien de su familia?

( )NO ()slI Quién? Enfermedad:

3. Hay alguna persona relaciona en el tercer grado de consaguinidad con el bebé que tenga alguno
de los siguientes desordenes?

( )NO ()Sl Quién? Enfermedad:

e Desordenes de los Glébulos rojos: Drepanocitosis, talasemia, anemia de Fanconi,
anormalidades de enzimas de glébulos rojos como deficiencia de G6PD, ovalocitos,
sherocytosis, Porfirioa, sindrome de Diamond- Blackfan.

e Anormalidades de los leucocitos / Inmunodeficiencias: SCID (Inmunodeficiencia severa
combinada), agamaglobinemia, Sindrome de Wiskott- Aldrichs, Sindrome de Nezelof,
Deficiencia de adenosina desaminasa (ADA), Deficiencia de fosforilaza (PNP), sindrome
de DiGeorges, ataxia telangiectasia.

e Anormalidades de las plaquetas: Glanzmann thrombasthenia, sindrome BemardSoulier,
trombocitopenia hederitaria, platelet storage pool.

e Enfermedades metabdlicas: Enfermedad de Tay- Sach, enfermedad de Gaucher,
enfermedad de Niemann- Pick, enfermedad de Huder, enfermedad de Hunter, Sindrome
Lesch-Nyhan, enfermedad de Sanfilippo y leucodistrofia.

e Otras: Desordenes hereditarios, Sindrome de Alpont, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob.

4. ;Ha tenido alguna enfermedad en los ultimos dos afios seria que haya ( ) NO ()SslI
requerido de algun procedimiento quirtrgico?

5. ¢Ingiere algun tipo de medicamento? ()NO ()SslI
6. Ha estado expuesta a substancias toxicas? Por ejemplo plomo, pesticidas ( ) NO ()SslI
etc.

7. ¢ Tiene historial de enfermedades del corazon? ( )NO ()slI
8. ¢ Ha recibido transfusiones o productos de la sangre? ( )NO (

9. ¢Alguna vez ha sido rechazado temporal o en forma definitiva para una ( ) NO (

donacién de sangre?

10. ¢Ha recibido un transplante de érgano o tejido? Por ejemplo: Hueso, ( )NO ()slI

cornea, corazon, rifién etc.

11. En los Gltimos doce meses se ha puesta tatuajes, perforaciones en alguna () NO () sl

parte del cuerpo, acupuntura o punzado con una aguja accidentalmente.

12. ; Tiene enfermedades renales por ejemplo piedras en el rifion o infecciones () NO () sl

frecuentes? ;Alguna vez ha sido tratada con dialisis?



13. ¢ Tiene problemas digestivos o intestinales? Alguna vez ha tenido sangre () NO
en las heces, cancer intestinal. ;Le han practicado alguna cirugia intestinal?
14. Tiene asma o enfernledades del pulmdn. Ha tenido tuberculosis o0 ha sido () NO
tratada para ello.
15. ¢Se le ha diagnosticado cancer? ¢;Qué tipo? ¢Ha recibido tratamiento? ( )NO
16. ¢ Ha consumido algun tipo de droga? ( )NO
17. ¢ Ha sido diagnosticada con algun tipo de enfermedad neurol6gica? ( )NO
18. ¢Tiene historial de artritis, enfermedad de los huesos o articulaciones? ( ) NO
¢ Historial de quebraduras frecuentes?
19. ;Tiene historial de infecciones de la piel tales como lepra, eczema, ( )NO
dermatitis, piel inflamada o abrasiones?
20. En los ultimos 12 meses. ¢(Ha tenido o ha sido tratada por alguna ( ) NO
enfermedad sexualmente transmitida tales como sifilis, gonorrea, herpes,
clamidia, tricomonas?
21. ¢Ha sentido recientemente debilidad inexplicable, fatiga o sintomas de ( ) NO
resfriado tales como tos, falta de respiracion, inflamacion de nddulos
linfaticos, nauseas, vomito, diarrea persistente, sudores nocturnos o fiebre?
¢Ha tenido moretes en la piel?
22. i Ha tenido la prueba de HIV positiva? ( )NO
23. ¢Ha tenido sexo con un hombre que podria haber tenido sexo con otro () NO
hombre en los ultimos 5 afios?
24. (En los altimos 5 afios se ha inyectado drogas en las venas, masculoso () NO
debajo de la piel para usos no médicos?
25. ¢Ha recibido concentrados de derivados humanos del factor de la () NO
coagulacion para tratar la hemofilia o algiin desorden relacionado?
26. ¢Ha tenido sexo a cambio de dinero o drogas en los Gltimos 5 afios? ()NO
27. ¢ Ha estado expuesta en forma accidental a sangre infectada con Hepatitiso () NO
HIV? Por ejemplo a través de contacto con una herida abierta, piel no intacta,
0 membrana mucosa en los Gltimos 12 meses.
28. ¢Ha tenido sexo con personas diagnosticadas de Hepatitis 0 HIV en los () NO
altimos 12 meses?
29. ¢ Ha tenido encefalitis 0 meningitis de etiologia viral o desconocida? ( )NO
30. ¢Ha recibido un producto de xenotransplante o ha tenido contacto intimo () NO
con un receptor de un producto de xenotransplante?
31. ¢Ha recibido recientemente vacuna para la varicela o adquirido una ( ) NO
infeccion viral por contacto con alguien quien haya recibido la vacuna de la
varicela?
32. ¢Ha tenido o ha estado en riesgo de contraer malaria 0 ha tomado ( ) NO
medicamentos contra la malaria?
33. ¢Ha tenido cualquier infeccion activa o historial de enfermedades ( ) NO
incluyendo: Infecciones bacterianas o por hongos, septicemia, enfermedad
viral, rabia, enfermedad de origen desconocido, enfermedades autoinmunes?
34. ¢Ha sido mordida por algun animal que se sospecha tiene rabia en los () NO
altimos 6 meses?
35. ¢ Hay factores de riesgo que le harian pensar que la donacion de sangrede () NO
cordon y el amnios no deberia continuar?

Nombre del recolector Firma Fecha

()sl
()sl

()sl
()sl
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Apéndice 2. FORMULARIO DE EXTRACCION DE PLACENTA

DESCRIPCION DE LOSPROCEDIMIENTOS

Preparacién para la
recolecta de la placenta:

Verificar disponibilidad de envases de recoleccion con solucion de
transporte almacenados a 0°C.

Recoleccion de la placenta:

Verificar los resultados de las pruebas de enfermedades infecciosas
realizadas a la donadora.

Completar la presente formulario, la Plantilla de identificacién de
placenta y la etiqueta del recipiente de transporte.

Descongelar la solucion de transporte y mantener en refrigeracion
hasta su uso.

Realizar un control anatomo-patoldgico, anotar cualquier anomalia
encontrada.

Colectar la placenta rapidamente después del alumbramiento y
colocar asépticamente en el envase de recoleccion.

Mantenimiento y envio de
la placenta:

Mantener el envase de recoleccion en refrigeracion hasta que la
placenta esté lista para transportarse al Laboratorio de Cultivo de
Piel Humana (ITCR).

Mantener entre 2 y 8°C (nunca a mas de 8°C), durante un periodo
de tiempo no superior a 72 horas previo a su procesamiento.

INCIDENCIAS PRESENTADAS

Caddigo de ID de placenta:

Anormalidades:

Observaciones:

Nombre médico colector Firma Fecha

23




Apéndice 3. PLANTILLA DE IDENTIFICACION DE PLACENTA

Nombre y apellidos:

Cédula:

Fecha de nacimiento:

Edad:

Domicilio:

Grupo y factor:

Lugar y fecha del parto:

Nombre y apellidos:

Cadigo profesional:

Domicilio:

Teléfono:

Observaciones:

Cadigo de ID de placenta:

Denominacion:

() Pablico

() Privado () Otro

Domicilio:

Teléfono:

Director establecimiento:

Jefe de Servicio:

Observaciones:




Apéndice 4. PLANTILLA DE IDENTIFICACION DEL RECIPIENTE DE TRANSPORTE

Cadigo de ID de placenta:

Nombre de la donante:

Centro Hospitalario:

Fechay hora del parto:

Nombre del responsable:
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Apéndice 5. PLANTILLA DE IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS CONTROL

Cadigo de ID de placenta:

Nombre de la donante:

Centro Hospitalario:

Fechay hora del parto:

Nombre del responsable:

Fecha

Resultado

Fecha

Resultado

Aerobios

Anaerobios

HIV |

HTLV Iyl

HCV (anti-VCH)

HBYV (anti- HBC)

HbsAg

CMV IgM

CMV IgG

Chagas

TPHA

VDRL

GPT

ALT

Cultivos micoldgicos

Observaciones:

Responsable:




Apéndice 6. FORMULARIO DE LIBERACION DE MEMBRANA AMNIOTICA

Fecha de procesamiento:

Cadigo de ID de placenta:

Tamano:

Solucién utilizada:

Temperatura:

Fecha de liberacién:

Responsable:




Apéndice 7. REGISTRO DE MEMBRANA AMNIOTICA LIBERADA

INFORMACION DE LIBERACION INFORMACION DE LA PLACENTA

Fecha liberacion Responsable Fecha procesamiento Cédigo de ID Tamafo
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Apéndice 8. FORMULARIO DE SOLICITUD DE MEMBRANA AMNIOTICA

Fecha:

Centro Hospitalario:

Servicio:

Jefe de Servicio:

Nombre y apellidos:

Cddigo profesional:

Teléfono:

Tamaiio:

Proposito de uso:

Nombre médico solicitante Firma Fecha
** Enviar el formulario de solicitud al fax del Centro de Investigacion en
Biotecnologia del ITCR o al correo electrénico . Por favor confirmar la recepcién

del mismo con el encargado del Laboratorio de Cultivo de Piel Humana al teléfono
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