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RESUMEN

Durante los ultimos, investigadores del Centro de Investigacion en Biotecnologia
(CIB, ITCR) y personal médico de la CCSS, han colaborado para el desarrollo de
tratamientos terapéuticos innovadores para mejorar la calidad de vida de
pacientes con afecciones epidérmicas. A la fecha, no existe un tratamiento de
reepitelizacion efectiva en Costa Rica. Alternativamente, el cultivo de células
epidérmicas para el tratamiento de afecciones de la piel se realiza con éxito en
otros paises. Este procedimiento implica el cultivo in vitro de fibroblastos y
queratinocitos humanos, donde las células obtenidas y amplificadas se re-injertan
al paciente para tratar la zona afectada, posibilitando una recuperacién mas rapida
y efectiva, lo que incidiria en mejorar su calidad de vida y en la disminucién de
costos hospitalarios.

Mediante esta estrategia, se ha iniciado en el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos
del CIB del ITCR el establecimiento de protocolos de cultivo de fibroblastos y
queratinocitos humanos. Los protocolos de irradiacion, criopreservacion y
descongelamiento han sido parcialmente implementados utilizando fibroblastos
humanos y murinos. Sin embargo, no se han tratado pacientes con el material
cultivado, pues se esta a la espera de la aprobacién del Comité de Bioética del
CENDEISSS. No obstante, los protocolos de cultivo celular han sido adaptados a
nuestro medio mediante los resultados de visitas cientificas y capacitaciones.

Gracias a estas experiencias, el ITCR ha establecido funcional y fisicamente dos
Laboratorios de Ingenieria de Tejidos, que lo posesionan como pionero en el

cultivo in vitro de células epidérmicas con fines terapéuticos en Centro América y
el Caribe.

PALABRAS CLAVE

Fibroblastos, Queratinocitos, Feeder-layer, Irradiacion sub-letal, Criopreservacion.



1. INTRODUCCION

1.1. Cultivo Celular

El cultivo celular se puede definir como un procedimiento tecnolégico de
mantenimiento y estudio de células vivas en un medio artificial que procura
reproducir las condiciones biolégicas en las que las células se desarrollan en su
lugar de origen (Cofan y Fernandez, 1992) El objetivo del cultivo de tejidos es el
mantenimiento de células individuales viables (cultivo de células) o de una unidad
funcional de células (cultivo de 6rgano) afuera de su organismo multicelular normal
(Martin, 1994).

Los cultivos celulares se pueden clasificar en diversas categorias. Segun su
estructura se puede tratar de cultivo de o6rgano, cultivo de tejido o cultivo de
células. En los primeros dos casos, se mantiene la estructura y funcioén del 6rgano
entero o de una parte del mismo sin disociar sus células, tratdndose asi de una
poblacion heterogénea de células. En el tercer caso, se logra la supervivencia de
células independientes capaces de dividirse y mantener sus funciones in vitro, se
denomina también cultivo en monocapa o0 suspension. Segun su capacidad de
mantenimiento en cultivo las células pueden ser terminales (sin capacidad de
division celular) tal como las neuronas, poseer la capacidad de mantenerse en
forma mas prolongada en medio de cultivo como los fibroblastos, o constituir
lineas celulares las cuales pueden mantenerse indefinidamente en medio de
cultivo. Ademas, segun su fuente de obtencion, un cultivo puede ser primario Si
procede directamente del organismo vivo, o secundario cuando se obtiene de la
resiembra de otro cultivo (Cofan y Fernandez, 1992).

Dentro de un organismo vivo, las células se encuentran protegidas de patdégenos,
se les suple regularmente nutrientes y oxigeno, se remueven sus desechos y, en
el caso de los mamiferos, se mantienen a temperatura constante y son sostenidas
por el tejido y sistemas del organismo. En el cultivo de células se crea un ambiente
artificial que remplaza estas funciones y condiciones. Para esto se utilizan técnicas
asépticas, reactivos y equipos estériles para reducir la invasion por patégenos; se
provee a las células de un medio de cultivo que es remplazado regularmente,
tanto para proveer los nutrimentos necesarios como para remover los residuos
celulares; ademas, se mantienen las células en un ambiente que mantiene la
temperatura, humedad y nivel de gas apropiados para la sobrevivencia normal de
las mismas (Martin, 1994). Se debe tener en cuenta que existen diferentes tipos
de células, los cuales poseen requerimientos y condiciones de cultivo
especializadas que garanticen su Optimo desarrollo. Esto ha llevado al disefio de
diversos modelos de cultivo celular, como lo son los de células mesenquimatosas,
células neuroepiteliales y parenquimatosas, células hematopoyéticas, células
gonadales, hibridomas, y células tumorales (Davis, 2002).

El cultivo celular posee diversas aplicaciones, por ejemplo, en biologia celular se

pueden utilizar para estudios de potenciales de membranas, influencia hormonal e
interaccién celular; en microbiologia para la deteccion de antigenos y diagnéstico
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temprano de enfermedades infecciosas, obtencion de vacunas; en farmacologia y
toxicologia permiten obviar el modelo animal de estudio y trabajar directamente
sobre células humanas para estudios de toxicidad, modo de accién de los
farmacos, riesgo toxico potencial de una nueva sustancia quimica (Cofan y
Ferndndez, 1992) entre muchas otras aplicaciones. Como se observa el cultivo de
tejidos no solo se limita a las investigaciones en laboratorios, sino que es parte de
nuestra economia, pues es parte de las industrias farmacéutica, alimenticia y
biotecnoldgica (Martin, 1994).

1.2. Antecedentes

El cultivo celular es una técnica relativamente reciente. Harrison y Carrel
describieron entre 1885 y 1900 las primeras técnicas de cultivo de tejidos al
intentar mantener neuronas vivas fuera del organismo y delimitaron asi sus
principales normas de mantenimiento. En 1933, Gey consigui6 el primer cultivo de
células tumorales. Las técnicas de separacion enzimatica de tejido se iniciaron en
1952 cuando Moscona tripsinizé fragmentos de embrion de pollo y consiguio
células aisladas capaces de crecer in vitro sobre placa de cultivo, técnica que,
aunque mejorada, sigue aun usandose en nuestros dias. En los ultimos veinte
afos, y de forma exponencial, han surgido multiples variantes técnicas y campos
potenciales de aplicacion de los cultivos celulares (Cofan y Fernandez, 1992).

Las referencias iniciales para el cultivo de piel hacen alusion al cultivo celular en
forma de explantes celulares. Aunque esta técnica no permitia una proliferacion
epitelial suficiente, se demostré que los cultivos celulares obtenidos eran validos y
transplantables a animales. Posteriormente, el rapido desarrollo de nuevas
técnicas hizo posible realizar los cultivos a partir de células disgregadas,
estableciéndose diversos modelos (Arvelo, 2007).

En el afio 1950, Billingharn logré la separacién enzimética de la epidermis y la
dermis utilizando tripsina sin destruir la viabilidad de las células epiteliales. A
inicios de 1960, Karasek demostr6 que los queratinocitos pueden sobrevivir en
cultivo de tejidos y en 1975 Rheinwald y Green publicaron un trabajo sobre el
crecimiento y la proliferacion de células cutaneas in vitro, a partir del cual lograron
desarrollar un epitelio trasplantable (Brychta et al., 1994).

En la actualidad, el paciente al cual se le realiza un injerto de piel experimenta una
revolucién en el contexto del proceso de cicatrizacién de sus heridas gracias a las
técnicas de ingenieria de tejidos. Se han realizado muchos esfuerzos para
desarrollar “sustitutos de piel” sin necesidad de donantes y que permitan
aumentar la disponibilidad de piel para injertar en caso de emergencias
(quemaduras masivas). Hasta ahora, la compleja estructura de la piel no se ha
podido reconstruir, pero se han producido equivalentes monocapa o multicapa
(técnica de sandwich). La monocapa mas simple es equivalente a una hoja o a
una suspension de queratinocitos autdlogos. Estas capas de queratinocitos
cultivados in vitro permiten hoy en dia que las heridas sanen mucho mas rapido
(Hierner et al., 2005).
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Los queratinocitos autélogos cultivados in vitro han sido utilizados exitosamente
durante mas de 30 afios, aunque se necesitan tres semanas para producir el tejido
de los pacientes. En todo caso, tiene la ventaja de que el tratamiento es mas
exitoso debido a que actua como apdsitos biologicamente activos, interactuando
con las células en el lecho de la herida, promoviendo la liberacion de factores de
crecimiento y otras sustancias que aceleran el proceso de cicatrizacion; ademas,
la reepitelizacion ocurre de una manera mas natural (Hierner et al., 2005; Svensjo
et al., 2001).

El cultivo de queratinocitos ha sido exitoso y se establecid utilizando cocultivos con
células tales como los fibroblastos y en la actualidad se aplica el uso extensivo de
una linea de fibroblastos murinos (células 3T3). Estos fibroblastos, que sirven
como fuente de nutrientes al tiempo que favorecen la sobrevivencia de los
queratinocitos, posibilitan el subcultivo, ya que proveen estimulos biologicos
(factores de crecimiento) que permiten la expansion del tejido celular y promueven
la proliferacion basal asi como la diferenciacion celular (Rheinwald y Green, 1975).
Ademas, al tener presentes tipos celulares proliferativos y diferenciales,
disminuyen la contaminacién por otras células (Barrandon y Green, 1985). Otra
ventaja del uso de esta técnica es que favorece su aplicacion, en el cultivo de
otros epitelios, dado que estos cultivos también son injertables en seres humanos
(Clancy et al., 1988).

Estudios mas recientes han llegado a establecer que los queratinocitos cultivados,
pierden su capacidad antigénica, razén por la cual el posible fendmeno de rechazo
no ocurre. El no rechazo se ha evidenciado por la pérdida casi o total de los
complejos de histocompatibilidad de tipo 1l y I, apoyando la posibilidad de que las
laminas y geles producidos en el laboratorio sean exitosamente aplicadas (Garcia
et al., 2000).

1.3. Planteamiento del Problema y Justificacién

Los pacientes con afecciones de la piel como la epidermolisis bullosa, aplasia
congénita, Ulceras en la piel, asi como pacientes con quemaduras extensas o de
alto riesgo de dejar secuelas, pertenecen a grupos sociales y etareos muy
diversos. La resolucion de sus problemas clinicos requiere de un alto nivel
tecnologico y optimizacién de los tratamientos (Limat et al., 1996).

Otros pacientes con diferentes patologias cutaneas, desde las neoplasias
benignas, hasta los pacientes con lesiones cutaneas malignas y premalignas y
una voluminosa poblacién de pacientes con Ulceras cutaneas y en especial los
pacientes con Ulceras de miembros inferiores, que constantemente requieren
tratamientos especificos y costosos, representa una fuerte erogacién en los
centros hospitalarios (Limat et al., 1996).

En Estados Unidos diversos tipos de heridas cronicas afectan a mas de dos
millones de personas, cuyo tratamiento asciende a un costo total de un billon de
dolares anuales. Entre ellos cerca de 1500 pacientes requieren injertos extensivos
debido a quemaduras de tercer grado, 40000 personas que son tratados por
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guemaduras de segundo grado y mas de 800000 personas sufren de Ulceras en el
pie por diabetes, que llevan a mas de 80000 amputaciones al afio (The Whitaker
Foundation, 2005).

Durante los ultimos veinte afios se ha evolucionado en el tratamiento de los
pacientes con problemas de piel, especialmente en el area de los apdsitos para el
tratamiento de los pacientes durante los procesos de cicatrizacién de sus heridas.
Una de estas areas es el uso de apoésitos biolégicamente activos, a base de
queratinocitos cultivados, tomados del mismo paciente (autoinjertos) o de
donadores (aloinjertos). Este recurso ha probado por si solo, que es una
herramienta Uatil y valiosa en el tratamiento de diferentes y muy variadas
patologias, disminuyendo el tiempo de curacién, mejorando los indices de
sobrevivencia (especialmente en grandes quemados), asi como disminuyendo los
costos indirectos en el manejo de éstos pacientes (Loss et al., 2000).

Los padecimientos epidérmicos en Costa Rica presentan también una alta
incidencia. Segun los datos del Departamento de Informacion Estadistica de
Servicios de Salud en la C.C.S.S, en el afio 2001 el nimero de hospitalizaciones
por diferentes patologias epidérmicas alcanz6 un total de 3028 pacientes. Una
parte importante de estos pacientes fueron nifios quemados, para los cuales no se
dispone de un tratamiento clinico que permita sustituir la epidermis dafiada y que
facilite su recuperacion pronta y satisfactoria.

En el Hospital Nacional de Nifios se han atendido 1193 nifios y nifias en los afios
2000 al 2004 (Barahona, 2002; Dpto. Estadisticas H.N.N., 2005). De estos
pacientes, muy pocos han podido ser trasladados al Shriners Burns Hospital for
Children en Galveston,Texas, centro médico especializado en la atencion de
pacientes con extensas quemaduras, pues cada traslado en un avion
especializado a este hospital cuesta entre $15.000 y $ 20.000; este monto no
cubre la estancia hospitalaria, que es gratuita. Por lo cual, muy pocos nifios han
podido ser tratados con un material biolégico que permita una verdadera re-
epitelizacion y una rehabilitaciébn en menor tiempo. Asimismo, la importacién de un
biomaterial para trasplante epidérmico es bastante costoso, por lo que en Costa
Rica se han hecho pocos trasplantes de este tipo (Avalos, 2003).

En suma, muchos de los pacientes con afecciones epidérmicas podrian tratarse
localmente, si existiese un programa para la produccién y trasplante de células de
la piel que posibilite una rehabilitacion menos traumatica y con menor tiempo de
hospitalizacion.

De esta manera, todo este complejo panorama ha hecho evidente la necesidad de
disponer de un tratamiento seguro, universal, aplicable, de menor costo y mas
efectivo que incida en una rapida recuperacion del paciente y que acelere su
reincorporacion a las labores cotidianas. Una opcion para resolver este problema
es el cultivo in vitro de células epidérmicas, que se realiza exitosamente en otros
centros de investigacion y empresas biomédicas, a nivel de investigacion y de
produccion comercial (Falanga y Sabolinsk 1999; Fraunhofer Institute, 2003). El
procedimiento, explicado en forma breve, consiste en cultivar los queratinocitos,
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gue son las células mas externas de la piel sobre una base de fibroblastos
irradiados con Rayos Gamma que posteriormente se colocan al mismo paciente
para permitir una cicatrizacion mas rapida de la zona afectada. Los queratinocitos
y fibroblastos del paciente se mezclan con trombina y gluconato de calcio
formando un gel, que se aplica sobre la lesion, la cual evoluciona hacia una
mejoria mas rapidamente. Si se produce e injerta un cultivo celular de la piel
humana a pacientes que sufren afecciones epidérmicas, su recuperacion seria
mas rapida y efectiva, lo que incidiria en mejorar su calidad de vida y en la
disminucién de costos hospitalarios.

En Costa Rica y Centroamérica, el proyecto Implementacion de un sistema de
produccion de piel humana in vitro para mejorar la recuperacion de
pacientes con afecciones epidérmicas en Costa Rica, ha iniciado la
consolidacion del liderazgo del ITCR en nuestro pais en la Ingenieria de Tejidos,
para resolver un problema de salud publica a través de la union de esfuerzos
dispersos de diferentes institucionales nacionales. Este proyecto (2005-2006)
financiado por el OEIA, ha establecido las bases que consolidarian un sistema
para la produccién de piel para el tratamiento de pacientes con patologias
epidérmicas en el pais.

A la fecha, gracias al mencionado proyecto y al proyecto que se describe en este
documento (Consolidacion de un sistema de produccién in vitro de piel
humana para pacientes con diversas lesiones cutdneas en Costa Rica), se
han iniciado el aislamiento y el cultivo de queratinocitos sobre una base de
fibroblastos en el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del ITCR y se han irradiado
fibroblastos humanos vy de la linea celular 3T3 en el Servicio de Radioterapia del
HSJD. También se ha iniciado el establecimiento de un protocolo de
criopreservacion y se ha practicado el procedimiento de descongelamiento.
Ademas, se han tenido dos misiones de expertos a cargo de la Dra. Susan Boyce,
del Banco de Piel de Sheffield, Inglaterra y la Dra. Alicia Lorenti, del Hospital
Italiano de Buenos Aires, Argentina (Informe:AIEA-ITCR-02644).

A mediano plazo, el principal producto de estos proyectos sera la mejora en la
calidad de vida de los pacientes, gracias a un tratamiento médico mas rapido y
efectivo, asi como una pronta recuperacion psicolégica. EI mejoramiento en el
tratamiento y convalecencia se reflejaran en una reduccién en los costos de
internamiento de los pacientes de la CCSS.

Ademas, este proyecto concuerda con el Plan Nacional de Desarrollo 2006-2010,
en la accidon estratégica denominada: “Plan de provision de recursos de
infraestructura humanos tecnoldgicos y financieros en salud con calidad,
accesibilidad y seguridad” en el capitulo de Salud. Ademas es concordante con la
Estrategia Siglo XXI, en las Acciones de Puesta al dia (Apartado 6.2.1, recursos
humanos). También concuerda con el Eje de Ciencia, Tecnologia e Innovacion
del programa PLANES de las universidades estatales. Finalmente es coincidente
con los Objetivos del Milenio, en la parte |, apartado 2 en el tema de contribucion a
la salud.
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1.4. Objetivos

Objetivo General
» Optimizar el protocolo de produccion in vitro y trasplante autologo de

células epidérmicas para tratar a un mayor niumero pacientes de diferentes
edades.

Obijetivos Especificos
» Validar los protocolos de cultivo y produccion de queratinocitos y
fibroblastos
= Optimizar el protocolo de irradiacion de fibroblastos.
= Establecer el protocolo de crioconservacion de células epidérmicas in vitro

» Validar el trasplante clinico de células epidérmicas en pacientes infantiles y
adultos
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2. REVISION DE LITERATURA

La piel es un 6rgano compuesto por multiples tipos de tejidos, conformando uno
de los 6rganos mas grandes del organismo. Es un organo bioldgicamente muy
activo y cumple con una serie de funciones como termorregulacién, 6rgano
metabdlico, 6rgano de barrera, funcion cosmética y principalmente es la barrera
esencial de protecciébn contra la deshidratacion, las radiaciones y el dafio
mecanico, quimico y biologico. La piel tiene dos capas de tejidos principales: la
epidermis y la dermis. La primera capa estd constituida principalmente por
queratinocitos, los cuales forman un epitelio escamoso estratificado. La dermis
esta conformada principalmente por fibroblastos, constituyendo un tejido conectivo
vascularizado. Como una tercera capa de la piel, la hipodermis o tejido
subcutdneo consiste principalmente en células adiposas y tejido conectivo que
permiten anclar la piel y almacenar grasa, aislando los 6rganos subyacentes
(Light, 2004).

Podemos observar lo compleja y funcional que es la piel, y la ausencia de la
misma en grandes extensiones del cuerpo, puede llevar a lo que se conoce como
insuficiencia cutanea, asi como ocurre con otros 6rganos, y esto pone en peligro la
vida del paciente, algo similar ocurre en los pacientes con quemaduras extensas,
pérdidas extensas de la continuidad de al piel (Glceras), enfermedades como la
epidermolisis bullosa, donde estos pacientes pierden grandes extensiones de piel,
por sus respectivas enfermedades y esto los puede llevar a exponerse a
infecciones, cicatrices afuncionales y deformantes, o el simple hecho de tener que
disminuir significativamente su calidad de vida por no contar con una piel
adecuada (Amado, 1998).

El hombre a través de la historia ha tratado de acelerar su proceso de cicatrizacion
o ha tratado de sustituirla aunque sea temporalmente, utilizando diversos métodos
gue incluian desde las técnicas de secado al aire o cauterizado de las heridas
(método expuesto o abierto) hasta el uso de vendajes o apésitos (método con
cura oclusiva). Esta ultima técnica demostré una serie de ventajes que incluyen la
reduccion de la deshidratacion, de la pérdida de calor y del riesgo de
contaminacion.

Un vendaje o apoésito es un substituto del epitelio nativo que se pierde debido a un
dafio. Los vendajes cubren la herida pero no la cierran y la adherencia a la
superficie de la piel y la proteccién del medio ambiente favorecen el sanado de la
herida. Sin embargo, en ocasiones para cerrar la herida es necesario un injerto de
piel o substitutos.

Desde tiempos antiguos, se han utilizado diversos mecanismos, como telas y
pieles de animales, como apdsitos para el vendaje de heridas (Majono, 1975). Sin
embargo, oficialmente, los primeros apdsitos fueron utilizados en 1867 por Lister
gue embebia gasa con fenol y lo aplicaba a las heridas. Ya a finales de la década
de 1950 gracias a Odland, que observo que las ampollas sanaban mejor si no se
decapitaban, apoyado también por Winter quien hizo estudios en cerdos, donde
mostraba que las heridas cubiertas cicatrizaban en la mitad de tiempo que las
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expuestas. En los humanos, fueron Hinman y Maibach quienes repitieron el
estudio y evidenciaron un beneficio similar (Winter, 1962).

Estos pioneros en el ambito de la cicatrizacion de heridas, fueron los que dieron
pie a el advenimiento de los conceptos de la cura oclusiva en las heridas y
posteriormente se empezaron a desarrollar un sinnimero de apositos para utilizar
en los diferentes tipos de heridas, pero todos al fin lo que intentan hacer es
realizar ese papel multifuncional de la piel.

El proceso de cicatrizacion de las heridas ocurre por etapas, por lo cual se puede
requerir de diferentes tipos de apdésitos durante las distintas etapas del proceso. El
objetivo del aposito es proveer el ambiente 6ptimo para acelerar el proceso de
cicatrizacion, al proteger la herida de trauma o dafios subsecuentes, invasion
bacteriana o0 exposicion a sustancias causticas, que es primordial durante las
primeras etapas del proceso. Un vendaje ideal seria aquel que sea capaz de:

= Adquirir la forma de la herida.

= Absorber el exudado sin aumentar la proliferacion bacteriana o desecacion
excesiva.

* Proveer presion para hemostasia.

*= Prevenir el derrame del exudado desde el vendaje.

= Aportar soporte a la herida y tejido circundante.

= Eliminar el dolor.

= Promover la reepitelizacion durante la fase de reparacion de la herida.

= Ser facilmente aplicable y removible de la herida sin dafiar el tejido.

» Ademas debe cumplir otras caracteristicas como:

= Estar compuesto por un material inerte que no ceda fibras que puedan
causar reacciébn a cuerpo extrafio o dermatitis de contacto irritativa o
alérgica.

» Propiciar una baja oxigenacion, ya que esto estimular a los fibroblastos, a la
angiogénesis (nueva formacion de vasos) y a la liberacion de factores de
crecimiento por los macréfagos (Knighton y Fiegel, 1989).

Existen numerosos tipos de vendajes, siendo algunos absorbentes, otros
adherentes o no adherentes y otros oclusivos o semioclusivos. Entre los vendajes
adhesivos se incluyen aquellos que actian como substitutos temporales de la piel,
y usualmente consisten de una capa interna de colageno y fibrina que se adhieren
a la herida seguidos por una capa externa que disminuye la evaporacién del agua
y son impermeables a las bacterias. La adherencia disminuye los exudados,
mantiene una capa de humedad y aumenta el ambiente éptimo para el sanado.

Los vendajes tradicionales, son normalmente constituidos por gasas de algodén
con acetato de celulosa agregado para mejorar la absorbancia; en algunos casos
se les agrega petrolato o algun antiséptico tépico para disminuir el riesgo de
infeccion. Las ventajas es que son materiales muy asequibles, de bajo costo y de
facil aplicacion. Las desventajas de éstos apésitos tradicionales son que puede
causar maceracion del tejido si se deja por una cantidad excesiva de tiempo,
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requieren gran frecuencia de recambio, lo cual requiere mucho tiempo de los
profesionales de la salud y esto puede ser costoso (Mathews, 1941).

Existen apositos con materiales nuevos que se pueden clasificar como
membranas (hechas de poliuretano), espumas (poliuretano bilaminado o silicdn),
hidrogeles (laminas de polimeros hidrofilicos, geles o apdsitos impregnados),
alginatos (polisacéridos complejos basados en algas con propiedades
higroscopicas y hemostaticas), hidrocoloides (polimeros con almidones, plasticos,
dextran, polietileno glicélicos y agua) y combinaciones de éstos, asi como otros
MAas nuevos que contienen iones de zinc para mejorar la cicatrizacion, o iones de
plata como microbicida o con carbon para absorber olores o con colageno para
servir como matriz y acelerar la cicatrizacion y disminuir la contraccion. EI mercado
actual es muy variado y extenso y una revision completa de estos productos no es
el fin del presente informe.

La duplicacién de las propiedades de la piel requiere de estructuras bipolares,
donde la capa externa ofrezca proteccion y la interna estimule el crecimiento del
tejido. La utilizacion de vendajes con caracteristicas similares a las de la piel
incrementa el sanado de las quemaduras, se han utilizado las siguientes
alternativas:

= Estructuras bipolares con propiedades de epidermis y dermis

» Substituto temporal de piel: bicapa con el propdsito de proteger las heridas
y optimizar el sanado.

= Sustituto temporal de piel: reemplazo de uno o ambas capas de la piel.

Los substitutos de piel restauran el ambiente biolégico 6ptimo de una herida limpia
y protegen la herida. Sin embargo, su uso ha sido relegado a heridas libres de
tejido no viable y de infecciones. Los substitutos temporales de piel han sido
utilizados desde hace siglos. Los primeros reportes ocurrieron en la India hace
3000 afios, donde se utilizaban injertos tomados de la piel de los glateos de los
pacientes a los cuales se les habia amputado la nariz por castigo por robo o
infidelidad (Hauben et al., 1982). Los reportes en la literatura del occidente no
aparecieron sino hasta siglos mas recientes, a mediados del siglo XIX (Hill, 1987)
y los injertos han evolucionado de considerarse como un tratamiento de ultima
linea a considerarse como un procedimiento de realizacion rutinaria.

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.
Los productos iniciales fueron usados a finales de la década de los setentas en
ulceras o heridas residuales de guemados que no sanaban con otros métodos
(Rue et al., 1993). Inclusive en nuestro pais los primeros injertos heterélogos
utilizados en el tratamiento de pacientes con denudacion extensa de la piel, fuero
xenoinjertos porcinos (Jaramillo, 1998).
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Actualmente se han desarrollado substitutos de piel permanentes y temporales
biologicamente activos que reemplazan los alo-injertos y xeno-injertos, incluyendo
los citados a continuacion.

» Tejido natural: aloinjertos cutaneos, xenoinjertos cutaneos y
membranas amnidticas.

» Substitutos de piel: bilaminato sintético, substitutos basados en
coldgeno (Biobrane, TransCyte e Integra).

» Andlogos dermales basados en colageno: aloinjerto libre de
epidermis, Alloderm.

» Tejido cultivado: Apligraf, cultivo antélogo de queratinocitos y
analogos dermales de fibroblastos plantados (membrana de
colageno-glicoaminoglucano).

Apligraf (Organogenesis Inc, Canton MA, USA) fue el primer substituto aprobado
por la FDA que contiene células humanas vivas. Existen otros productos a base de
componentes epidérmicos, dérmicos o compuestos bicapas que se clasifican
segun sus componentes, y se pueden subclasificar en temporales y permanentes,
sintéticos o biosintéticos, alogénico, xenogénico y autogénico (Bello y Falabella,
2001). Sin embargo, el uso de estos materiales tiene su limitante en cuanto a la
vida media de almacenaje y costo, ya que este va de cientos a miles de ddlares
por injerto.

Actualmente en el mercado existen productos que no se consideran substitutos de
piel, sino facilitadores de la re-epitelizacion, que son analogos de matrices
dérmicas que no intentan sustituir la piel, pero aceleran la cicatrizacién y son de
origen porcino, de la submucosa intestinal y éstos si poseen una vida media de
almacenaje mas prolongada, lo que los hace mas versétiles.

Es importante distinguir los vendajes de los substitutos de piel. El papel de los
vendajes es cubrir la herida pero no cerrar la misma. De hecho, se requieren
cambios frecuentes para evitar la formacién de costras a partir de los exudados,
pero esto es poco frecuente gracias a nuevos y modernos apésitos que adsorben
el exceso de exudado y mantienen en la mayoria de los casos una herida limpia.

Ingenieria de Tejidos

Uno de los principales logros de la medicina moderna en los ultimos 50 afios ha
sido el poder restituir la funcidon de algunos tejidos y 6rganos con la cirugia de
transplante de o6rganos y tejidos provenientes de donantes. La ingenieria de
tejidos es una disciplina relativamente nueva que viene a complementar o incluso
sustituir las técnicas aplicadas hasta el momento. Su objetivo es fabricar u obtener
nuevos tejidos a partir de fragmentos pequefos de tejido sano, haciendo uso de
la técnica del cultivo celular, esto para restaurar la funcionalidad parcial o total de
tejidos u 6rganos daflados por enfermedades, traumatismos u otras causas.
Cuando una grande extension de tejido ha sido dafiada, se puede aislar, cultivar y
amplificar un namero suficiente de células sanas en el laboratorio y luego éstas
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pueden ser transplantadas a las zona(s) afectada(s) para repararlas vy
regenerarlas (Arvelo, 2007). La regeneracion y sustitucion de tejidos no
funcionales se da mediante técnicas que emplean como medio algin sistema
polimérico, de origen natural o artificial, que funcione como un soporte para las
células (San Roman et al. 2000). En este campo se ha logrado un éxito importante
en los cultivos de piel, masculo, hueso, cornea, cartilago, tejido nervioso y tejido
glandular (Arvelo, 2007).

Durante los Ultimos veinte afios se ha evolucionado en el tratamiento de los
pacientes con problemas de piel, especialmente en el area de los apdsitos para el
tratamiento de los pacientes durante los procesos de cicatrizacion de sus heridas.
Una de estas areas es el uso de apoésitos biolégicamente activos, a base de
queratinocitos cultivados, tomados del mismo paciente (autoinjertos) o de
donadores (aloinjertos). Este recurso ha probado por si solo, que es una
herramienta Util y valiosa en el tratamiento de diferentes y muy variadas
patologias, disminuyendo el tiempo de curacion, mejorando los indices de sobre
vivencia (especialmente en grandes quemados), asi como disminuyendo los
costos indirectos en el manejo de éstos pacientes (Loss et al., 2000). Es pertinente
sefalar que los sistemas para cultivar y trasplantar queratinocitos autolégos (al
mismo paciente), no requieren en Europa de las pruebas clinicas para
medicamentos, pero si de pruebas de control de calidad (Fraunhofer Institute
Systems and Innovation Research, 2003).

Los queratinocitos autélogos cultivados in vitro han sido utilizados exitosamente
durante mas de 30 afios, aunque se necesitan tres semanas para producir el tejido
de los pacientes. En todo caso, tiene la ventaja de que el tratamiento es mas
exitoso debido a que actlia como apositos biolégicamente activos, interactuando
con las células en el lecho de la herida, promoviendo la liberacion de citoquinas y
factores mitogénicos que aceleran el proceso de cicatrizacion y la reepitelizacién
ocurre de una manera mas natural (Hierner et al., 2005; Svensjo et al., 2001).

El cultivo de queratinocitos ha sido exitoso y se establecié utilizando cocultivos con
células tales como los fibroblastos y en la actualidad se aplica el uso extensivo de
una linea de fibroblastos murinos (células 3T3). Estos fibroblastos, que sirven
como fuente de nutrientes al tiempo que favorecen la sobrevivencia de los
queratinocitos, posibilitan el subcultivo, ya que proveen estimulos biologicos
(factores de crecimiento) que permiten la expansion del tejido celular y promueven
la proliferacion basal asi como la diferenciacion celular (Rheinwald y Green, 1975).
Ademas, al tener presentes tipos celulares proliferativos y diferenciales,
disminuyen la contaminacién por otras células (Barrandon y Green, 1985). Otra
ventaja del uso de esta técnica es que favorece su aplicacion, en el cultivo de
otros epitelios, dado que estos cultivos también son injertables en seres humanos
(Clancy et al., 1988).

Estudios mas recientes han llegado a establecer que los queratinocitos cultivados,
pierden su capacidad antigénica, razén por la cual el posible fenémeno de rechazo
no ocurre. El no rechazo se ha evidenciado por la pérdida casi o total de los
complejos de histocompatibilidad de tipo Il y I, apoyando la posibilidad de que las
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laminas y geles producidos en el laboratorio sean exitosamente aplicadas (Garcia
et al., 2000). Varios investigadores, utilizando diferentes técnicas no han podido
demostrar la sobrevida de los aloinjertos de queratinocitos en humanos (Brain et
al., 1989; Gielen et al., 1983).

Se reconoce que la piel diseflada mediante ingenieria de tejidos es un evento
reciente, que ha crecido rapidamente en importancia. Sin embargo, los productos
hasta ahora disefiados deben mejorar su efectividad y reducir su costo para ser
aceptados en el mercado (Lloyd-Evans y BioBridge 2002).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucién

= |Laboratorio de

Ingenieria de Tejidos,

Biotecnologia, Instituto Tecnoldgico de Costa Rica.
= Laboratorio de Citogenética, Hospital Nacional de Nifios.
= Laboratorio Clinico, Hospital Nacional de Nifios.
= Unidad de Quemados, Hospital Nacional de Nifios

= Departamento de Dermatologia, Hospital Nacional de Nifios.

= Unidad de Quemados, Hospital San Juan de Dios

= Departamento de Dermatologia, Hospital San Juan de Dios

= Departamento de Dermatologia, Hospital México

3.2. Periodo de Ejecucion
= Enero 2007- Diciembre 2008

Centro de

Investigacion en

3.3. Equipos disponibles en el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos

Cuadro 1. Equipos disponibles en el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos, CIB, ITCR

(Diciembre, 2008).

Equipo Estado Eventos Acciones Tomadas
Incubadora de CO; (P/N Funcionamiento 0% Desperfecto del sensor Se esta tramitando la
90400016, Binder) Descompuesto de CO» compra del sensor.

Cabina de flujo laminar,
flujo vertical,
bioseguridad clase Il
(BIO-1I-AG, Telstar).

Funcionamiento 100%
Buen estado

Desperfecto eléctrico

Compra e instalacion de
repuestos. Reparado.

Incubadora de CO; Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina
(Barnstead International) | Buen estado

Centrifuga de uso Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina
general (AccuSpinl/1R, Buen estado

Fisher Scientific)

Bafio Maria (CZ-14575- Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina
00, Cole Parmer) Buen estado

Peachimetro (Inolab, Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina
WTW) Buen estado

Balanza (Ohaus) Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina

Buen estado

Microscopio Invertido
(Hund Wetzlar)

Funcionamiento 100%
Buen estado

Suciedad de los lentes

Limpieza de lentes

Agitador calentador
(CL56795420, Cole
Parmer)

Funcionamiento 100%
Buen estado

Ninguno

Mantenimiento de rutina

Microondas

Funcionamiento 0%
Descompuesto

Desperfecto eléctrico

Reparacion pendiente,
se esté tramitando la
compra de uno nuevo

Refrigerador 4°C (LG) Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina
Buen estado

Refrigerador 4°C (Atlas) Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina
Buen estado

Refrigerador 4°C (Fisher | Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina

Scientific)

Buen estado

Congelador -70°C
(Revco)

Funcionamiento 0%
Descompuesto

Desperfecto eléctrico

Visita técnica
programada

Congelador -20°C (Fisher
Scientific)

Funcionamiento 100%
Buen estado

Ninguno

Mantenimiento de rutina
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Autoclave (Sterilmatic-C- | Funcionamiento 0% Desperfecto eléctrico Se esta tramitando la
Dry 75, Raypa) Descompuesto compra e instalacién de
repuestos.

Estufa (Memmert) Funcionamiento 100% Problemas de conexién Se esta tramitando la
Buen estado eléctrica instalacion eléctrica

Céamara limpia Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina

(Labconco) Buen estado

Bomba de vacio (25228 Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina

01, Welch Dry) Buen estado

Manometro (Z14,671-4, Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina

SIGMA) Buen estado

Juego de micropipetas Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina

(P8d94-1EA , Finnpipette | Buen estado

Techpette)

Pipeteador (Pipet-Aid, Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina

Drummond) Buen estado

Tanque para Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina

criopreservacion (Locator | Buen estado

6 Plus, CY50995-70,

Thermolyne)

Tanque portétil suplidor Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina

de nitrégeno liquido Buen estado

(Thermo 5, TY509X1,

Banstead/Thermolyne)

Selladora para papel de Funcionamiento 100% Ninguno Mantenimiento de rutina

grado médico Buen estado

Microscopio trinocular, Funcionamiento 100% Suciedad de los lentes Limpieza de lentes

contraste de fases Buen estado

3.4. Actividades

Para el desarrollo del presente proyecto se ejecutaron diversas actividades
descritas a continuacion de acuerdo a su relacion con los objetivos especificos.

A. Validacion

de

los protocolos de cultivo y producciéon de
queratinocitos y fibroblastos.

B. Optimizacion del protocolo de irradiacién de fibroblastos

C. Establecer

el protocolo

de

crioconservacion

de células

epidérmicas in vitro.
D. Validacion del trasplante clinico de células epidérmicas en
pacientes infantiles y adultos.

3.4.1. Validacién de los protocolos de cultivo y produccién de queratinocitos
y fibroblastos

Equipamiento del Laboratorio de Ingenieria en Tejidos (LAINTEC)

Se construy6 y acondicion6 una nueva seccién de laboratorio dividida en dos
areas, siendo un sector exclusivo para el lavado de cristaleria, preparacion de
medios, almacenamiento y refrigeracion, asi como un area limpia para cultivo
celular. Este laboratorio cuenta ademas con una bodega para el almacenamiento
de materiales. A todo este laboratorio se le realiz6 una limpieza a profundidad,
donde se aplico desinfectantes clinicos y etanol al 70% a los muebles, paredes y
techo. Posteriormente, se coloco hipoclorito de sodio al 4% y alcohol al 70%. A
partir de este momento se hizo estrictamente necesario el uso de mocasines,
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guantes y cofia para ingresar al area limpia del laboratorio, mientras que el area de
lavado es un area de libre acceso pero que se mantiene limpia. Ademas, la
bodega fue organizada en secciones segun el tipo de material y todo fue
almacenado en bolsas y cajas debidamente cerradas. Este laboratorio (ubicado al
lado del invernadero de investigacion del CIB) fue denominado Laboratorio de
Ingenieria de Tejidos 2, mientras que el area previamente construida en las
instalaciones del CIB se denomin6 Laboratorio de Ingenieria de Tejidos 1. Para
ambos laboratorios se compraron organizadores plasticos para ordenar todos los
materiales y reactivos, y todos los muebles y cajas fueron rotulados segun sus
contenidos (Anexo 1).

Se continud con el equipamiento del LAINTEC gracias a que se recibieron nuevos
equipos donados por la OIEA y comprados por el ITCR, siendo los siguientes: un
peachimetro, una balanza, un agitador calentador, un microscopio invertido, una
refrigeradora, un congelador de -20°C, una estufa, una camara limpia, una bomba
de vacio, un juego de micropipetas, un pipeteador automatico, un tanque para
criopreservacion, un tanque portatil suplidor de nitrégeno liquido, una selladora de
papel de grado médico y un microscopio de contraste de fases. A todos los
equipos del laboratorio se les asign6é un nimero y se redactaron los protocolos de
funcionamiento y de procedimientos de los equipos nuevos (Anexo 2). Ademas,
los equipos con partes en movimientos fueron etiquetados con una etiqueta de
precaucion basada en pictogramas, mientras que los refrigeradores y espacios
que contienen reactivos quimicos fueron también etiquetados con una etiqueta de
precaucion basada en pictogramas.

Se elaboraron registros de monitoreo para los equipos que lo requieren, registros
de mantenimiento y limpieza para todos los equipos y registros de operacion (uso
diario) de las instalaciones y de todos los equipos (Anexo 3). También se
actualizé la codificacion para todos estos registros y los registros preestablecidos,
citAndose todos a continuacion.

Cédigos de Equipos

01: Camara de Flujo Laminar Bio Il A/G.
Marca: Telstar

11: Refrigeradora 2. Marca: Atlas
12: Autoclave AE-75-DRY. Marca: Drypa

02:
03:

Incubadora CO2. Marca: Binder
Centrifuga. Marca: AccuSpin 1/1R

13: Estufa. Marca: Memmert
14: Congelador -70°C. Marca Revco

04: Bafio Maria. Marca: Cole Palmer 15: Congelador -20°C. Marca Fisher
05: pHmetro. Marca: Inolab WTW Scientific

06: Balanza. Marca: Ohaus 16: Refrigeradora 3. Marca: Fisher

07: Microscopio Invertido 17: Incubadora CO,. Marca: Barnstead

08:
09:
10:

Agitador Calentador. Marca: Cole Parmer
Microondas. Marca: LG
Refrigeradora 1. Marca: LG

International
18: Camara Limpia. Marca: LABCONCO
19. Bomba de Aspiracién. Marca: Welch
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Cddigos de Registros

RG-ML-(X)

Registro de Mantenimiento y Limpieza -
(NUmero de equipo)

Mantenimiento técnico y limpieza segun
calendario

RG-MON-(X)
Registro de Monitoreo - (NUmero de equipo)
Control T°, CO,, N,L

RG-OP-(X):
Registro de Operacion - (NUmero de equipo)
Uso Diario

RG-OP-G1:
Registro de Operacion General Lab.1
Uso Diario

RG-OP-G2:
Registro de OperacionGeneral Lab. 2
Uso Diario

RG-CU-(X)

Registro de Cultivos - (Nimero de equipo) 6
(Tipo de tejido)

Uso Diario

RG-CA-(X)
Registro de Contaminaciéon Ambiental -
(NUumero Laboratorio)

IB-EQ-(X)
Instrucciones Basicas de Uso de Equipo -
Numero Equipo

MO-EQ-(X)
Manual de Operacion de Equipo - NiUmero
Equipo

IN-EPQ-01.:

Instructivo de Empaque de Cristaleria
IN-LV-(X)

Instructivo de lavado

IN-LV-01
Instructivo de lavado de Filtro

RG-IQ-01
Registro Ingreso de Pacientes Quemados

RG-IU-01
Registro Ingreso Pacientes Ulcerados

RG-TQ-01
Registro Tratamiento Pacientes Quemados

RG-TU-01
Registro Tratamiento Pacientes Ulcerados

En la seccién de resultados se indican cuales de estos registros fueron elaborados
0 actualizados para cuales equipos, materiales o procedimientos, y en el Anexo 3
se muestran estos registros.

Aseo del laboratorio

Se elaboré un horario rotativo entre los asistentes para la limpieza de ambos
laboratorios, realizando una limpieza general todos los dias a primera hora a cargo
de la primera persona en ingresar al laboratorio, asi como una limpieza meticulosa
los dias lunes y viernes de cada semana. El aseo incluye limpiar con alcohol 70%
todas las superficies expuestas, aseo del piso y limpieza de basureros y gavetas.

Revision de protocolos de lavado y empague de materiales e instrumentos.

Se reviso el sistema de lavado y empaque de materiales, acordando utilizar los
protocolos previamente establecidos. Se establecié el Laboratorio 2 como sitio
anico para el lavado y empaque de material, de manera que todo material sucio
del Laboratorio 1 es transportado en una bandeja cubierta al Laboratorio 2, donde
se lleva a cabo todo el proceso de lavado y empaque. El proceso de autoclavado
del material se realiza en las instalaciones del CIB mientras se tramita la
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reparacion de la autoclave que se encuentra fuera de servicio debido a un
desperfecto eléctrico. EI material plastico es enviado a esterilizar mediante
esterilizacion en frio al Hospital Nacional de Nifios. Ademas, se mejoro la técnica
aséptica, el orden y el aseo en general del laboratorio.

Catalogo de reactivos

Se inventario el total de reactivos del laboratorio, y se elabor6 un catadlogo (Anexo
4) de los mismos, segun ubicacion en el laboratorio. A cada reactivo se le asigno
un codigo segun el catalogo. El catalogo fue impreso y adosado en un folder para
tal proposito en el Laboratorio 1; ademas, se mantiene una copia digital del mismo
para continua actualizacion. El catalogo indica el cédigo asignado a cada reactivo
junto a su nhombre e informacién adicional incluyendo: formula quimica, existencias
(cuantos frascos o botellas hay de cada reactivo), cantidad (cantidad en litros o
gramos de cada reactivo segun indicado en el envase individual), lote, marca,
namero de catadlogo segun marca, fecha de vencimiento, condiciones de
almacenamiento, observaciones adicionales, e informacién de riesgo y de manejo.
Cada reactivo puede repetirse en el catadlogo bajo el mismo cédigo si existen
varios frascos del mismo reactivo pero de diferente lote y/o marca.

A cada reactivo se le puso una etigueta (Anexo 5) que indica el cddigo
correspondiente junto con la informacion de riesgo y de seguridad basado en
pictogramas. Ademas, para facilitar la ubicacion, a cada reactivo se le puso una
etiqueta en la tapa con el codigo correspondiente y de diferentes colores (blanco y
anaranjado), donde las etiquetas anaranjadas indican que el reactivo es
particularmente toxico o peligroso (la toxina colérica, por ejemplo). Cada
refrigerador y gaveta indican en la puerta cuales reactivos estan ubicados dentro
segun su codigo. Los reactivos peligrosos de almacenamiento a temperatura
ambiente se ubicaron en una bandeja de acero inoxidable separados de los
reactivos de manejo seguro. Ademas, refrigeradores, congeladores y gaveta
fueron etiqguetados como sitios de almacenamiento de material de riesgo quimico
con una etiqueta basada en pictogramas. Finalmente, las mismas etiquetas de
cada reactivo fueron incluidas en un fichero organizado en orden alfabético,
incluyendo la informacion anterior junto con indicaciones especificas de su
ubicacion en el laboratorio para facilitar su blusqueda.

Preparacion de soluciones madre y medios de cultivo

Para validar los protocolos de cultivo y produccién de fibroblastos autélogos, se
prepararon diversas soluciones madre y medios de cultivo siguiendo los métodos
ya establecidos (Informe Final 2005-2006). Se prepararon las siguientes
soluciones madre, listas para ser utilizadas en el momento que se presente un
paciente. Estas son: Transferrina, Triiodotironina, Adenina, Insulina, Toxina
colérica, Hidrocortisona, Factor de Crecimiento Epidemal, Penicilina-
Streptomicina, EDTA 2%, Tripsina 0.25%, Tripsina, 0.05%-EDTA 0.02%, Tripsina
0.25%-EDTA 0.02%, Glutamina, Suero Fetal Bovino, Dispasa Il, Piruvato de
Sodio, Hepes, Sulfoestreptomicina, Bencilpenicilina sodica, PBS (con Ca2+ y
Mg2+), PBS (sin Ca2+y Mg2+).
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También se prepararon los medios de cultivo de fibroblastos y queratinocitos para
su aplicacion a paciente. Estos son: medio de transporte de la biopsia, medio de
cultivo KGMc — TC (sin toxina colérica), medio de cultivo KGMc-rh-EGT (sin factor
de crecimiento), medio de -cultivo para fibroblastos DMEMc, medio para
congelamiento de fibroblastos y medio para congelamiento de queratinocitos.

Cultivo de fibroblastos y queratinocitos

Los protocolos de cultivo de las células 3T3, fibroblastos autélogos vy
queratinocitos autologos fueron revisados y se mantienen segun los métodos ya
establecidos (Informe Final 2005-2006).

Cultivo de fibroblastos 3T3

El ITCR recibié otro vial de una linea celular de fibroblastos 3T3 (murina) de la ATCC. La
linea fue descongelada y amplificada siguiendo el protocolo ya establecido (Informe Final VIE
2005-2006). Una parte de las células fueron irradiadas para utilizarse como base para crecer
los queratinocitos humanos, el resto se criopreservo en nitrégeno liquido, para mantener un
“stock” de células a utilizarse en el momento en que sean requeridas.

Recuento de células y determinacidn de la viabilidad

Se normaron los procedimientos de ampliacion de crecimiento de fibroblastos autélogos
(Informe Final VIE 2005-2006), practicando el cultivo primario y secundario de fibroblastos
obtenidos de biopsias humanas. Se realizé un estimado por frasco del nimero celular para
conocer cuantos frascos se deben tener en estado de amplificaciéon con células inmaduras
antes de un trasplante.

Recepcion de la biopsia y cultivo de gueratinocitos

El laboratorio de Ingenieria de Tejidos recibi6é varias biopsias de pacientes del HNN para la
estandarizacién de los procedimientos asi como de los protocolos aplicados. Aun no ha sido
posible cultivar la epidermis pues para cultivar los queratinocitos es necesario realizar un
cocultivo con los fibroblastos 3T3 irradiados. Estos no se pueden irradiar ya que se necesita
el permiso de CENDEISSS, documento que se encuentra en trdmite. Sin embargo, se
cultivaron los queratinocitos en medio AmnioMax que crecen sin fibroblastos 3T3.

Cultivo de fibroblastos aut6logos
A partir de la dermis de las biopsias recibidas se han realizado cultivos primarios y
secundarios de fibroblastos autélogos con gran éxito en su evolucién y desarrollo.

Plasma Rico en Plaquetas

Se practicé la preparacion del plasma rico en plaquetas y del gel para el transplante de
células tal como se describe mas adelante, en un caso de transplante y siguiendo los
procedimientos ya normados (Informe Final VIE 2005-2006).

3.4.2. Optimizacién del protocolo de irradiacion de fibroblastos

Durante el 2007 se practico el protocolo de irradiacién utilizando células de la linea
murina 3T3 asi como de cultivos secundarios de fibroblastos de pacientes,
siguiendo el procedimiento ya establecido (Informe Final VIE 2005-2006). Sin
embargo, durante este afio el CENDEISSS prohibio la irradiacion de células hasta
no aprobar los procedimientos de este proyecto, o que detuvo estos ensayos
hasta nuevo aviso. Ademas, a inicios del 2008 un desperfecto eléctrico dejo fuera

27



de funcionamiento la camara de flujo laminar, indispensable para el cultivo celular.
Este equipo no pudo ser reparado hasta finales del 2008 debido a la necesidad de
importar los repuestos desde Europa.

3.4.3. Establecer el protocolo de crioconservacion de células epidérmicas in
vitro.

Estandarizacion de Cultivo y Crioconservacion de Fibroblastos 3T3

Se practicO el congelamiento y descongelamiento de fibroblastos de la linea
celular 3T3 segun los procedimientos ya establecidos. Sin embargo, dado que
durante todo el 2008 no se contd con la cdmara de flujo laminar, estos ensayos
fueron suspendidos durante este periodo. Sin embargo, se lograron almacenar 73
crioviales con células 3T3 criopreservadas con un promedio de 6-8 millones de
células por criovial con un costo aproximado de $400 cada criovial. Ademas,
durante noviembre y diciembre del 2008, luego de la reparacion de la camara de
flujo laminar, se realizaron pruebas de descongelamiento de 10 de estos crioviales
con células 3T3. Estas pruebas se realizaron siguiendo un protocolo distinto al
preestablecido (Informe Final 2005-2006) segun se describe a continuacion. En
cada prueba de descongelamiento se sacO un criovial del nitrdgeno liquido
rapidamente para evitar descongelamiento de las otras células. El vial
inmediatamente se coloc6é en un recipiente con hielo picado para trasladarlo al
laboratorio, donde se sumergié durante alrededor de un minuto en bafio de agua a
37°C hasta descongelar completamente. Una vez descongelado el criovial se agité
suavemente para homogenizar y se transfirié el contenido completo (1 ml) a una
botella de cultivo T25cm? con 9 ml de medio para fibroblastos (DMEM completo)
precalentado a 37°C. Los frascos fueron incubados a 37°C en una atmodsfera
hiameda con 5% de CO; realizando cambio de medio cada 3-4 dias y hasta
obtener un 70% de confluencia, momento en el que se realizaron pasajes segun
los protocolos ya normados (Informe Final 2005-2006) o se descartaron si luego
de dos semanas no se observé adhesion y crecimiento celular.

También se realizaron pruebas de crioconservacion de fibroblastos autélogos,
para lo cual se utilizaron células de una biopsia obtenida de una paciente que
padece de Lupus. Se almacenaron 10 crioviales con 1 millén de fibroblastos cada
uno, los cuales fueron luego de 6 meses descongelados para evaluar la
recuperacion celular

3.4.4. Validacion del trasplante clinico de células epidérmicas en pacientes
infantiles y adultos

A través de la Dra. Yaneth Prada, una de sus pacientes solicité al ITCR y a la
CCSS la aplicacion de los protocolos del LAINTEC en una Ulcera cronica debido a
su condicién de Lupus. Esta solicitud se bas6 en razones humanitarias, ya que la
paciente ha padecido su condicion por largo tiempo y su herida es incapacitante y
dolorosa. Asi, aunque aun no se cuenta con el permiso del CENDEISSS para
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aplicar los procedimientos del LAINTEC en humanos, se obtuvo un permiso
extraoficial para este caso por recomendacion del médico y solicitud directa del
paciente.

Mediante los formularios de “Registro de Ingreso de Pacientes Ulcerados” y por
medio de la informacién incluida en el expediente médico se registr6 en forma
privada los datos de la paciente que se encontraba en el HSJD. Al paciente se le
registraron todos los datos personales, se llen6é una ficha que fue disefiada para
cada paciente trasplantado en el proyecto. Lo médicos realizaron pruebas
especificas recomendadas por el personal médico que trabaja dentro de proyecto.

En el LAINTEC se establecio un cultivo primario de fibroblastos a partir de una
muestra de piel de la paciente segun los procedimientos mencionados
previamente. Una vez que se amplificaran los fibroblastos en por lo menos unos
20 millones de células se procediéo a coordinar con el HSJD para realizar el
trasplante en la sala de operaciones. A la paciente se le curd la Ulcera durante
quince dias antes y se le quitaron los antibioticos una semana antes del trasplante.
Un dia antes a la paciente se le colocé un suero (goteo) para lavar la herida antes
de la aplicacion de los fibroblastos.

Los fibroblastos de la paciente se resuspendieron durante la mafana en el
Laboratorio de Ing. de Tejidos del ITCR. Se procedio a contar los fibroblastos para
saber las cantidades que se iban a aplicar a al paciente. Se colocaron dos
millones de fibroblastos con suero pobre en plasma de la paciente en tubos
conicos con un volumen total de 1 ml. Esto se empacé y se rotul6 la hielera de
transporte con su respectivo protocolo de procedimiento establecido en el
Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del ITCR. Se coordind estrictamente los
tiempos de espera de la paciente y el tiempo que se duraria en transportar las
células, este proceso debe ser muy cuidadoso, no se puede retardar la espera de
la paciente ni de las células.

Una vez en sala de operaciones se procedié a preparar la paciente en condiciones
estériles dejando solo la herida expuesta. Mientras tanto, a cada vial de células se
le agrega 9 mililitros de plasma rico en plaquetas de la paciente donde fue
preparado por el Laboratorio de Hematologia del Hospital. A estos se le agregaron
0.6 ml de gluconato de calcio y posteriormente 0.4 ml de trombina (protocolo
establecido en el ITCR). Cada gel aplicado al paciente se sostuvo con gasa
vaselinizada y se continud con los protocolos de vendaje establecido del HSJD.

A la paciente se le midi6 la ulcera largo y ancho y se traté de caracterizar la
condicion de la ulcera. Se procedid a la aplicacion del gel en conjunto con los
asistentes en medicina y los médicos del proyecto (Dra. Yaneth Prada).
Posteriormente se procedié a colocar los vendajes de rutina para una Ulcera. Este
proceso se llevo a cabo cuatro veces mas (18 de diciembre, 27 de diciembre, 2 de
enero y 18 de enero del 2007-2008) con la misma y Unica paciente tratada al
momento.
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Procedimientos Hospitalarios

En conjunto con los médicos de cada uno de los hospitales se procedi6 a redactar
o afinar los documentos de los procedimientos que se aplicaran a los pacientes
que ingresen con quemaduras, ulceras o traumas (Anexo 6). En mdultiples
reuniones con los médicos del Hospital San Juan de Dios y el Hospital México se
logré6 conformar un documento que no existia. ElI HNN si contaba con un
documento; sin embargo, se revisé exhaustivamente y se logré afinar.

Célculo de costos por paciente

Se procedi6 a realizar los calculos de gastos por paciente tratado en cada uno de
los centros hospitalarios. Se tom6 como muestra a un paciente con 30 % de
guemadura en el Hospital Nacional de Nifios, a un paciente adulto con
quemaduras de un 30 % del Hospital San Juan de Dios y por ultimo a un paciente
con Uulcera crénica que al menos llevara de tratamiento hospitalario 3 afios. Por
otro lado de realiz6 un célculo de los costos que implicar cultivar piel dentro de las
instalaciones del ITCR. Esta informacion fue requerida para elaborar el documento
del CENDEISSS vy esté incluida dentro de los formularios AP-IV y AP-V (Anexo 7).
Para ejecutar esta accion se realizaron mdultiples reuniones con los especialistas
médicos. De esta manera se logré cuantificar todos y cada uno de los gastos
requeridos para atender a los pacientes, entre ellos estan: enfermeria,
medicamentos, comida, estancia, instrumentos desechables, salas de operacion y
curaciones, médicos (tiempo) etc. calculos de gastos por paciente tratado en cada
uno de los centros hospitalarios.

Documentos de CENDEISSS

Se termind de completar los documentos que se presentaron al Comité de Bioética
de la CCSS. La documentacion completa (Anexo 7) se entregd al CENDEISSS
para revision al finalizar el mes de Octubre del 2008 y para Diciembre de este afio
aun no se ha recibido noticia de los resultados en términos de la aprobacion de los
protocolos o de necesidad de correcciones.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Validacion de los protocolos de cultivo y produccidon de queratinocitos y
fibroblastos

Equipamiento del Laboratorio de Ingenieria en Tejidos (LAINTEC)

Se cuenta con tres areas de laboratorio equipadas que incluyen dos areas para
cultivo celular y un area comun para lavado y empaque de cristaleria y plasticos,
asi como para ubicacion del equipo de refrigeracion. También se cuenta con una
bodega para almacenamiento de materiales en general. Las tres areas de
laboratorio han sido acondicionadas para el cultivo celular, se mantienen bajo
estrictas condiciones de limpieza y todas las gavetas, cajas, muebles y equipos
han sido rotulados. Se mantiene un registro permanente de ingresos a los
laboratorios.

Figura 1. Area de lavado del Laboratorio de Ingenieria de Tejidos 2.

Los equipos de laboratorio se encuentran la mayoria en perfecto estado y
funcionamiento, excepto la camara de flujo laminar (desde enero 2008 hasta
finales de noviembre del 2008), el autoclave (octubre 2007-actualidad) y la
incubadora de CO, Binder (setiembre 2008-actualidad). Esto equipos presentan
desperfectos eléctricos que impiden su funcionamiento debido a una sobrecarga
eléctrica en el sistema del CIB. A todos los equipos se les realizé el mantenimiento
preventivo y se mantienen registros al dia de su uso y mantenimiento general o
técnico.

Preparacién de soluciones madre y medios de cultivo

Todos los reactivos se encuentran etiquetados, catalogados y se mantiene un
registro periddico de su uso y conservacidn. Se han preparado todas las
soluciones y medios de cultivo necesarios para el cultivo de células de piel.

Sistematizacion de Recuento de Células y Determinacién de la Viabilidad

Los procedimientos de ampliacién de crecimiento de fibroblastos autélogos se
realizaron con éxito para una de las biopsias recibidas (paciente con Lupus),
lograndose amplificar las células en promedio 15 dias después de recibir la
biopsia. Esto representé un resultado muy positivo debido a que la paciente de
origen de la biopsia padece Lupus, y por tanto es una condicibn negativa para
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obtener fibroblastos en tan poco tiempo; sin embargo, se logré contar con 25 cajas
T 125 con 8 millones de células cada una. Esto permitié realizar el primer
trasplante 15 dias después de recibir la biopsia. Se corroboraron cada de los
procedimientos ejecutados y desde el recibimiento de la biopsia hasta llevar el
cultivo al hospital. No se detectaron problemas de contaminacion ni de
deformidades de los fibroblastos autdlogos.

También se trabajo con una muestra de un paciente del Hospital México con 75
afos, fumador, con problemas de glicemia e hipertension. En este caso, se tuvo
problemas en la amplificacion de sus fibroblastos. Estos se amplificaron
lentamente, deformes y en un nimero muy deficiente no llegando a alcanzar ni
siquiera un millon de células por frasco T 125.

Cultivo de fibroblastos autdlogos

Se recibieron varias muestras de piel de pacientes de la Unidad de Quemados del
Hospital San Juan de Dios y del Hospital México, asi como del Departamento de
Dermatologia del Hospital Nacional de Nifios. La obtenciéon de la muestra se
ejecutdé mediante un procedimiento quirdrgico como la toma de una biopsia de piel
con bisturi cilindrico (punch) bajo anestesia local. Luego de la escision quirargica
se coloco la muestra en un recipiente estéril con medio DMEM con penicilina y
estreptomicina y se guardé a 4° C, para ser trasladado a las instalaciones del
ITCR, donde se establecieron cultivos primarios de fibroblastos a partir de las
muestras.

En las instalaciones del ITCR, se limpiaron las muestras con PBS y antibidtico, se
le quitdé la sangre, los vellos y la grasa. Posteriormente se procedié a ejecutar la
separacion de capas con los protocolos ya normados (procedimiento ya
establecido). Una vez adheridos los trocitos de piel en los frascos se cultivaron a
una atmésfera al 5% de CO, a 37°C y en un medio DMEM para fibroblastos
suplementado suero fetal bovino, L glutamina y antibiéticos. Se realizaron
subcultivos cada 4 dias hasta alcanzar una confluencia 70 % y asi evitar que
estos lleguen a estados maduros. A los cultivos se les cambié el medio dos veces
por semana. Para amplificar cada uno de los frascos, se les extrajo primero el
medio de cultivo y posteriormente se lavaron con PBS, luego se le quité el PBS
para agregar 3-4 ml de tripsina. Esta se dejé durante 3 a 4 minutos dentro de la
incubadora. Un vez que los fibroblastos se resuspendieron se neutralizé la tripsina
con medio DMEM vy suero fetal bovino. Se volvi6 agregar DMEM vy se llevo a la
centrifuga a 1200 rpm durante 10 minutos. Se le quitd el sobrenadante y se
procedi6 a contar las células vivas mediante tincion con Azul de Tripan para
proceder a separar la muestra en los diferentes frascos con un total de por lo
menos 1 x 10° células.

A cada caja con las células inmaduras se le agregé de nuevo DMEM con suero
fetal bovino y antibiotico, se colocaron en la incubadora a 5 % de CO, y a 37°C.
Las muestras de células se mantuvieron en cultivo hasta observar senescencia o
cambios morfolégicos. Estos procedimientos fueron realizados para practicar los
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protocolos de cultivo de fibroblastos y para esta biopsia se logrd realizar el
transplante de fibroblastos, tal como se describe mas adelante.

4.2. Optimizacion del protocolo de irradiacion de fibroblastos

Durante el 2007 se practicé el protocolo de irradiacion utilizando células de la linea
murina 3T3 asi como de cultivos secundarios de fibroblastos de pacientes,
siguiendo el procedimiento ya establecido (Informe Final VIE 2005-2006). Los
fibroblastos de muestras de biopsias de pacientes humanos fueron irradiados en
el Servicio de Radioterapia del Hospital San Juan de Dios, a donde se trasladaron
muestras de 15-50ml con una concentracion de al menos un millon de células por
mililitro de fibroblastos en suspension en medio de cultivo DMEM completo. Los
encargados de radioterapia calcularon el tiempo, intensidad y distancia de
irradiacion segun el grosor del recipiente contenedor (tubos Falcon de 15 o 50ml)
hasta irradiar la muestra con una dosis subletal. Las muestra fueron transportadas
de vuelta al ITCR, donde se cultivaron en frascos T25cm?y se evalué su viabilidad
y proliferacion. Al igual que en experiencias previas, se observo que las células
permanecen vivas en cultivo alrededor de 15 dias en promedio. Dado que el
CENDEISSS prohibio la irradiacion de células hasta no aprobar los procedimientos
de este proyecto y ademas debido al desperfecto de la camara de flujo laminar, se
detuvo estos ensayos hasta nuevo aviso.

4.3. Establecer el protocolo de crioconservacion de células epidérmicas in
Vvitro

El Laboratorio de Ingenieria de Tejidos cuenta con un almacenaje de 73 crioviales
con células 3T3 criopreservadas con un promedio de 6-8 millones de células por
criovial con un costo aproximado de $400 cada criovial. Los procedimientos de
criopreservacion de los fibroblastos 3T3 se encuentran sistematizados y han
permitido practicar y dominar las técnicas de recuento de células y determinacion
de la viabilidad celular. Sin embargo, el protocolo de descongelamiento debera ser
practicado y aun estandarizado, ya que de los 10 crioviales que fueron
descongelados durante este proyecto, s6lo uno de ellos permitié el cultivo celular
secundario exitoso de las células, mientras que todos los otros viales tuvieron que
ser descartados por falta 0 ausencia total de adhesion y proliferacién. Esto podria
deberse a que algunos de los crioviales fueron (por falta de recipientes)
almacenados en altas concentraciones superiores a las recomendadas, lo cual
puede haber dificultado que el criopreservante haya efectivamente protegido del
dafo por formacion de cristales de hielo a todas las células en el criovial, lo que
implica que muchas de las células pudieron ser destruidas durante el
congelamiento.

Ademas, en las pruebas de descongelamiento de fibroblastos autdlogos ninguno
de los crioviales permitié establecer el cultivo secundario de fibroblastos, siendo
gue en ningun caso se obtuvo adhesion celular. En este caso, se debe tener en
cuenta que las células proceden de una paciente que padece de Lupus, condicion
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que podria causar resultados negativos como este y que excluyen el caso para la
discusion de resultados.

4.4. Validacion del trasplante clinico de células epidérmicas en pacientes
infantiles y adultos

El expediente de la paciente permanece en el HSJD con los datos del trasplante.
La paciente padece la enfermedad Lupus y una de las consecuencias mayoritarias
de esta condicidn es la presencia de una ulcera en la pierna izquierda desde hace
doce afos con dolores intensos. La paciente se trataba con morfina para los
dolores causados por la Ulcera. La paciente no podia ser tratada con
queratinocitos ya que la Ulcera era muy profunda, lo que se pretendio era tratar de
estabilizar y de reducir la profundidad de la misma.

Primer trasplante

Las dimensiones de la Ulcera eran inicialmente de 17 x 18 cm con una profundidad
aproximada de un centimetro en el centro y los bordes se observaron levantados.
La coloracion mostrada por la Ulcera era roja sin caracteristicas de infeccién ni
areas necrosadas. En total la paciente recibié 10 millones de células en el area
afectada, las aplicaciones se realizaron por partes para retener el gel con la gasa
vaselinizada, de esta manera quedod retenida si perder fibroblastos. Las células se
dividieron en cuatro tractos para ser aplicadas individualmente dispersando el gel
por toda la superficie. La aplicacién no causa dolor al paciente, sin embargo se
debe tener cuidado de no tocar la Ulcera para evitar dolor (Fig. 2, 3y 4).

Figura. 2: Paciente con Ulcera en pierna izqiea, su longitud es de 18 cm y 17 cm de
ancho.

Una semana después se reportd que la paciente no tenia dolor en la Ulcera
después de doce afios de padecerla, este es un de los resultados mas valiosos del
tratamiento porque no se puede calcular el valor o costo de tratamiento en estos
términos. A partir de este momento la paciente se incorpora a las actividades
sociales y presentando una mejor calidad de vida.
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Figura 3. Preparacion del gel en sala de operaciones, fibroblastos con plasma rico en plagqueta mas
trombinay gluconato de calcio.

Figura 4. Gel preparado con los fibroblastos y aplicacién a la paciente.

Segundo Trasplante

En la segunda aplicacion se colocaron 15 millones de fibroblastos, los cuales
fueron repartidos en cinco aplicaciones. Se trabajo con plasma rico en plaquetas
en mayor concentracién, esto con el fin de obtener mayor gelificacién del plasmay
este pudiera retenerse con mayor facilidad (Fig. 5 y 6). Sin embargo, no se
recomienda debido a que no se distribuye en forma homogénea en la Ulcera y su
aplicacion se complica ya que tiende a formar grumos. Después de la primera
aplicacion la ulcera se observa menos profunda y la coloracibn negra a su
alrededor ha desaparecido, se reduce el tamafio de 16 cm x 17 cm. No existe
dolor en la paciente.
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Figura 5. Segunda curacion de la paciente, se observa el borde menos negro y la herida no tan
profunda como la primera vez.

Figura 6. Finalizacion del trasplante y se procede a cubrir la Ulcera con el protocolo establecido en el
HSJD.

Tercer trasplante

En el tercer trasplante se colocan 20 millones de fibroblastos, los cuales fueron
repartidos en cinco aplicaciones. Las células se prepararon con plasma rico en
plaquetas con la concentracion normal. La Ulcera presenta un avance significativo,
para este momento se observa claramente el borde de la tlcera bien formado. El
color es bastante homogéneo, lo que da un aspecto de recuperacion excelente y
la profundidad se reduce notablemente. Se denota la formacion de una membrana
blancuzca de dermis bastante pareja (Fig. 7 y 8). La paciente continGa sin dolor y
continta incorporada a actividades sociales. El area de la Ulcera, se reduce 14 cm
x 16 cm.

B il _ [ ..
Figura 7. El color de la Glcera es homogéneo, la profundidad es menor y aparece un borde de
cicatrizacion.
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A 4
Figura 8. La aplicacién del gel se sostiene con la gaza vaselinizada en excelentes condiciones

Cuarto Trasplante

La paciente presenta un borde el la Ulcera bastante claro y desaparicion la
coloracién negra alrededor de la Ulcera significativamente. Se pude notar que se
redujo la profundidad y el gel se sostiene mejor (Fig. 9 y 10). La coloraciéon es
blanca con formacion de membranas abarcando mayor area que en la tercera
aplicacion. El area de la Ulcera alcanza 14 cm x 16cm.

i
T , 1 , ,
Figura 10. Ulcera con menor profundidad, y se observa el vendaje utilizado de rutina en pacientes que
presentan ulcera.

La paciente no se pudo seguir trasplantando debido a que present6 una crisis de
Lupus y por orden de los especialistas se suspendio todos los tratamientos debido
a la administracion de antibiéticos y otros medicamentos que no favorecian con el
avance del trasplante. Un mes después, se reporté que la paciente perdié todo el
tratamiento y que lamentablemente todavia se encontraba internada.
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Documentacion

Se calcularon los gastos por paciente tratado en cada uno de los centros
hospitalarios y el calculo de los costos para cultivar piel dentro de las instalaciones
del ITCR (documento del CENDEISSS, formularios AP-IV y AP-V, Anexo 7) .
También se completé la documentacion para presentar el proyecto para
aprobacion del Comité de Bioética de la CCSS. La documentacion completa
(Anexo 7) se entregd al CENDEISSS para revision al finalizar el mes de Octubre
del 2008 y para Diciembre de este afio aun no se ha recibido noticia de los
resultados en términos de la aprobacion de los protocolos o de necesidad de
correcciones.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Mediante el presente proyecto se logré alcanzar los siguientes puntos:

Se establecieron y optimizaron dos areas de cultivo celular, un area de
lavado, empacado y preparacién de medios y soluciones y una bodega, en
dos laboratorios con condiciones especiales para cultivo celular en el
Centro de Investigacion en Biotecnologia del Instituto Tecnoldgico de Costa
Rica, constituyéndose como el Unico laboratorio en la region
centroamericana con capacidad para suministrar material celular producido
mediante ingenieria de tejidos para el tratamiento de pacientes humanos
con lesiones en la piel.

Se optimiz6 el protocolo de cultivo primario y secundario de fibroblastos
humanos, asi como el cultivo secundario de fibroblastos murinos 3T3.

Se practicé el cultivo de queratinocitos utilizando medios definidos.
Se practicé el protocolo de irradiacion de fibroblastos murinos
Se establecid y optimiz6 el protocolo de crioconservacion de células 3T3.

Se continud con el fortalecimiento del equipo de trabajo interdisciplinario e
interinstitucional participante, incluyendo médicos, personal de enfermeria,
microbidlogos, bidlogos y biotecnélogos.

Se traté un Unico paciente bajo un permiso extraordinario de la CCSS con
los protocolos del ITCR, obteniéndose un éxito parcial. En este caso, se
logré cultivar células de la piel del paciente, expandirlas en el laboratorio
con éxito y transplantar fibroblastos aut6logos de vuelta al paciente en una
Glcera profunda en una pierna. Estas células mejoraron la condicion de la
herida al punto que el paciente indicé que por primera vez en 12 afios dejo
de sentir dolor y se pudo reincorporar a su vida cotidiana. Sin embargo,
dado que este paciente padece de Lupus, se debié suspender el
tratamiento por una crisis de esta enfermedad.

Se completé y se presentd al CENDEISSS la documentacién necesaria
para obtener la aprobacién de la CCSS para el tratamiento de pacientes
humanos con los protocolos del ITCR.

5.2. Recomendaciones

Contrataciébn de mas personal capacitado en el area de cultivo de tejidos
para suplir las necesidades de los laboratorios del ITCR.
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e Compra de nuevos equipos, especialmente otra camara de flujo laminar, y
otros, que permitan amortiguar tanto la carga de trabajo esperada como la
eventualidad de desperfectos en los equipos actuales.

e Contemplar a mediano plazo la posibilidad de ofrecer los protocolos del
LAINTEC a hospitales privados para el tratamiento de pacientes con
afecciones de la piel y a centros de cirugia reconstructiva.

e Ampliar el area logistica de investigacion y docencia en cultivo celular e
ingenieria de tejidos para sustentar académicamente el LAINTEC.
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ANEXOS

ANEXO 1

ETIQUETAS DE ROTULACION DEL LABORATORIO
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ANEXO 2
MANUALES DE OPERACION DE EQUIPOS

MO-EQ-(X). Manual de Operacion de Equipo - Niumero Equipo

Los manuales de operacién ML-EQ-01 (Camara de Flujo Laminar Telstar), ML-EQ-02 (Incubadora
de CO, BINDER), ML-EQ-03 (Centrifuga Accuspin) y ML-EQ-12 (Autoclave) se mantuvieron
iguales que en la previa realizacion (Informe Final 2005-2006), pero se les asignaron nuevos
cédigos de rotulaciéon segun los numeros de cédigos de equipos. El resto de los manuales
elaborados durante el presente proyecto se incluyen a continuacion.

Cadigo: ML - EQ) - 04 Fecha Emizidn: Nov/08

i Préimima Eevisidn: Nov/09
“Baiio Maria Cole-Farmer

N® de Revizion: 1

1. Objetivo
Establecer los lineamientos a seguir en cuanto a instrucciones de instalacion e ingreso de datos del
Bafio Maria Cole-Parmer.

2. Alcance
Este documento rige para el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Instituto Tecnol6gico de Costa
Rica, del Centro de Investigacion en Biotecnologia.

3. Responsables
Es responsabilidad del coordinador del laboratorio velar porque este manual operativo sea aplicado
de la forma correcta y que esté al alcance de todas las personas que laboran en el laboratorio.

4. Localizacion
Situar el aparato en un mesa estable que esté nivelada en un &rea libre de humedad, polvo y
variaciones de temperatura ambientales, mantenerla alejada de fuentes de calor y aire
acondicionado.

5. Llenado de liquidos

Llenar el bafio hasta una pulgada del borde superior del mismo luego de que las muestras sean
colocadas en el bafio. Para asegurar de una lectura correcta de la temperatura, no debe ser menor de
dos pulgadas del fondo del bafio. El uso del bafio sin algun fluido no la va a dafiar, pero puede
causar decoloracién del tanque y no va a brindar informacion correcta temperatura. EI uso de agua
destilada es preferencial, sin embargo una variedad de fluidos pueden ser utilizados dependiendo de
la aplicacion. El fluido tiene que ser compatible con series de acero inoxidable 300. Si se utilizara
agua, se le pueden afiadir unas cuantas gotas de Lab Algicide para evitar la formacion de algas.

Los siguientes fluidos no se recomiendan:

=  Flamables
= Agua demonizada
= Cloro

= Anticongelantes automovilisticos con aditivos

= Soluciones fotograficas

= Soluciones concentradas de acidos o bases

= Ningun &cido con la m&s minima concentracién de: cloruro, fluoruro, sulfuro o sales de
cromo

= Nota: vapores de soluciones acidas pueden causar corrosion al tanque
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6. Operacion
1. Llene el tanque con el nivel del fluido apropiado (no méas de una pulgada del borde superior
y no menos de 2 pulgadas del fondo del tanque)
2. Presione el boton de poder del panel de control. Se observard una pequefia luz en el set.
Después de 10 segundos, la temperatura actual se observara en la pantalla

6.1. Notas de operacion

Para optimos resultados mantener el nivel del fluido estable durante el periodo de operacidn,
adicionando fluido como sea necesario. Adicionar el fluido a una temperatura similar a la que se
encuentra en el bafio. Use la tapa del bafio y/o balones plasticos huecos flotantes para ayudar a
prevenir la perdida de calor y vapor. Esta unidad es disefiada solo para uso bajo techo, con una
temperatura ambiente entre 4 °C a 35 °C (95 °F), y una humedad relativa no superior a 75%.

Codigo: ML - EQ - 05 Fecha Emizidn: Nov/08

Prémima Eevizsidn: Nov/09

“pHmetro inolLab pH 730 WTW”

™ de Revizion: 1

1. Objetivo
Estableces los lineamientos a seguir en cuanto a instrucciones de instalacion y uso del medidor de
pH inoLab pH 730, WTW.

2. Alcance
Este documento rige para el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos Del Instituto Tecnol6gico de
Costa Rica, del Centro de Investigacion en Biotecnologia.

3. Responsables
Es responsabilidad del coordinador del laboratorio velar porque este manual operativo sea aplicado
de la forma correcta y que esté al alcance de de todas las personas que laboran en el laboratorio

4. Informacion Técnica de Operacion

Aspectos Especificacion
Condiciones Ambientales Para uso en mtfenores. -
Humedad relativa maxima: < 75%
Temperatura Ambiental Permitida | De 0 °C a 55 °C
H -2,000 a +19,999
P -2,00 a +19,99
Rangos y mediciones de pH -999,9 a +999,9
U (mV) -1999 a +1999
T[C] -5,0a +105,0
pH (= 2 unidades pH alrededor | + 0,005 a 15°C - 35°C
del punto de calibracion) +0,01
+0,3a15°C-35°C
U [mV] £01
Exactitud (z 1 digito) NTC 30: +0,1
PT 1000:
T[°C] +0,5a0°C-15°C
+0,1a15°C-35°C
+1a35°C-55°C
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Conexiones eléctricas

Voltaje 100 - 240V
Frecuencia 50 - 60 Hz
Energia de salida 15A
Corriente Nominal 400 mA

5. Precauciones

Si se cambia la ubicacion del aparato de un ambiente célido a un ambiente frio, pueden
producirse desperfectos por condensacion de la humedad del aire. En estos casos, esperar
gue la temperatura del aparato se iguale a la nueva temperatura ambiental.

6. Operacion

6.1. Ajustar horay fecha.

O©CoOo N0 WN PP

. Presionar la tecla M y mantenerla oprimida.

. Presionar la tecla STO. En el visor aparece el test del visor.

. Presionar RUN ENTER hasta que la fecha en el visor parpadee intermitentemente.
. Mediante ¥ A ajustar la fecha del dia.

. Confirmar con RUN ENTER. En el visor parpadea la fecha (mes).

. Mediante A ¥ ajustar el mes.

. Confirmar con RUN ENTER. En el visor parpadea la fecha (afio).

. Mediante A ¥ ajustar el afio.

. Confirmar con RUN ENTER. En el visor parpadea la hora.

10. Mediante A V¥ ajustar la hora.

11. Confirmar con RUN ENTER. En el visor parpadea el minuto.

12. Mediante A V¥ ajustar el minuto.

13. Confirmar con RUN ENTER. El aparato cambia automéaticamente al modo de medicién de pH.

6.2. Actividades preparativas
Antes de comenzar las mediciones:

Conectar la sonda al medidor.

Temperar la solucion tamponada o la solucién de la muestra, 0 medir la temperatura
ambiental si la medicion se va a hacer sin sensor térmico.

Calibrar el medidor con la sonda o verificarlo.

Seleccionar el modo de medicién con M.

6.3. Sensor de temperatura

La medicion se puede hacer con o sin sensor térmico. En el display aparece TP cuando hay
conectado un sensor de temperatura.

El medidor de pH reconoce automaticamente el tipo del sensor térmico.

Para obtener mediciones reproducibles del valor de pH, la medicién de la temperatura es
obligatoria.

Si la medicion es efectuada sin sensor térmico determinar la temperatura ambiental sin un
termometro y ajustar el valor medido con A V.

Si se calibra sin sensor térmico, asignar igualmente por medio de ¥ A la temperatura de la
solucion tamponada.

6.4. Medir el valor de pH

Llevar a cabo las actividades preparativas.
Sumergir la sonda en el medio a ser medido.

48




o Presionar la tecla M hasta que en la indicacién del estado actual aparezca pH. En el display
aparece brevemente el valor de pH

6.5. AutoRead AR
Esta funcion verifica la estabilidad de la sefial de medicion.
1. Activar el modo de medicién pH con M.
2. Activar la funcién AR con RUN ENTER. En el display parpadea la indicacion AR hasta
que el valor medido se estabiliza. El valor es transferido a la impresora/interfase.
3. En caso dado, iniciar la siguiente medicion con AR mediante RUN ENTER.
4. Terminar la funcién AR con M.
La funcion AR puede ser interrumpida en todo momento con RUN ENTER, registrando el valor
actual.

6.6. Calibracion

Se debe calibrar el equipo a intervalos regulares, particularmente después de acoplar otra sonda o
cuando parpadee el simbolo del sensor cuando ya ha transcurrido el intervalo de calibracion o
cuando ha habido una interrupcion de la corriente eléctrica.

La calibracién puede ser realizada con 1-3 soluciones tamponadas (calibracion de un punto, de
punto doble o de punto triple). Para la calibracion de punto triple son determinados dos valores
independientes para la asimetria y la pendiente (ASY1/S1 y ASY2/Y2), en los dos rangos entre los
tres tampones seleccionados. En la medicion son empleados los valores de calibracion
correspondientes a cada rango.

6.6.1. Calibracion AutoCal TEC
Es una calibracion de punto doble o triple completamente automatica, adecuada para las soluciones
tamponadas de la WTW. EI medidor reconoce autométicamente las soluciones tamponadas.

6.6.2. Calibracion AutoCal DIN

Es una calibracion de punto doble o triple completamente automaética, adecuada para las soluciones
tampnadas programadas con valores fijos establecidas segun la norma DIN 19266. EI medidor
reconoce automaticamente las soluciones tamponadas.

6.6.3 Calibracién del ConCal
Es la calibracion del punto doble, convencional calibracién del punto doble, para dos soluciones
tamponadas libremente o bien, es la calibracién de un punto como método rapido.

6.6.4. Calibracion del AutoRead

Al calibrar con AutoCal TEC y AutoCal DIN la funcion AutoRead es activada automaticamente. La
medicion con AutoRead puede ser interrumpida con todo momento (siendo registrado el valor
actual), mediante el boton (RUN/ENTER).

6.6.5 Registro cronoldgico de la calibracion

Contiene los datos de la calibracién actual y estos se pueden extraer e imprimir. Para ello conecte la
impresora antes de iniciar la calibracién (el diodo luminoso Print verde se enciende)*. El registro es
impreso si la calibracién ha resultado valida.

6.6.6. Evaluacion de calibracion

Despueés de la calibracion, el medidor evalla automaticamente el estado actual. La asimetria y la
pendiente son evaluadas por separado. El valor mas malo de cada evaluacién es indicado en el
display.
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6.6.7. Actividades preparativas

1-
2-
3-
4-

conectar el medidor

conecta la sonda al medidor de pH

tener a disposicidn las soluciones tamponadas

temperar la soluciones y medir la temperatura actual si no se va usar el sensor térmico

6.6.8. Intervalo de calibracion

El simbolo parpadeante del sensor recuerda que se debe calibrar regularmente el sistema cuando
transcurre tiempo asignado al intervalo de calibracion (Int 3) el sensor comienza a parpadear para
mantener la exactitud del sistema calibrarlo cada vez que transcurra el intervalo de calibracion
(Ajustado 7 dias).

Para ajustar el intervalo de calibracion:

1-
2.
3-
4-
5-
6-
7-

Desconectar el medidor

Presionar M y mantenerlo oprimido

Presionar tecla de encendido y aparece el test del display.

Presionar la tecla (RUN/ENTER) hasta que aparezca Int3,

Con A V asignar el tiempo de lapso deseado hasta la proxima calibracion.
Confirmar con (RUN/ENTER)

Con (M) cambiar al modo de medicién

6.6.9. AutoCal TEC

En este procedimiento emplee 2 0 3 soluciones tamponadas técnicas de las WTW, en orden
ascendente o descendente (pH 2.00; 4.01; 7.00 0 10.01). La calibracion con un pH de 10.01 ha sido
optimizada técnicas de la WTW TEP 10 Trace y TPL 10 Trace. Otras soluciones tamponadas
pueden llevar una calibracion incorrecta. Nota: si se emplea sensor térmico, no hacer los pasos 2, 6

y 13.

Presionar la tecla (Cal) repetidas veces hasta que el display indique la funcién AutoCal
TEC.

En caso dado, asignar la temperatura de la solucion tamponada con A V.

Sumergir la sonda de pH en | aprimera solucién tamponada.

Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display parpadea la indicacion AR. En el display
aparece la tensién de la sonda (mV). En el momento en que el medidor reconoce un valor
estable, aparece Ct2.

Enjuagar nescrupulosamente la sonda con agua destilada.

En caso dado, asignar la temperatura de la segunda solucion tamponada con AV,

Surmegir la sonda de pH en la segunda solucién tamponada.

Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display parpadea la indicacion AR. En el display
aparece la tension de la sonda (mV). En el momento en que el medidor reconoce un valor
estable, se apaga la indicacion AR. El simbolo del sensor indica la valoracion de la sonda
después de la calibracion de punto doble. En el display aparece el valor de la pendiente
(mV/pH).

Nota: cuando la pendiente (SLO) es indicada en el display, se puede modificar la unidad de la
misma por mediode AV

O-

Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display aparece el valor de la simetria (mV/pH).

10- Volver al modo de medicién: presionar la tecla M o continuar con la calibracion en el punto

triple.

11- Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display aparece Ct3.
12- Enguagar la sonda con suficiente agua destilada.
13- En caso dado, asignar la temperatura de la tercera solucion tamponada con A V.
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14
15

16
17

Nota:

- Sumergir la sonda de pH en la tercera solucién tamponada.
- Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display parpadea la indiscacién AR. En el dispay

aparece la tension de la sonda (mV). En el momento en el que el medidor reconoce un valor
estable, se apaga la indicacion AR. El simbolo del sensor indica la valoracion de la sonda
después de la calibracion del punto triple. En el display aparece el valor de la pendiente
(mV/pH).

- Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display aparece el valor de la asimetria (mV/pH).
- Volver al modo de medicion: presionar la tecla M.

se puede interrumpir prematuramente la calibracién de punto triple con M. los valores de la

calibracion de punto doble para la pendiente y la asimetria son archivados en la memoria

6.6.10.

AutoCal DIN

Emplee 2 o0 3 soluciones tamponadas diferentes segun la norma DIN, en cualquier orden ascendente
o desendente. Nota: si se emplea sensor térmico, no hacer los pasos 2, 6y 13.

1.

2.
3.
4

o No g

Nota:
misma

9.

10.

11.
12.
13.
14.
15.

16
17

Nota:

Presionar la tecla (Cal) repetidas veces hasta que el display indique la funcion AutoCal
DIN.

En caso dado, asignar la temperatura de la solucion tamponada con A V.

Sumergir la sonda de pH en la primera solucién tamponada.

Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display parpadea la indicacion AR. En el display
aparece la tension de la sonda (mV). En el momento en que el medidor reconoce un valor
estable, aparece Ct2.

Enjuagar escrupulosamente la sonda con agua destilada.

En caso dado, asignar la temperatura de la segunda solucion tamponada con A V.

Surmegir la sonda de pH en la segunda solucién tamponada.

Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display parpadea la indicacién AR. En el display
aparece la tension de la sonda (mV). En el momento en que el medidor reconoce un valor
estable, se apaga la indicacion AR. El simbolo del sensor indica la valoracion de la sonda
después de la calibracion de punto doble. En el display aparece el valor de la pendiente
(mV/pH).

cuando la pendiente (SLO) es indicada en el display, se puede modificar la unidad de la
por medio de A V. La indicacion esta referida a la pendiente de Nerst de 58.2 mV/pH.

Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display aparece el valor de la simetria (mV/pH).
Volver al modo de medicion: presionar la tecla M o continuar con la calibracién en el punto
triple.

Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display aparece Cd3.

Enjuagar la sonda con suficiente agua destilada.

En caso dado, asignar la temperatura de la tercera soluciéon tamponada con A V.

Sumergir la sonda de pH en la tercera solucion tamponada.

Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display parpadea la indiscacion AR. En el dispay
aparece la tension de la sonda (mV). En el momento en el que el medidor reconoce un valor
estable, se apaga la indicacion AR. El simbolo del sensor indica la valoracion de la sonda
después de la calibracion del punto triple. En el display aparece el valor de la pendiente
(mV/pH).

. Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display aparece el valor de la asimetria (mV/pH).

. Volver al modo de medicién: presionar la tecla M.

se puede interrumpir prematuramente la calibracién de punto triple con M. los valores de la

calibracion de punto doble para la pendiente y la asimetria son archivados en la memoria
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6.6.11. ConCal

En este punto emplee dos soluciones tamponadas.
e pH:7.0+0.5
e Cualquier otra solucién

Nota: si se emplea sensor térmico, no hacer los pasos 2,y 9.

Presionar la tecla (Cal) repetidas veces hasta que el display indique la funcién ConCal.

En caso dado, asignar la temperatura de la solucion tamponada con A V.

Sumergir la sonda de pH en la primera solucion tamponada pH 7.0 £ 0.5.

Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display parpadea la indicacion AR. En el display

aparece el valor de pH.

5. Asignar el pH nominal de la solucién tamponada (a la temperatura actual), mediante las
teclas A V.

6. Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display aparece el valor de la simetria (mV) y el
simbolo del sensor.

7. Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display aparece SLO (pe).

8. enjuagar escrupulosamente la sonda con agua destilada.

9. Encaso dado, asignar la temperatura de la solucion tamponada con A V.

10. Sumergir la sonda de pH en la segunda solucion tamponada.

11. Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display aparece el segundo valor de pH.

12. Asignar el pH nominal de la segunda solucién tampoanda (a la temperatura actual),
mediante las teclas.

13. Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display aparece el valor de la pendiente

(mV/pH). El simbolo del sensor indica la valoracién de la sonda después de la

calibracion del punto doble.

poODNDE

Nota: cuando la pendiente (SLO) es indicada en el display, se puede modificar la unidad de la
misma por medio de A V. La indicacion esta referida a la pendiente de Nerst de 58.2 mV/pH.

14. Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display aparece nuevamente el valor de la
asimetria (mV/pH).
15. Volver al modo de medicion: presionar la tecla (M)

6.6.12. Calibracion de un punto

Se puede emplear cualquir solucién tamponada. La calibracion serd tanto mas exacta, tanto mas
cercano se encuentre el valor de pH de la solucion de medicion. Con esta calibracion es
determinada unicamente la asimetria de la sonda. La pendiente establecida con la Gltima calibracion
de punto doble permanece invariable. Nota: si se emplea un sensor térmico el paso 2 es innecesario.
La informacion TP en el display indica que la medicién de la temperatura esta activa.

1- Presionar la tecla CAL repetidas veces hasta que aparezca la funcién ConCal

2- En caso dado, asignar la temperatura de la solucion tamponada con A V.

3- Sumergir la sonda del pH en la solucién tamponada.

4- Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display aparece el valor del pH.

5- Asignar el pH nominal de la solucién tamponda (a la temperatura actual), mediante las
teclas A V.

6- Presionar la tecla RUN/ENTER. En el display aparece el valor de la asimetria (mV) y el
simbolo del sensor, para evaluar la sonda.

7- Volver al modo de medicidn: Presionar la tecla M
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6.7. Archivar en la memoria
El medidor de pH dispone de una memoria interna para el almacenamiento de datos. La capacidad
de la memoria alcanza para archivar 800 datos conjuntos. Cada conjunto de datos contiene la
siguiente informacién:
e Posicion de almacenamiento
Fecha/hora
Valor medido
Temperatura
Procediemiento de medicion de temperatura
No. De identificacion.

Hay 2 maneras de transferir los valores medidos (los conjuntos de datos) a la memoria:
e Archivar en la memoria manualmente
e Conectar AutoStore (Int 1)

6.7.1 Archivar en la memoria manualmente

1-Presionar la tecla STO. En el display aparece el nimero corrido de la siguiente posicion
disponible para el almacenamiento en la memoria.

2- Confirmar con RUN/ENTER. El display cambia a la funcién de entrada del No. De
identificacion.

3- Con A Ventra el No. de identificacion (1-999).

4- Confirmar con RUN/ENTER. El medidor cambia automéaticamente al modo de medicién.

Nota: StoFull aparece en el diaplay cuando la memoria esta llena.

Se cuentan con las siguientes alternativas:

Archivar en la memoria el valor medido. El valor medido mas antiguo en la | Presionar

memoria es sobreescrito RUN/ENTER

Volver al modo de medicion sin archivar en la memoria Presionar cualquier
tecla

Llamar los datos archivados en memoria Mas adelante

Borrar los datos archivados en la memoria Mas adelante

6.7.2. Conectar AutoStore (Int 1)
El intervalo de almacenamiento (Int 1) determina el periodo de tiempo que debe transcurrir entre
dos almacenamientos automaticos. Después que ha transcurrido el intervalo asignado

Cadigo: ML - EQ - 06 Fecha Emizidn: Nov/08

Prozima Eevizidn: Nov/i09
“Balanza Analitica Adventurer SL

IM* de Eewizidn: 1

1. Objetivo
Establecer los lineamientos a seguir en cuanto a instrucciones de instalacion y uso de la balanza
analitica.

2. Alcance

Este documento rige para el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos Del Instituto Tecnol6gico de
Costa Rica, del Centro de Investigacion en Biotecnologia.
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3. Responsables
Es responsabilidad del coordinador del laboratorio velar porque este manual operativo sea aplicado
de la forma correcta y que esté al alcance de de todas las personas que laboran en el laboratorio.

4. Informacion Técnica de Operacion
Aspectos Especificacion
Para uso en interiores.

Humedad relativa maxima: 15% a 80% a 31°C sin
condensacion, disminuyendo linealmente a 50% a 40°C

Temperatura Ambiental
Permitida De 5°C a 40°C

Conexiones eléctricas Frecuencia 50/60 Hz

5. Precauciones
e Utilizar s6lo en ambientes secos.
e Los materiales a pesar nunca deben lanzarse con demasiada fuerza sobre la plataforma de
pesado.
o No deje caer cargas sobre la plataforma
e Colocar balanza sobre superficies firmes y planas sin vibraciones ni fuentes de calor

6. Nivelacion de la balanza

Antes de utilizar la balanza las patas deban ajustarse de tal forma que la bascula esta nivelada con la
superficie. Esto permitira un pesaje exacto. Se vera un indicador de nivel de burbuja en una pequefia
ventana redonda en el frente de la balanza. Nivele la balanza ajustando las patas de nivelacion de tal
forma que la burbuja quede centrada en el circulo.

7. Modalidades de aplicacion

Ver las secciones 3.1 y 3.2 del manual de instrucciones original de este equipo para observar la
vista general de los controles y funciones en pantalla, asi como los botones de control de funciones.
Ver la seccion 3.4 para ver la estructura del Menu y la navegacion del mismo.

7.1. Entrar al menu: con la balanza apagada, mantenga pulsado YES hasta que parezca MENU.

7.2. Seleccion de un submena: pulsar YES en las opciones del menl visualizado o No para
continuar al siguiente item del mend.

7.3. Opciones de configuracion: dentro de cada submen( pulsar YES para seleccionar o NO para
continuar a la siguiente opcion de configuracion.

7.4. Salir del menu: cuando el submend END sea visualizado, pulsar YES.

7.5. Modalidad de pesaje. Se utiliza para determinar el peso utilizando una unidad seleccionada de
medida. La balanza s6lo pesara en gramos hasta que otras unidades de medida sean configuradas.

Para acceder a la modalidad de pesaje, mantenga pulsado MODE hasta que la pantalla muestre
WEIGH. Pulse ZERO para poner en cero la balanza. Coloque en el plato los objetos que va a pesar.

7.6. Modalidad de recuento. Utilice la modalidad de recuento para contar partes de peso uniforme.
Para acceder a la modalidad de Recuento pulse MODE hasta que la pantalla muestre COUNT.
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7.6.1. Establezca el peso promedio de una pieza (APW)

Cada vez que se vaya a contar un nuevo tipo de parte, el peso promedio de una pieza debe
establecerse utilizando una pequefia cantidad de piezas. EI APW es guardado en la memoria hasta
que sea reemplazado por un APW nuevo. Si ya se ha establecido un APW, aparece Clear APW
(CLR.APW)

Pulse NO para utilizar el APW guardado previamente. De otra forma, pulse YES para establecer
uno nuevo. La pantalla indica el nimero de piezas a ser utilizadas. Pulse NO hasta que se muestre el
tamafio de muestra deseado. Cologue el nimero de piezas y pulse YES para establecer y visualizar
el APW nuevo.

7.6.2. Recuento
Cuando esté viendo el indicar de piezas (PC), colocar en el plato la cantidad de piezas a ser contada.

7.6.3. Optimizacién de APW

Ya que el peso de cada pieza varia ligeramente, puede utilizarse la optimizacion APW para
incrementar la exactitud del recuento. La optimizacién del APW ajusta automaticamente el peso
promedio de la pieza cuando un tamafio de muestra ebtre una y tres veces mayor que el tamafio de
muestra original es colocado sobre el plato. La pantalla muestra APW.OPT cada vez que es
optimizado el APW automaticamente.

7.7. Modalidad de porcentaje. Se usa para medir el peso de una muestra como porcentaje de un
peso de referencia. Para acceder a esta modalidad pulse MODE hasta que en la pantalla aparezca la
palabra PERCENT.

7.7.1. Establecimiento de un peso de referencia

Cada vez que una muestra nueva es utilizada como el 100% de referencia debe establecerse un peso
de referencia nuevo. Aparece la opcion CLEAR REFERENCE (CLR.REF). Pulse NO para utilizar
el peso de referencia guardado o YES para establecer uno nuevo. Para establecer el peso de
referencia, coloque una carga en el plato. Pulse YES para aceptar y mostrar el peso.

7.7.2. Pesaje porcentual

Retire el peso de referencia y coloque la carga en el plato. El peso de cada carga nueva es mostrado
como un porcentaje del peso de referencia.

8. Opciones de Configuracion de la Balanza

8.1. Calibracion. La calibracion puede ser llevada a cabo de dos formas: calibracién de extensién o
calibracion de linealidad.

8.1.1. Calibracion de extensidn.

Este método debe utilizarse cada vez que la balanza sea utilizada por primera vez y cada vez que
sea movida a una nueva ubicacion

Entre al mend de calibracion. Una vez alli al visualizar SPAN, pulse YES para iniciar la calibracion
de extension. La pantalla brilla intermitentemente mientras toma la lectura cero. La pantalla muestra
el peso maximo para esa balanza en especifico. Coloque la masa de calibracién en el plato y
presiones YES. Cuando la calibracién estd completa se visualiza DONE, entonces retire el peso del
plato.
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8.1.2. Calibracion de linealidad

Esta es requerida si las pruebas muestran que el error de linealidad excede la tolerancia de
linealidad en la tabla de especificacion.

Ingrese al submend de calibracion. Al visualizar SPAN pulse NO para visualizar LINEAR, pulse
YES para iniciar la calibracion. La pantalla brilla intermitentemente mientras toma la lectura de
cero. La pantalla muestra intermitentemente el valor del peso en le punto medio para la calibracion.
Coloque la masa en el plato y pulse YES para calibrar. La pantalla muestra BUSY. Cuando la
calibracion esta completa muestra DONE. Retire la masa.

8.2. Configuracién. Encienda la balanza y seleccione la opcion SETUP.

8.2.1. Ajuste de cero automatico

Mantiene a la balanza en cero a pesar de los cambios ambientales. Pulse YES en la opcion AZSM
(mecanismo automatico de ajuste a cero), para ajustar esta opcién. La opcion por defeco es SET 1d
(d: divisiones de legibilidad). Pulse YES para aceptar la configuracion y vaya al ment FILTER.

8.2.2. Filtro

Se utiliza para igualar el nivel de filtrado con el ambiente de la balanza.

Utilice al opcion de configuracion bajo (SET LOW) cuando las alteraciones ambiéntales no estén
presentes. Utilice la opcién de configuracion medio (SET MED) para ambientes normales y la
opcion SET HIGH cuando estén presentes vibraciones o corrientes de aire.

8.2.3. Apagado automatico.

Es utilizado para establecer el intervalo para el apagado automatico como sigue:
SET OFF = siempre encendida

SET1= apagada después de un minuto

SET2= apagada después de dos minutos

SET5 = apagada después de cinco minutos.

8.2.4. Reinicio global.

Es utilizado para reiniciar todas las opciones de configuracion. Cuando se visualice END SET,
pulse YES para ingresar. Cuando visualice RESET, pulse YES para reiniciar la balanza o pulse
NO para abortar.

8.2.5. Reinicio global.

Pulse YES cuando visualice END SET para salir del subment de configuraciones, o pulse NO para
regresar al primer item del menu en el subment de configuracion.

9. Cambios de unidades

Acceder al subment UNIT. La unidad es indicada por un pequefio carécter contiguo a la unidad en
la pantalla. Pulse NO para ver la siguiente unidad de medida. Cuando aparezca la unidad deseada,
pulse YES. Se pueden ingresar unidades personalizadas.

9.1. Unidades T (Tael, Tical, Tola). Cuando se visualice t, pulse YES para visualizar la opcion de

configuracion de la unidad T. Solo puede habilitarse una Unidad T a la vez. Pulse No hasta la
opcion deseada. Pulse YES para aceptar la opcion y regresar al submenu de configuraciones.
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9.2. Unidades M (Momme, Meshgal). Cuando se visualice UNIT, , pulse YES para visualizar la
opcidn de configuracion de la unidad M. Solo puede habilitarse una Unidad M a la vez. Pulse No
hasta la opcién deseada. Pulse YES para aceptar la opcion y regresar al subment de
configuraciones.

9.3. Unidades Personalizadas. Se utiliza para crear una unidad de medida no incluida en la
balanza y visualizar la s mediciones de peso en esta unidad. Antes de utilizarla, debe estar SET ON
en el submenu de unidades. La unidad personalizada esta definida por un factor de conversion y un
digito significativo menor (LSD). El factor de conversion es creado ingresando un factor y un
exponente E del peso en gramos, de acuerdo con la formula: Unidad personalizada = Factor x
10E gramos. La balanza utilizara esto pata convertir gramos en una unidad de medida
personalizada. El factor es un valor desde 0.1000000 hasta 1.999999. el exponente mueve el punto
decimal a la derecha o a la izquierda. El digito significativo menor (LSD) es el valor por el cual el
peso visualizado es incrementado o disminuido.

Para crear una unidad personalizada pulse YES cuando se visualice UNIT c. Esto visualizara el
factor. Las variables para definir una unidad personalizada aparecen una vez en el siguiente orden:
FACTOR, E y LSD, seguido por END UNIT.

9.3.1. Establecimiento del factor
Cuando aparezca FACTOR, pulse YES para visualizar. Pulse NO para pasar a la siguiente variable

(E).

Para editar el factor, cuando este es visualizado, el primer digito aparece intermitentemente. Pulse
YES para aceptar o NO para visualizar el siguiente valor de incremento. Pulse YES para aceptar el
valor deseado, lo que activara el siguiente digito. Pulse NO para cambiar o YES para aceptar. Para
aceptar el valor de manera general, cada digito debe ser aceptado aunque no se haya cambiado.
Cuando todos han sido aceptados, el nuevo factor aparece intermitentemente en la pantalla. Pulse
YES para aceptar este factor y visualizar el exponente.

9.3.2. Establecimiento del exponente

Cuando aparezca E en la pantalla, pulse YES para editar. Pulse No para pasar a la siguiente variable
(LSD). El primer exponente aparece intermitente en la pantalla. Pulse NO para pasar de una opcion
aotray YES para seleccionar la deseada.

9.3.3. Establecimiento del LSD

Cuando se visualice LSDc, pulse YES para ver las opciones. Pulse NO para pasar de una opcion a
otray YES para seleccionar la deseada.

9.3.4. Fin de unidades
Cuando se visualice END UNIT pulse YES para salir o NO para regresar al primer item del mend.

10. Pesaje por abajo

La balanza tiene un gancho para pesaje por abajo localizado en una abertura debajo de la balanza.
Retire la alimentacion eléctrica y la cubierta protectora de la abertura de pesaje por abajo. Coloque
la balanza sobre una plataforma y utilice un hilo o cordel para sujetar los articulos que seran
pesados.

11. Limpieza

Utilizar un pafio suave humedecido con agua y un detergente suave. No permita que liquidos entren
en la balanza. No limpiar con quimicos abrasivos.
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12. Solucion de problemas
Ver codigos de error en la seccidn 4.3 del manual de Instrucciones original de este equipo.

Codigo: ML - E(} - 08 Fecha Emisién: Nov/i08

Prézima Bevision: Nov/09

B . N .
Plantilla eléctrica Cornne

IN® de RBevisién: 1

1. Objetivo

Establecer los lineamientos a seguir en cuanto a informacion técnica, procedimientos y
consideraciones de seguridad de operacién, asi como mantenimiento y cuidados de la Plantilla
electrica Corning.

2. Alcance
Es documento rige para el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Instituto Tecnol6gico de Costa
Rica, del Centro de Investigacion en Biotecnologia.

3. Responsables
Es responsabilidad del coordinador del laboratorio velar porque este manual operativo sea aplicado
de la forma correcta y que esté al alcance de todas las personas que laboran en el laboratorio.

5. Informacién Técnica de Operacion
6.

Aspectos Especificacion
Para uso en interiores.

Humedad relativa maxima: 80% a 31 °C (88°F)
40% a 40 °C

Temperatura Ambiental Permitida | De 0 °C a 40 °C
Por lo menos a 12°’de las paredes, 48 del cielorraso y 12”

Posicion - ; . .
entre plantillas si se usa mas de un equipo.
Voltaje 100 V
. . Frecuencia 60 Hz
Conexiones eléctricas - -
Corriente Nominal 2.8 A
Consumo de energia 280 W

5. Procedimientos de Operacion

5.1. Procedimiento de calentamiento

Llene el recipiente con la solucion, cologue la barra magnética y coloque en el centro del plato
principal. Conecte el equipo, verd la luz verde encenderse.

Ajuste la perilla del reloj segin el tiempo que necesite. La luz &mbar de la izquierda se va a
iluminar. La luz del indicador se va a iluminar y se mantendra cuando la temperatura alcance los
60°C. Cuando se apague el equipo el indicador va a parpadear hasta que el plato alcance una
temperatura menor a los 60°C.
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Cuadro I. Ajuste de la temperatura segun la perilla controladora de temperatura.

Nivel Temperatura de ajuste (°F) Temperatura de ajuste (°C)
0 OFF OFF

1-2 77 25

3 194 90

4 338 170

5 446 230

6 572 300

7 770 410

8 860 460

9-10 896 480

Nota: Estas temperaturas dependen del ajuste y voltaje dadas.

5.2. Procedimiento de Agitacion

Llene el recipiente con la solucion y coloque la barra magnética proveida y coloque en el centro del
plato. Conecte el equipo, vera la luz verde encenderse. Ajuste la perilla segun necesite en sentido de
las manecillas del reloj. La luz &mbar izquierda se va a iluminar.

Cuadro I1. Ajuste de la temperatura segun perilla de agitacion.

Nivel Velocidad de agitacion
(RPM)
OFF
60

100
155
250
380
550
870
1100

LOCD\ICDU'I-POOIIAO
N

N
o

Nota: Las RPM (revoluciones por minuto) arriba mostradas son tomadas con un beaker PIREX de
600mL con 400mL de agua en un cuarto con temperatura controlada. Las velocidades dependeran
del ajuste y voltaje aplicados

6. Precauciones

e Siempre utilice anteojos de seguridad y proteccion general apropiada cuando opere este
equipo.

e Mantenga el plato de la plantilla siempre limpio. Utilice limpiador no abrasivo. Los
derrames pueden dafiar el equipo. En caso de derrame desconecte el equipo y limpie
rdpidamente. Si el plato principal se dafia reemplécelo inmediatamente segun las
instrucciones y equipo proveido por el fabricante.

e No sumerja el equipo para limpiarlo.

¢ No caliente ni agite sustancias volatiles.

¢ No utilice recipientes de metal, de vidrio pesado ni fibra de vidrio en el plato de
calentamiento.

¢ No modifique o sustituya la unidad de conexién eléctrica.
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7. Mantenimiento
En caso de notar desprendimiento de la cubierta metalica del plato, reemplécela inmediatamente. Si
el corddn del equipo se dafia reemplacelo inmediatamente.

7.1. Mantenimiento Preventivo.

e Desconecte el quipo antes de llevar a cabo cualquier operacion de mantenimiento.

e Mantenga el plato limpio. Desconecte la unidad al limpiar y use limpiador no abrasivo.

e Limpie rapidamente cualquier derrame. Desconecte la unidad al limpiar y use limpiador no
abrasivo.

e Reemplace el plato si esta se dafia.
Mantenga siempre conectado el enchufe cuando no esté usando un controlador de
temperatura opcional.

Codigo: ML - EQ) — 09 Fecha Emisidn: Nov/08

Fréwima Fevizidn: Nov/i09

“Whcroondas LG MS-0944B

™ de Rewvision: 1

1. Objetivo
Establecer los lineamientos a seguir en cuanto a instrucciones de instalacién e ingreso de datos de la
Incubadora Binder CB.

2. Alcance
Es documento rige para el laboratorio de Biomateriales del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, del
Centro de Investigacion en Biotecnologia.

3. Responsables
Es responsabilidad del coordinador del laboratorio velar porque este manual operativo sea aplicado
de la forma correcta y que esté al alcance de todas las personas que laboran en el laboratorio. P

4. Precauciones

No operar con la puerta abierta

No colocar objetos entre la cara frontal del horno y la puerta

No permitir que se acumulen residuos en las superficies sellantes

No usar si la puerta esta torcida, hay dafios en bisagras o cerrojos o en sellos de puertas
Evitar usar recipientes de bordes rectos con cuello estrechos

4.1. Instrucciones de seguridad
= No encender el horno si esta vacio
= No utilizar recipientes de madera o metal
= No usar producto s de papel reciclado
= No lavar el tornamesa justo después de calentar ya que se puede romper
=  Si se observa humo apaga o desenchufe y mantenga la puerta cerrada para ahogar cualquier
llama
= No calentar liquidos en recipientes completamente sellados
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5. Especificaciones técnicas

Aspectos

Especificacion

Condiciones Ambientales

Para uso en interiores.

Humedad relativa maxima: 80%

Temperatura Ambiental Permitida | De 0 °C a 40 °C
Voltaje 120 V
Frecuencia 60 Hz
Conexiones eléctricas Energia de salida 850 W
Frecuencia de microondas 2450 MHz
Consumo de energia 1250 W

6. Procedimiento de limpieza

e Limpiar los derrames con un pafio himedo inmediatamente.

accidentalmente.

¢ No utilizar materiales abrasivos ni polvos de limpieza ni pafios de acero o plastico.

No utilizar detergentes asperos ni limpiadores abrasivos.
Limpiar el exterior con agua y detergente luego solo con agua y secar con un pafio suave.
Sin dejar que agua penetre los orificios de ventilacion.
Para limpiar el panel de control abrir la puerta para evitar que el horno se encienda

Codigo: ML — EQ) - 13

Fecha Emisidn: Nowv/08

“Estufa Memmeyt”

Présima Rewision: Nov/i09

H" de Bewvizidn: 1

1. Objetivo

Establecer los lineamientos a seguir en cuanto a informacion técnica, procedimientos y
consideraciones de seguridad de operacion, asi como mantenimiento y cuidados de la estufa

Memmert.

2. Alcance

Este documento rige para el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Instituto Tecnoldgico de Costa
Rica, del Centro de Investigacidn en Biotecnologia.

3. Responsables

Es responsabilidad del coordinador del laboratorio velar porque este manual operativo sea aplicado
de la forma correcta y que esté al alcance de todas las personas que laboran en el laboratorio.

4. Informacion Técnica de Operacion

Aspectos

Especificacion

Condiciones Ambientales

Para uso en interiores.

Elevacion méxima de 2000 msnm

Humedad relativa maxima: 80%

Temperatura Ambiental Permitida

De 5°C a40°C

Conexiones eléctricas

Voltaje

250 v

Especificacion del fusible del equipo

15 A
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5. Operacion

5.1. Primera puesta en servicio

Durante la primera puesta en servicio no se debe dejar el aparato sin vigilancia hasta que alcance el
estado de equilibrio. Vibraciones fuertes durante el transporte pueden provocar un desplazamiento
de las sondas de temperatura en los soportes de la camara de trabajo. En la primera puesta en
servicio hay que comprobar que las sondas de temperatura estén en su posicion correcta y en su
caso deslizarlas con cuidado en el soporte hacia delante o atras.

5.2. Carga

Han de observarse las propiedades fisicas y quimicas del material de carga (por eje: temperatura de
inflamabilidad etc.), ya que en caso contrario, pueden producirse dafios considerables (material de
carga, estufa, proximidades de la estufa). No es apropiado para el secado, vaporizacion, y secado al
horno de esmaltes o materias similares cuyos disolventes en combinacién con el aire puedan formar
mezclas explosivas. No deben generarse mezclas explosivas de gas/aire en el interior de la estufa ni
en proximidades de la misma. Una formacién fuerte de polvo o vapores agresivos en el interior y/o
proximidades en la estufa puede producir la formacion de sedimentos en el interior del aparto,
teniendo como consecuencias cortos circuitos y dafios electronicos, por lo tanto se deberan tomar
las medidas necesarias para evitar la formacion de polvo o vapores agresivos.

Para que quede garantizada una suficiente circulacion de aire en la cdmara de trabajo, el equipo no
debe cargarse excesivamente. No coloque material de carga sobre el suelo, paredes laterales o
debajo del techo de la cAmara de trabajo (aletas radiantes). Para garantizar una circulacién de aire
Optima, hay que introducir las bandejas de modo que entre la puerta, la bandeja y la pared posterior
queden huecos intermedios de aires uniformes.

Con cargas desfavorables (demasiado densas) y entrada maxima de aire fresco puede suceder que
en determinadas circunstancias la temperatura ajustada se alcance solo después de un periodo
prolongado.

5.3. Equipamiento eléctrico
e Tension de servicio (vease placa de identificacion) 50/60 herzios
e Clase de proteccion 1, es decir aislamiento del servicio con conexion de cable de proteccion
a tierra segun EN61010
e Grado de proteccion IP20 segiin DIN EN 60529
e Grado de proteccién de interferencias segiin EN55011 clase B
e El regulador es protegido con un fusible fino 80 mA.

Este equipo esta fabricado para funcionar en una red eléctrica con una impedancia de sistema Zmax
como maximo de 0.292 ohmios en el punto de conexién (acometida).

5.4. Corte de corriente
Tras un corte de corriente, el servicio continuara con los pardmetros previamente ajustados.

5.5. Enchufar el equipo
Se enchufa el equipo apretando el mando giratorio pulsador.

5.6. Ajustar el cambio de aire

Moviendo la regleta de aire se abre y cierra la trampilla, ajustandose de esta manera la cantidad de
aire que entra 'y sale
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5.7. Ajustar la temperatura

Mantener presionada la tecla SET y ajstar con el mando giratorio pulsador la temperatura nominal
deseada, después de soltar la tecla SET el equipo siguen indicando de forma parpadeante, durante
corto rato, la temperatura nominal.

Después se indica la temperatura real del momento y el regulador empieza a calentar hasta alcanzar
la temperatura nominal.

5.8. Seleccion de los modos de servicio

Después de apretar la tecla SET durante unos 3 segundos aproximadamente, el modo de servicio
actual parpadea. Manteniendo presionada la tecla SET se puede seleccionar mediante el mando
giratorio pulsador el nuevo modo de servicio. Después de soltar la tecla SET, el regulador trabaja en
el nuevo modo de servicio.

Servicio normal

En este modo, el equipo funciona de manera permanente, calentando/regulando, la temperatura
nominal ajustada. En los equipos UFB/SFB, la turbina de aire también funciona permanentemente.
Ajustar la temperatura: manteniendo apretada la tecla SET, ajustar la temperatura nominal deseada
con el mando giratorio pulsador.

Después de soltar la tecla SET, el equipo sigue indicando durante un momento la temperatura
nominal de forma parpadeante. Después se indica la temperatura real del momento y el regulador
empieza a regular la temperatura nominal ajustada

Servicio de temporizador

En este modo, el equipo regula/caliente hasta alcanzar la temperatura ajustada, manteniéndola hasta
gue halla transcurrido el periodo de tiempo seleccionado. Durante ele servicio de temporizador el
simbolo de reloj parpadea. Después la calefaccion se desconecta mientras que la turbina de aire (en
modelos UFB/SFB) continua funcionando durante 30 minutos. En el indicador de la hora se indica
END.

El periodo de tiempo se puede poner, en cualquier momento, en OFF, el cual significa que la
calefaccion esta desconectada. El indicador de la hora avisa END.

El periodo de tiempo cuenta atras. En cualquier momento, se puede comprobar cuanto tiempo el
equipo tardara en desconectarse.

Ajustar la temperatura: girar el mando hacia la derecha hasta que parpadee la indicacion de la
temperatura. Mantener apretada la tecla SET, y al mismo tiempo ajustar la temperatura nominal
deseada con el mando giratorio pulsador. Después de soltar la tecla SET, el equipo sigue indicando
durante un momento la temperatura nominal de forma parpadeante. Después se indica la
temperatura real del momento y el regulador empieza a regular la temperatura nominal ajustada.
Ajustar temporizador: girar el mando hacia la izquierda hasta que parpadee la indicacion del
temporizador mantener apretada la tecla SET y ajusta con el mando el periodo de tiempo que sea
necesario para el proceso.

6. Vigilancia de la temperatura y dispositivos de proteccion

6.1. Limitador de temperatura (TB)

Todos los equipos de la serie B cuentan con un limitador mecénico de la temperatura (TB) clase de
proteccion 1 segun DIN12880. En el caso que fallara la unidad de proteccion contra
sobretemperatura durante el servicio, y que se excediera la temperatura méaxima (prefijada desde
fabrica) en unos 20 °C, el limitador de temperatura actuaria como Ultima medida de proteccion
desconectando la calefaccion. Se iluminaria el simbolo de alarma. <j>
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Como remediar la averia despueés de activarse el limitador de temperatura:
1- desenchufar el equipo y dejar enfriar
2- reparar (por ej: cambiar el sensor de temperatura) o su caso avisar al servicio técnico al
cliente
3- solo después de dejarlo enfriar y reparalo, se podra volver a utilizar el equipo

6.2. Relé de vigilancia.

Si se produce una averia durante el servicio o si se sobrepasa la temperatura nominal ajustada en 3
°C (equipos de la serie INB) o en 10 °C (equipos UNB/UFB/SNB/SFB), el relé de vigilancia, en un
servicio de emergencia mantiene la calefaccién regulada a estas temperaturas respectivas. El
simbolo de alarma parpadea

Como remediar la averia después de activarse el relé de vigilancia:
1- averiguar indicaciones de errores del regulador y en su caso, avisar al servicio técnico al cliente

7. Esterilizadores

7.1. Asignacion de los fines de uso
Los equipos SNB/SFB sirven para esterilizar materiales medicinales mediante calor seco debido al
aire caliente bajo presion atmosférica

7.2. Direcctivas para la esterilizacion

Para la esterilizacion por aire caliente existen diferentes normativas referentes a las temperaturas y
tiempos de esterilizacion, asi como del embalaje del producto a esterilizar. Los valores a elegir
dependen de la clase y naturaleza del producto a esterilizar asi como de los gérmenes a desactivar.
Por favor antes de efectuar los procesos de esterilizacion familiarizarse con el método de
esterilizacion preescrito para su aplicacién. En la siguiente tabla se indican algunos ejemplos para la
correcta preparacién de diversos instrumentos medicinales:

Carga Preparacion

Instrumentos sin soldadura blanca Insertar los instrumentos limpios envueltos
dos veces en papel aluminio o papel indicado
para esterilizacion en caliente

Instrumentos cortantes Insertar los instrumentos limpios envueltos
dos veces en papel aluminio o papel indicado
para esterilizacion en caliente

Jeringuillas sin plastico Insertar el émbolo y el cilindro por separado
envueltos dos veces en papel aluminio o papel
indicado para esterilizacion en caliente

Cristaleria Despiezar los recipientes limpios meterlos en
las bandejas, dejar enfriar lentamente

Frascos y similares deberan ser esterilizados con la abertura hacia abajo para evitar zonas de aire
frio. La temperatura de esterilizacion habitualmente recomendada es de 180 °C.

El tiempo de esterilizacion total a ajustar se compone del tiempo de calentamiento (es decir, el
periodo de tiempo necesario para alcanzar la temperatura deseada en la totalidad de la cAmara de
trabajo) y el tiempo de esterilizacién propio asi como del suplemento de seguridad. NOTA: VER
TABLA DEL MANUAL.

NOTA: Al esterilizar debera cerrar la trampilla de aire después de secado el material himedo.
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7.3. Cajas de esterilizacion

Las cajas de esterilizacion deberan colocarse preferiblemente en el aparato de modo que el aire
caliente pueda fluir sin impedimentos a través de las ranuras de aire. Introducir el material de
esterilizacion en las cajas de esterilizacion. Las ranuras de aire de la caja de esterilizacion deben
estar abiertas para la esterilizacion. A través de las apertura de las cajas de esterilizacion puede
introducirse un sensor de temperatura en el material de esterilizacién. Terminado el proceso de
esterilizacion las ranuras de aire deberan cerrarse desplazando el boton. De esta forma puede
conservarse el material esterilizado en la caja cerrada durante corto tiempo.

8. Limpieza

La limpieza periddica evita la formacion de restos que en efecto continuo pueden mermar el aspecto
de la camara interior de acero inoxidable como su funcionalidad.

Las superficies metélicas que hay en la estufa pueden limpiarse con productos de limpieza para
acero inoxidable corrientes en el comercio. Hay que cuidar de no introducir objetos oxidados o que
pueden oxidarse en contacto con la camara interior o la carcasa de acero inoxidable. Los sedimentos
de 6xido provocan la infeccidn del acero inoxidable.

Si a causa de los ensuciamientos se producen puntos de éxido en la superficie de la cAmara de
trabajo, éstos deben ser limpiados y pulidos de inmediato.

El panel de mando, los mddulos de servicio asi como otras partes de plastico de las estufas no deben
limpiarse con productos de limpieza que contengan disolventes o arena para fregar.

9. Mantenimiento

NOTA: Los trabajos en los cuales se abra la carcasa, solo podran ser efectuados por electricistas
autorizados.

Lubricar las piezas mdviles de la puerta (bisagras y cierre) una vez por afio (en servicio permanente
4 veces por afio) con una grasa fina de silicona y comprobar si las bisagras estan bien fijadas con
tornillos.

No se puede prescindir de un buen cierre de puerta en las estufas. El cierre estanco de la puerta
gueda garantizado de forma déptima por una junta de lado estufa y otra de lado puerta. En servicio
permanente puede producirse que se asiente el material flexible de las juntas. Con el fin de
garantizar a pesar de ello un cierre exacto de la puerta, sera en su caso preciso reajustarla.

e Tras soltar los dos tornillos en el lado superior o inferior de la puerta se puede desplazar
ligeramente la parte superior de la bisagra hacia fuera de la estufa.

e Tras soltar el tornillo prisionero, se puede reajustar la puerta girando el excéntrico con
desatornillador. Atencion: el tornillo prisionero va asegurado con pegamento y puede
soltarse bruscamente con llave hexagono interior de 2mm. Después, aplicar en el tornillo
prisionero pegamento de nuevo y reapretar .

La chapa de cierre puede reajustarse también tras soltar el tornillo en direccion hacia fuera. Hay que
cuidar que quede bien atornillado nuevamente la chapa de cierre.

10. Indicaciones de errores
E-0: Error durante la autocomprobacion
E-1: Elemento de conmutacion TRIAC defectuoso

E-2: Etapa de potencia defectuosa
E-3: Sensor de medicion PT100 defectuoso
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Cadigo: ML — EQ) - 14 Fecha Emizidn: Now/08

Prozima Fevizidn: Nov/09

“Manmal operative Congelador REVCO -70 °C”

M* de Eewizidn: 1

1. Objetivo
Establecer los lineamientos a seguir en cuanto a instrucciones generales, funcionamiento, mensajes
de error y mantenimiento del Congelador REVCO -70 °C.

2. Alcance
Es documento rige para el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos, del Centro de Investigacion en
Biotecnologia.

3. Responsables
Es responsabilidad del coordinador del laboratorio velar porque este manual operativo sea aplicado
de la forma correcta y que esté al alcance de todas las personas que laboran en el laboratorio.

4. Recomendaciones Generales del Congelador de -70 °C

El sistema de refrigeracion ha sido disefiado para mantener temperaturas ultrabajas con seguridad
en entornos con una temperatura ambiente de 32 °C (90 °F), sélo cuando el congelador se utiliza con
fines de almacenamiento.

Advertencia: Esta unidad no es un dispositivo de “congelacion rapida”. Congelar grandes
cantidades de liquido o elementos con un alto contenido de agua, aumentara de forma temporal la
temperatura de la cAmara y provocara que el compresor funciones durante mas tiempo. Si se intenta
utilizar este congelador de manera inadecuada puede ponerse en peligro la seguridad o causar
tension indebida o dafios a los compresores de refrigeracion.

Evite abrir la puerta durante largo tiempo ya que el aire de la cAmara escapara con rapidez. El aire
de la estancia, que posee un mayor contenido de humedad, reemplaza el aire de la cdmara y puede
provocar que aparezca escarcha en la cAmara rapidamente.

4.1. Carga inicial

Cuando cargue la unidad con materiales precongelados, el punto de ajuste de la temperatura de
funcionamiento del congelador no debera situarse por debajo de la temperatura del material
precongelado. La unidad deberd de funcionar a dicha temperatura durante 8 horas. El punto de
ajuste se bajara en tramos inferiores a 10 °C. Cada vez que realiza un ajuste de 10 °C, deje un
tiempo de estabilizacion de 8 horas. Repita este proceso hasta que alcance el punto de ajuste
deseado.

5. Instalacion

No sobrepase los indices de temperatura y potencia eléctricas que aparezcan en la placa situada en
la parte inferior del lado izquierdo de la unidad.

5.1. Ubicacion

Instale la unidad en una zona nivelada donde no se produzcan vibraciones. Ademas, debe de dejar
un espacio libre de al menos 15 cm por ambos lados, por la parte trasera y por la parte de arriba.
Deje suficiente espacio para poder abrir la puerta hasta alcanzar un &ngulo de al menos 90 °.

No situe el equipo a la luz directa del sol o cerca de difusores de calefaccion, radiadores ni otras
fuentes de calor. El rango de temperatura ambiente en la ubicacion tiene que estar entre 15y 32 °C.
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5.2. Cableado

Nota: Para la seguridad personal y el funcionamiento sin problemas, esta unidad tiene que estar
conectada a tierra correctamente antes de su uso.

Conecte siempre el congelador a un circuito dedicado(separado).

Cada congelador incorpora un cable y un enchufe de servicio disefiado para conectarlo a una toma
de corriente que suministre la tensidn adecuada. La tension de alimentacién debe estar comprendida
entre +10% y -5% de la tension nominal del congelador.

5.3. Nivelado

La unidad debera estar nivelada horizontal y verticalmente.

Los modelos verticales tienen patas de nivelacion ajustable situadas justo al lado de las ruedecillas
delanteras.

5.4. Funcionamiento de las puertas

Los congeladores verticales de REVCO vienen equipados con un avanzado montaje Cryolatch™
especialmente disefiado para los congeladores de ultrabaja temperatura.

Cuenta con las siguientes caracteristicas:

=  Se puede manejar con una mano.

= Bloqueo accesible en la parte delantera, con llave que encaja en el bloqueo de control del
congelador.

= Pestillo para un candado estandar para obtener mayor seguridad.

= Construccion duradera que ofrece un funcionamiento fialble y un almacenamieto seguro de
productos.

Cuidado: Cuando necesite mover el congelador, agarre siempre las superficies del armario; nunca
tire del mango del congelador.

5.5. Apertura de la puerta

= Retire el candado si lo tiene.

= Mueva la llave hasta la posicion de apertura. Para ello girela en sentido contrario a las
manecillas del reloj.

= Agarre el mango del pestillo (preferiblemente con la mano izquierda) vy tire de él hacia si
hasta que el pestillo se desacople de la cerradura del armario.

= Siga tirando del mango del pestillo o del mango de la puerta hasta que se abra la puerta
principal.

5.6. Cierre de la puerta
Recuerde que el pestillo no se bloquea automaticamente cuando se cierra la puerta. Primero debe
girar el pestillo hacia la posicién de apertura.

= Agarre el mango del pestillo (preferiblemente con las mano izquierda) y tire de él hacia si,
girando el pestillo hasta la posicién de apertura.

= Mueva la puerta del congelador hasta la posicion de cierre y empuje el mango con
suavidad, asegurandose de que el pestillo encaja perfectamente con la cerradura del
armario. Cuidado: Si cierra la puerta sin asegurarse de que el pestillo encaja perfectamente
con la cerradura puede producirse en la puerta una considerable fuerza de palanca.

= Siga ejerciendo una suave presion sobre el mango del pestilllo hasta asegurar el pestillo en
la posicion de cierre.

= Para bloquearlo, inserte la llave y girela en sentido de las manecillas del reloj.

= Si utiliza un candado vuelva a colocarlo en su sitio.
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5.7. Puerto de ecualizacion de la presién.

Cuando se abre la puerta de un congelador vertical de ultrabaja temperatura, el aire de la estancia
entra rapidamente en el compartimento de almacenamiento.

Cuando se cierra la puerta, el volumen fijo de aire se enfria rapidamente. La presidn cae por debajo
de la presion atmosférica, con lo que se produce un vacio importante. Hasta que las presiones
interiores vuelvan a alcanzar el nivel de la presion atmosférica, no seré posible volver a acceder al
armario. Si no se dispone de un mecanismo de ecualizacién de la presién, pueden pasar varios
minutos antes de que pueda volver a abrir la puerta con facilidad.

Los modelos verticales incorporan un puerto que proporciona la descarga del vacio después de abrir
la puerta.

El puerto de ecualizacién de la presion se encuentra en el centro de la parte delantera inferior de la
camara de almacenamiento.

Aunque el puerto ha sido disefiado para descongelarse automaticamente, si se acumula una cantidad
excesiva de escarcha en la parte inferior de la cdmara puede producirse una restriccion del flujo de
aire. Por tanto, debe inspeccionar con regularidad el puerto y eliminar cualquier particula de
escarcha con ayuda de un cepillo de cerdas duras de nailon.

Advertencia: Como el calentador de descongelacion del puerto de ecualizacion de la presion
funciona continuamente, las superficies que rodean al puerto pueden calentarse si la unidad esta
conectada pero el congelador no estd en uso. Para evitar que esto ocurra, descuente el congelador
cuando no vaya a utilizarse para almacenamiento en frio.

6. Operacion

6.1. Caracteristicas del panel de control
Antes de la primera puesta en funcionamiento, hay que familiarizarse con el panel del control (Ver
panel de control directamente del equipo)

6.2. Puesta en funcionamiento

6.2.1. Encender el equipo
Para encender el equipo:
1- Conecte el congelador en la salida de poder.
2- Coloque el interrumptor en la posicion Power ON, se van a iluminar los LEDs de ON y el
de Cabinet Temperature.

6.2.2. Ajuste de la temperatura del congelador
1- Presione y mantenga el botén de Control de Setpoint
2- Las luces del control Setpoint se encendera asi como la de la temperatura.
3- Presione y mantenga V¥ A para ajustar la temperatura.
4- Suelte ambos botones cuando la pantalla que muestra la temperatura se ajuste al valor de
temperatura ajustado

6.2.3. Ajuste de alarmas
Para ajustar la alarma:
1- Confirmar primero que el interruptor este en la posicion de Power ON.
2- Presione y mantenga el botdn de Cold Alarm Setpoint. Se encenderd el Led contiguo. La
pantalla de la temperatura mostrara el valor de la alarma.
3- Presione y mantenga V¥ A para ajustar el valor de la alarma.
4- Suelte ambos botones cuando la pantalla de la temperatura muestre el valor correcto

68



Para ajustar la alarma de calentamiento:
1- Confirmar primero que el interruptor este en la posicion de Power ON.
2- Presione y mantenga el boton de Warm Alarm Setpoint. Se encenderé el Led contiguo. La
pantalla de la temperatura mostrara el valor de la alarma.
3- Presione y mantenga ¥ A para ajustar el valor de la alarma.
4-  Suelte ambos botones cuando la pantalla de la temperatura muestre el valor correcto

Cuando la temperatura del Cabinet decae debajo de la alarma de calentamiento, ponga el switch de
la alarma en ON, el congelador estard listo para funcionar.

Nota: Si ocurre una falla de poder por méas de 30 segundos, se encenderé el LEd de FAILURE
POWER vy una alarma sonara.

Advertencia: se debera poner el interruptor de tres posiciones en la posicion adecuada para activar
la alarma y utilizarla con toda seguridad.

6.2.4. Reseteado de la alarma

Provee un gran poder de monitoreo alertando al usuario si una condicién de la alarma ha ocurrido
durante periodos en los cuales el congelador se deja inatendido. Las condiciones que controla la
alarma:

Fallo en la temperatura-Alarma de calentamiento
Fallo en la temperatura-Alarma de enfriamiento
Bajo voltaje

Fallo de poder

Alerta salvavidas

Alarma de ambiente extremo

Durante alguna de estas condiciones de alarma, el indicador correspondiente se iluminara
inmediatamente (90 veces por min.). Si la condicidn de alarma desaparece, la tasa de iluminacién
decrecerd a 15 veces por min. El indicador se mantendré en esta tasa, a pesar de que la condicion
cambie, hasta que el boton de reseteado de la alarma sea presionado.

En caso de que la primera y la segunda condicién mencionada ocurra, pero que no exceda los
limites permitidos, las alarmas se alternaran y los datos seran guardados. Antes de que la falla sea
reseteada, la temperatura extrema se podra ver presionando la almohadilla de la cabina de
temperatura en conjunto con la de la alarma de calentamiento o enfriamiento.

6.2.5. Prueba de la alarma
Para probar las alarmas seguir los siguientes pasos:

1. Presione y mantega la almohadilla de Test Alarm. La temperatura digital mostrada va indicar el
aumento de temperatura. Cuando la temperatura alcanza la alarma de calentamiento, ella
sonara.

2. Suelte la almohadilla de Test Alarm, y la temperatura descendera en pocos minutos.

Se puede presionar la almohadilla de silenciamiento de alarma, pero esta sonara en 5-7 min. Se

puede silenciar la alarma de esta manera hasta que la temperatura alcance la temperatura ideal.

6.3. Sistema de respaldo
Si se compra un sistema de adaptacion de CO, o NL para el congelador, el sistema de panel de
control de respaldo se localiza atras a la par de la parrilla.
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6.4. Precauciones de CO2y NL

Si un cilindro de CO, o de NL cae y la valvula se cae, el cilindro se puede convertir en un misil
mortal. Transporte el cilindro atado con cadenas a un lugar mas seguro. Cuando los cilindros se
conecten al equipo, asegurese de atarlos con cadenas a bases solidas y estacionarias como una
columna de construccion.

Los liquidos de CO2 y NL no son venenosos pero muy frios y pueden causar quemaduras.
Asegurese de llevar siempre la ropa adecuada, y en algunos casos estos gases pueden causar afixias.
Cuando cierre la valvula del cilindro, asegurese de que la inyeccion del solenoide es energizada
con el fin de que permita fluya en vez de que se queda acumulado en un tubo. Una falla de este tipo
resulta en la activacion de la presion , lo cual puede dafar el equipo

7. Mantenimiento
Una reparacion no autorizada por los técnicos REVCO invalidara la garantia.

7.1. Mantenimiento del condensador

7.1.1. Limpieza del condensador
Limpiar el condensador por lo menos 2 veces al afio, 0 mas seguido si el lugar de trabajo es muy
polvoso. Para limpiar el condensador siga los pasos:

1- Abra la parilla

2- Remueva el filtro. Revise el abanico. Si el abanico no esta funcionando contacte a la

empresa
3- Aspire el condensador
4- Vuelva a colocar el filtro y cierre la parilla.

7.1.2. Limpieza del filtro del condensador
1. Abrala parilla
2. Remueva el filtro
3. Sacuda el filtro para remover el polvo, enguaje el filtro en agua limpia, sacuda el
exceso del agua del filtro y vuelva a colocarlo.
4. Cierre la parilla

7.2. Mantenimiento de junta

Revise periddicamente las juntas alrededor de la puerta o tapa por perforaciones o goteras. Las
fugas son indicadas por una raya congelada que indica el rastro de la falla. Asegurese que la cabina
este nivelada.

7.3. Procedimientos para descongelar
1- Remueva todos los productos y coléquelos en otro lugar
2- Apague el equipo y deje la puerta abierta para que la unidad alcance la temperatura
ambiente
3- Elimine el hielo y seque cualquier resto de agua en el interior del equipo.

Si el congelador tiene mal olor, lave el interior con una solucién de carbonatada y agua caliente.
Limpie el exterior con cualquier detergente comercial no corrosivo.

7.4. Mantenimiento de las baterias de las alarmas

Contactar un técnico que revise las condiciones de las alarmas por lo menos una vez al afio. Para
remplazar la bateria realice lo siguiente:

1-Abra la parrilla frontal. La bateria esta localizada directamente detras de la parrilla. Las
terminales son “push on”.

2- Tome la Terminal con alicate y maneje cuidadosamente, mueva de un lado para otro cuando va
sacando la Terminal. Los fittings estdn muy ajustados
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3- Remueva la bateria y ponga la nueva bateria en su lugar
Nota: al momento de realizar dicha actividad tuvo que haber cortado una banda de silicona para
remover la bateria

7.5. Procedimientos informaticos

Problema Solucién

El indicador del fusible de revision esta El protector de sobrecarga se vol6. Llamar a
encendido un técnico electronico

El indicador del filtro de limpieza esta El filtro del condensador esta sucio
encendido

El indicador de la alarma de bateria baja esta | La bateria tiene carga baja

encendido

Codigo: ML - EQ -17 Fecha Emizidn: Now/08

“Iamual operative Incubadora COz Prézima Rewisidon: Nov/09
Barnsteadlnternational” .
M® de Eevisién: 1

1. Objetivo
Establecer los lineamientos a seguir en cuanto a instrucciones generales, funcionamiento, mensajes
de error y mantenimiento de la incubadora de CO..

2. Alcance
Es documento rige para el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Instituto Tecnoldgico de Costa
Rica, del Centro de Investigacion en Biotecnologia.

3. Responsables
Es responsabilidad del coordinador del laboratorio velar porque este manual operativo sea aplicado
de la forma correcta y que esté al alcance de todas las personas que laboran en el laboratorio.

4, Instrucciones Generales de la Incubadora de CO2

4.1. Condiciones ambientales de operacién
- Grado de contaminacion: 2
- Altitud: 2000 msnm
- Humedad: 80% maximo, sin condensacion
- Suministro eléctrico: 120 VAC O 240VAC
- Tolerancia de voltaje: = 10% de la linea normal
- Temperatura: 15°C a 40°C

4.2. Emplazamiento
- La unidad debe ser colocada lejos de fuentes externas de vibracién, corrientes de aire, y
variaciones de temperatura ambiental.
- La unidad debe quedar a un solo nivel, del frente hacia atras y de un lado a otro.

4.3. Conexion eléctrica

- Antes de conectar la unidad, asegurarse de que la fuente pueda proveer los requerimientos de
corriente que se enlistan en la placa de la misma.
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4.4. Especificaciones técnicas
- Requerimientos eléctricos:
397, 397RH: 120V, 50/60 Hz, 11.7 Amps, 1400 Watts.
397-1, 397RH-1: 230/240V, 50/60 Hz, 5.8 Amps, 1400 Watts
- Control de temperatura: + 0.1 °C
- Uniformidad en la cdmara: £ 0.5 °C
- Tension de dioxido de carbono:
Rango: 0% a 20%
Control: + 0.1%

4.5. Instalacion de las laminas
Los pilares vienen pre-instalados en las paredes de la camara. Coloque los clips en los pilares al
nivel que desea colocar las [&minas, son su soporte

Para remover o reinstalar las [dminas superior e inferior
- Remueva todas las otras laminas
- Remueva primero la ldmina inferior soltando los 6 tornillos que la sostienen.
- Pararemover la lamina superior, suelte los 6 tornillos que la sostienen.
- Proceda a la inversa para la reinstalacion.

Instalacion del filtro de gas:
- Coloque el switch de encendido en posicién OFF
- Conecte el tubo a la salida del tanque de CO;
- Conecte la manguera ¥ ID a la lenglieta de un lado del filtro y asegurelo con la pinza.
- Conecte el otro lado de la manguera a la entrada de gas apropiada en la parte de atras de
la unidad.
- Coloque los reguladores del tanque a 10 psi.
- Revise que no hayan fugas en las conexiones.
- Coloque el switch de encendido en posicion ON.

Humidificacion (si se requiere)

Utilice solamente agua destilada como una medida preventiva en contra de la acumulacién de
minerales. Los depositos minerales pueden afectar el control de CO,. Revise el nivel del agua
regularmente para mantener las condiciones de humedad necesarias para la realizacion del trabajo.
Para humidificar la atmosfera de la camara, utilice la bandeja de acero inoxidable incluida, vierta
agua destilada en la misma.

Mientras que la adicion de fungicidas puede ayudar a controlar la contaminacion, puede también
afectar los resultados de los experimentos llevados a cabo con células, virus y otros materiales.

5. Procedimiento de Operacion

5.1. Encendido
- Conecte la unidad al suministro de energia que cumpla los requerimientos especificados en la
placa.
- Encienda la incubadora con el switch ubicado en el lado superior izquierdo de la unidad.

5.2. Bases operativas
- Presione la tecla SET y después el pardmetro -CO,, TEMP, DOOR, HEAT- que debe ser
ajustado.
- Use las teclas con flechas UP y DOWN para establecer el valor deseado.
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Espere 5 segundos para que el valor establecido sea guardado automéaticamente en la memoria
no voléatil de la unidad. El guardado se confirma mediante dos pitidos después de los 5
segundos.

Si se ingresa un parametro y no se realiza accion alguna, en 10 segundos la unidad regresara a
su estado previo.

Cada vez que se presiona la tecla SCAN/HOLD se seguira la siguiente secuencia: HOLD
Tempertaura (para observarla continuamente) HOLD CO, (para observarla continuamente) y
escaneo alternado de temperatura y CO..

Para observar los parametros establecidos, presione las teclas SET y TEMP, CO, o DOOR
HEAT, la unidad se revertird a su estado de pantalla normal después de 10 segundos.

5.3. Clave de seguridad
Para evitar el acceso sin autorizacion a los valores que han sido guardados, se puede establecer una

clave.

Las teclas SET, CAL, CO, y TEMP tienen los numeros 1, 2, 3 y 4 debajo, éstos se utilizan
para habilitar y deshabilitar una clave. Escoja una clave de 3 digitos desde 001 y hasta 999
(nota: 000 no es una clave valida).Después de encender la unidad y presionas cualquier tecla,
presione 3, 2 'y 1 en secuencia (i.e. CO2, CAL y SET); ingrese la clave numérica utilizando
las teclas con flechas UP y DOWN.

Después de ingresar la clave, espere 5 segundos y la unidad la guardara en su memoria no
volatil. RECUERDE ESCRIBIR Y GUSRDAR LA CLAVE EN ALGUN LUGAR
SEGUROQY ACCESIBLE PARA USTED O UN COLEGA.

En adelante, el acceso sera denegado a no ser que la clave sea ingresada. El tocar cualquier
tecla hara que se muestre un 00 y se tienen 5 segundos para ingresar la clave correcta.

Para desactivar la clave: ingrese la clave, espere a que se muestre --- en la pantalla, ingrese 4,
2,1 (i.e. TEMP, CAL y SET) y se deshabilitara la clave.

5.4. Ajuste de la temperatura de operacién
La unidad esta pre-ajustada de fabrica a 37°C y 5.0% CO2. Para cambiar esto:

Presione las teclas SET y TEMP en secuencia y usando las las teclas con flechs UP y DOWN,
seleccione la temperatura deseada.

Utilizando un desatornillador de joyeria, haga rotar el termostato HI LIMIT completamente
en el sentido de las manecillas del reloj.

Ajuste el CO2 a cero —la exactitud no se podra alcanzar hasta que se estabilice la temperatura:
Presione las teclas SET y CO2 en secuencia y utilizando las teclas con flechas UP y DOWN
ajuste la lectura de LED hasta que un valor de 00.0 sea obtenido. Espere 5 segundos para
finalizar la seleccion.

Permita que pase el tiempo suficiente para que la unidad alcance y estabilice la temperatura
establecida, mas una hora o dos para que la unidad funcione a esta temperatura — tipicamente
son 4 horas para una temperatura de 37°C.

Después de que ha pasado el tiempo suficiente, haga rotar el termostato de limite superior en
el sentido contrario al de las manecillas del reloj observando la lampara roja. Cunado la
lampara se haya encendido, usted habra ajustado la temperatura de limite superior para que
sea igual a la temperatura de operacion.

Haga rotar el termostato de limite superior en el sentido de las manecillas del reloj 30°C méas
alla del punto en que se apaga la lampara. Esta distancia debe ser parecida a la distancia de la
posicion de las doce en punto y de la una en punto en el reloj. Esto establece un buffer de
unos cuantos grados entre la temperatura de operacion y el limite superior de temperatura y
permite que el control PID funcione normalmente.
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5.5. Condensacion en la puerta de vidrio interna

- Después de que la unidad ha estado funcionando, se puede determinar si se esta formando
alguna condensacion en la puerta de vidrio interna. Para disipar esta condensacion primero
presione las teclas SET y DOOR HEAT para accesar a esta funcion.

- Utilizando las teclas con flechas UP y DOWN seleccione un valor como un porcentaje de la
salida del calentador: el calentador de la puerta es de 20 watts; el control completo de cuénto
calor efectivo sera aplicado se obtiene estableciendo el porcentaje de calor de la puerta; cada
1% se traduce en 0.2 watts de calor de la puerta. (Mediante la experiencia ganada por prueba
y error los usuarios seran capaces de seleccionar mas precisamente el valor de calentamiento
necesario para remover cualquier condensacion. Como un punto de partida general, se puede
seleccionar un 30% a 37°C.).

Nota: el ajuste correcto del control de calentamiento de la puerta depende de factores variables
como la temperatura de la cdmara y la adicién o no de agua a la camara. En general, se debe
procurar el ajuste que produzca la menor cantidad de calor necesaria para eliminar la
condensacién de la puerta de vidrio. Si esta insegurote la cantidad de calor que se debe producir,
comience en un valor bajo en increméntelo en 5% cada par de horas hasta que se elimine la
condensacién. Una vez establecida, no es necesario volver a camiar el porcentaje de calor de la
puerta a menos que se cambie la temperatura establecida y/o los requerimientos de humedad. El
valor escogido se guardara en la memoria RM no volatil.

5.6. Calibracion de Temperatura
La incubadora viene calibrada de fabrica, sin embargo, si se requiere, la lectura de la temperatura se
puede calibrar presionando las teclas CAL, TEMP en secuencia.
- El uso de un dispositivo indicador calibrado es critico para este procedimiento.
- Use las teclas UP y DOWN para corregir la temperatura que se muestra en la lectura del LED
para que coincida con su lectura de la temperatura de la camara. Espere 5 segundos y el ajuste
se ingresara por si mismo.

5.7. Calibracién de CO2
- Para accesar al modo de comando, presione las teclas CAL, CO2 secuencialmente.
- Utilizando un Fyrite o un dispositivo similar obtenga la tension de CO2 verdadera de la
camara usando el puerto de muestra de CO2 del panel frontal.
- Si hay una diferencia entre la lectura del Fyrite y la lectura del LED para CO2, presione CAL
y CO2 en secuencia y use las teclas UP y DOWN para ajustar el valor de CO2.
- Todos los parametros internos de CO2 registran automaticamente el cambio.

5.8. Proteccion de la central de energia
Si explota un fusible consiga una a persona calificada que lo cambie. La primaria interna del
transformador de fusibles es: 0.06AMP. Littlefuse #313.006, Tipo Slo-Blo.

6. Mantenimiento de la incubadora

6.1. Limpieza

- Inspeccione la camara cada 6 meses.

- Si se aflade agua para humidificar, remueva cualquier acumulacion de escala. Limpie el
interior de acero inoxidable con un buen removedor de escala o diluya acido acético y un
trapo sintético.

- No utilice limpiadores con cloro, trapos con algun contenido metalico o abrasivos fuertes para
limpiar cualquier parte de la incubadora
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6.2. Cuidado y limpieza del acero inoxidable
CUIDADO: la electrolisis puede dafar el acero inoxidable. Esto ocurre cuando se apoya un objeto
directamente en la superficie del acero, atrapando humedad que se pierde oxigeno pero que
permanece rodeada de agua con lo contiene.
- Se recomienda el uso de agua destilada. Note que, si esta agua es muy pura puede ser
corrosiva para el acero. Cuando se llene la incubadora SIEMPRE afiada de 2 a 40 ppm (de 20
a 40 mg/L) de fosfato disodico o bicarbonato de sodio, ajustando la dosis para un pH de 7 a
9. Si lo anterior no se encuentra disponible, use agua de tubo limpia y aireada siempre y
cuando la concentracion de sélidos sea < 500ppm.

El factor de pH
Revise el pH periédicamente. Si es < 6.0 afiada fosfato disddico para subir el pH hasta un valor de 7

a 9. Se puede utilizar carbonato de sodio o bicarbonato de sodio, pero éstos tienden a formar marcas
gue deben ser lavadas regularmente. Si el pH > 10.0 afiada bisulfato de sodio para bajarlo a los
valores recomendados. Evite alcalinidad o acidez extrema pues pueden causar corrosion localizada
y resultar en un pH inestable.

Consideraciones Especiales
ADVERTENCIA: Si es necesario utilizar los siguientes quimicos, limite el tiempo de exposicion a
un maximo de 3 horas. Siempre limpie las superficies inmediatamente después de su uso

Cloruro de aluminio EDTA Tiocianato de potasio
Cloruro de bario Cloruro férrico Hipoclorito de sodio

Cloruro de calcio Lysol Cloro

Lima clorada Sales de mercurio

Acido citrico Acido tartarico de fenol

Solucién de Darkin Permanganato de potasio

NUNCA utilice lo siguiente en acero inoxidable:
Agua regia

Cloruro férrico

loduro

Acido sodico

Azida de sodio

Los vertidos de quimicos, especialmente los listados anteriormente, deben removerse lo mas pronto
posible y la superficie limpiada con agua jabonosa y un enjuague de agua limpia.

Agentes Limpiadores
- Se permite el uso de aditivos fungicidas y antibacteriales sierre que el pH de la solucién
acuosa se mantenga entre 7y 9.
- No utilice pafios metalicos. En su lugar, para manchas dificiles, utilice un pafio limpiador de
plastico y frote en la direccion del grano del metal.
- Si las manchas persisten, utilice uno de los siguientes métodos y quimicos.

Métodos de limpieza
PRECAUCION: se debe tener cuidado extremo al manipular estos materiales. Siga las precauciones
de las MSDS y de las instrucciones especificas del producto.
- Cualquier variedad de “removedores de escalas” disponibles en supermercados o tiendas
usados para limpiar marcas de café, humidificadores o vaporizadores.
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Una disolucion de écido fosférico del 15% al 35%. Permita que la solucion empape la
superficie afectada hasta que la herrumbre o escala se afloje. Inmediatamente enjuague con
agua limpia.

Limpiadores basados en acido citrico.

Limpiadores de azulejo y tinas de bafio.

Una solucion de 20% de acido nitrico y 1.5% de acido hidrofludrico (o acido hidroclérico).
Pase la solucion sobre la superficie con una esponja dejandola que permanezca hasta que se
afloje la herrumbre. Inmediatamente enjuague con agua limpia. Este método debe ser usado
SOLO si manchas SEVERAS de herrumbre y escala estan presentes.

Acido oxalico del 2% al 5% en agua tibia. Pase la solucién con una esponja en la superficie
permitiendo que permanezca hasta que la herrumbre se afloje. Inmediatamente enjuague con
agua limpia. Este método debe ser usado SOLO si manchas SEVERAS de herrumbre y escala

estan presentes.
- Después de cada procedimiento seque con aire.

Materiales efectivos para desinfectar
- Glutaraldehido
- Alcohol

Reparacién de unidades

En caso de que su unidad se vuelva inoperativa, consulte a su proveedor local para asistencia.

Codigo: ML — E(Q) - 19 Fecha Emisidn: Nowv/08

. Prézma Revisidn: Nov/i09
“Bomba de Aspirado Welch”

IN® de RBevisidn: 1

1. Objetivo

Establecer los lineamientos a seguir en cuanto a informacion técnica, procedimientos vy
consideraciones de seguridad de operacion, asi como mantenimiento y cuidados de la Bomba de

Aspirado Welch.

2. Alcance

Este documento rige para el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Instituto Tecnoldgico de Costa

Rica, del Centro de Investigacion en Biotecnologia.

3. Responsables

Es responsabilidad del coordinador del laboratorio velar porque este manual operativo sea aplicado

de la forma correcta y que esté al alcance de todas las personas que laboran en el laboratorio.

4. Informacion Técnica de Operacion

Aspectos Especificacion
Para uso en interiores.
Condiciones Ambientales Elevacion maxima de 2000 msnm

Humedad relativa maxima: 80% a 31 °C (88°F)
40% a 40 °C

Temperatura Ambiental Permitida | De 10 °C a 40 °C

Posicion

deslizamientos del equipo.

Lugares planos, sobre el soporte, aislado del ruido y evitar
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Voltaje 220V
. . Frecuencia 50 Hz
Conexiones eléctricas - -
Corriente Nominal 3A
Consumo de energia 230 W

5. Procedimientos de Operacion

Se recomienda encender la bomba y dejarla por unos minutos con el fin de calentarla antes de
usarla. Esto le brinda capacidad a la bomba para manejarse en atmdsferas hiumedas. Se debe evitar
la entrada de particulas que entren a la bomba pues podrian dafarla. Si se nota que salen particulas
durante la evacuacién puede utilizar una trampa como la descrita anteriormente. Se debe mantener
el equipo libre de filtraciones. Estas se pueden detectar cubriendo el area en la que se sospecha
existe una fuga. Al encender saldran burbujas por la fuga, podréa entonces identificarla. Al apagar el
equipo se recomienda correrlo por alrededor de 2 minutos desconectado del proceso de aspirado.
Esto permite a la bomba deshacerse de vapores o gotas que se puedan formar dentro de la misma.

6. Instrucciones de Instalacion
Este equipo debe mantenerse en areas limpias, secas y bien ventiladas, evitando bloquear el motor
de la bomba. Se recomienda mantener.

Precaucion: EI motor del equipo estd térmicamente protegido y se reiniciara automaticamente
para reajustar las condiciones si hay recarga. No opere esta bomba en atmdsferas con gases o
vapores explosivos o inflamables.

Nunca bloguee el puerto de descarga, pues la presion de la bomba aumentard mas de lo
establecido para este equipo.

Revise las fuentes de poder a las cuales conecta el equipo para asegurarse que coincidan en voltaje,
fase y frecuencia, de lo contrario el equipo podria verse dafiado. Se recomienda el uso de una
trampa entre la bomba y el lugar de proceso con el fin de evitar que los liquidos sean absorbidos por
la bomba. De igual manera el uso de la trampa se recomienda si se trabaja en procesos donde habra
desprendimiento de vapores de agua. La trampa fria va a condensar los vapores y a evitar el
contacto de estos con la bomba. Esta trampa debe mantenerse fria por lo que se recomienda uso de
refrigerantes.

7. Mantenimiento

La bomba Welch es 100% libre de aceite. Los soportes no necesitan mantenimiento pues estan
sellados y lubricados permanentemente. Las filtraciones y contaminacion son las causas principales
de un pobre rendimiento en aspiracién y baja presién, por lo que se recomienda mantener el equipo
limpio y libre de fugas. En caso de mantenerse los problemas consultar a un técnico.

8. Informacion de seguridad
e No operar si esta dafiado el cable o el enchufe
o Mantener el cable lejos de superficies calientes
e No bloguear las aberturas de aireamiento y mantenerlas limpias y libres de polvo o
contaminantes
No operar este equipo cuando se este administrando O,
Usar anteojos de seguridad
Usar solo en areas ventiladas
No usar ningun otro instrumento con este equipo sin antes determinar la maxima presion de
aire que ese instrumento pueda soportar
o Este aparato se calienta, no tocarlo mientras esta operando y dejarlo enfriar
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o No utilizar este aparto cerca donde se pueda mojar
¢ No bombear materiales volatiles y combustibles
e No utilizar cerca de llamas

Cadigo: ML - EQ - 14 Fecha Emisidn: Nov/08

) Prixima Revisidn: Nov/09
“Manual operativo Refiigerador Jgotemp® Plus

M* de Eevision: 1

1. Objetivo
Establecer los lineamientos a seguir en cuanto a instrucciones generales, funcionamiento, mensajes
de error y mantenimiento del Refrigerador Isotemp® Plus.

2. Alcance
Es documento rige para el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Instituto Tecnolégico de Costa
Rica, del Centro de Investigacion en Biotecnologia.

3. Responsables
Es responsabilidad del coordinador del laboratorio velar porque este manual operativo sea aplicado
de la forma correcta y que esté al alcance de todas las personas que laboran en el laboratorio.

4. Instalacion

4.1. Localizacion

Escoja la localizacién del refrigerador que debe de proveer como minimo 3 pulgadas de espacio
libre entre la cabina y cualquier otra superficie vertical adyacente a los costados y REAR. Una
fuente de energia eléctrica adecuada debe de estar disponible.

4.2. Instalacion y nivelacion de las ruedas

Los refrigeradores Isotemp® Plus, viene con cuatro ruedas, que se ensamblan en la base de la
unidad, una en cada esquina. Use la llave que se le provee para ajustar las ruedas completamente en
la base de la unidad. Acomode las ruedas hacia fuera o hacia adentro hasta que la unidad se
encuentre equilibrada y este bien apoyada sobre las cuatro ruedas.

4.3. Conexion eléctrica

La frecuencia y el voltaje nominal requerido para la unidad esta especificado la placa de datos, que
esta localizada en el lado superior izquierdo del interior del refrigerador. Conecte la unidad solo en
una fuente de poder que cumpla con los requerimentos. Una baja linea de voltaje es frecuentemente
la causa de quejas al servicio. Con la unidad en funcionamiento, verifique que la linea de voltaje
esta dentro de el £10% de lo especificado en la placa de datos.

Nota: La unidad debe de estar conectada a tierra por seguridad personal.

5. Operacion
Para iniciar el funcionamiento inserte la llave en la cerradura y coloquela en la posicién de
encendido ( 1).

5.1. Controles

El controlador digital de la temperatura esta localizado en el panel superior. Cuando la unidad es
puesta en funcionamiento por primera vez, la pantalla mostrara la temperatura actual de la cdmara.
Las unidades se pueden indicar en °C o en °F, en el LED (diodo emisor de luz) localizado justo a la
derecha de la pantalla de la temperatura. El refrigerador es fijado de fabrica en 4°C. Cuando la
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unidad es energizada por primera vez, los ventiladores de evaporacién se pondran en
funcionamiento, sin embargo, éste no enfriara de inmediato. Un tiempo de retraso en el compresor
es programado en el controlador para verificar que la presion del sistema es lo suficientemente baja
para activar el motor. Cuando el tiempo de retraso se ha terminado, el cool LED se luminard, el
compresor se pondré en funcionamiento y la cAmara comenzaré a enfriar.

5.2. Menus

Presionando suavemente las teclas mostradas en el controlador, el refrigerador puede ser puesto a
operar en cualquier lugar del rango de temperatura de los 1.0°C a los 12.0°C ya sea en unidades de
°C 0 °F. Cuando la tecla de el MENU es presaionada, el MODE LED se iluminarg, indicando los
parametros de operacion, setpoint (SP), temperatura offset (0S), tiempo hola-off(Ho), o unidades
(CF) pueden ser seleccionadas a la preferencia del usuario.

5.2.1 Seleccién de temperatura.

Presionando la tecla de MENU una vez se accedera al menu de seleccion. La pantalla mostrara SP,
seguido de la ultima temperatura programada en unidades, indicado por las unidades en el LED.
Use las teclas A y V¥ para cambiar la temperatura seleccionada a una temperatura deseada (1.0°C a
12.0°C). Presione la tecla MENU para introducir la temperatura seleccionada y acceder al mena de
seleccion de unidades de temperatura.

5.2.2. Unidades

La temperatura puede ser mostrada en unidades de °C o de °F. La seleccion de las unidades aparece
luego del menu de selecciéon de temperatura. O, desde el modo de visualizacion de temperatura,
presione la tecla de mend hasta que la pantalla muestre CF seguido por una C o una F solas, que
indican las unidades mas recientemente seleccionadas. Use las teclas A yV¥ para cambiar entre las
unidades. Presione de nuevo la tecla menu para ingresar las unidades seleccionadas y regresar al
modo de visualizacion de la temperatura. Una vez seleccionadas, las unidades correspondientes
deberan estar encendidas en el LED.

5.2.3. Calibracion

En el caso de que el refrigerador necesite ser calibrado, hay un procedimiento disponible para
ajustar el punto de control a el punto mostrado por un estandar de referencia. Para seleccionar una
temperatura de compensacion cuando se encuentra en el modo de visualizacion de la temperatura
(modo LED off), simplemente presione y mantenga la tecla del mena por 5 segundos. La pantalla
mostrara “o0S” seguido de la el ultimo valor de compensacion de la temperatura. La programacion
de fabrica es 0.0. Para cambiar el valor de compensacion, presione la tecla A o ¥ para llegar al
valor el cual una vez algebraicamente adicionado a la Ultima temperatura mostrada, estara de
acuerdo con la temperatura de la referencia. Luego presione la tecla de mend dos veces mas. El
valor mostrado en la pantalla sera adicionado a la temperatura previamente leida.

Por ejemplo:

La pantalla indica 4°C pero el termémetro de referencia en la cdmara del refrigerador indica 6°C. El
operador mantiene la tecla ment y cambia el valor mostrado desde 0.0 a 2.0. La tecla menu es
presionada dos veces mas para que el controlador nuevamente muestre la temperatura de la cdmara.
Ahora la pantalla muestra una temperatura de 6.0°C en la cdmara y el controlador comienza a
enfriar a la temperatura deseada de 4°C.

Déle al refrigerador de unos 30 a 40 minutos para que se estabilice nuevamente. Si la temperatura
mostrada es todavia incorrecta , repita el procedimiento de calibracion.
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5.2.4. Tiempo fuera

Seguido de el mend de compensacion esta el mend de tiempo fuera (Ho). La pantalla mostrard
momentaneamente “Ho”, seguido de un nimero. El nimero presentado en la pantalla es el tiempo
de retraso en minutos entre las activaciones del compresor. Use las teclas A y V¥ para cambiar el
valor.

Aumentando el tiempo del modo Ho permitird tiempo adicional para el descarchado del evaporador.
Esto puede reducir la posibilidad de que el evaporador se congele durante los tiempos de alta
humedad.

Presionando la tecla mend durante el modo Ho, introduzca el tiempo fuera deseado, y regrese el
controlador de operacion al modo de visualizacion de la temperatura.

5.3. Disgresion de la temperatura

Presionando la tecla A, la pantalla mostrara la temperatura mas alta alcanzada desde que la unidad
fue puesta en funcionamiento, o los valores de disgresion que fueron reseleccionados. Presioando la
tecla V¥, se mostrara la temperatura mas baja alcanzada desde que la unidad fue puesta en
funcionamiento o los valores de digresion que fueron reseleccionados.

Para reseleccioar los valores de disgresion de la temperatura, simplemente presione las taclas A y
¥ al mismo tiempo. La pantalla mostrara Clr, indicando que el controlador comenzara a registrar
las nuevas disgresiones de calor y frio una vez mas.

5.4. Codigos de error.

Los codigos de error indican cuando el controlador estd viendo algin problema. Una descripcién de
cada uno es dada a continuacién. Observe la tabla que se da abajo para informacion adicional acerca
de los codigos de error.

E1. Sensor abierto

E2. Baja temperatura La temperatura del sensor esta por debajo de -36°C.

E3. Temperatura alta. La temperatura del sensor esta por encima de los 37°C.

Sintoma

Causa probable

Accion

La unidad no esta corriendo

La unidad esta desconectada
Fusible quemado o caida del
circuito del BREAKER

Conecte la unidad

Revise los fusiles o el circuito
del BREAKER en la caja del
BREAKER

La unidad
continuamente

corre

Formacion de escarcha en las
bobinas del refrigerador
NOTA: La congelacion del
evaporador puede ser causada
por un valor de oS
inapropiado

Apague la unidad y permita
gue se descongele

La unidad produce un sonido
de golpe en seco (clic)

El compresor estad equipado
con un protector térmico. Este
dispositivo apaga el
compresor cuando éste se

vuelve muy caliente. Un
sonido de clic ocurre
alrededor de cada 30

segundos indicando que éste
protector esté trabajando.

Desconecte y permita a la
unidad reposar por alrededor
de una hora, luego pongala en
funcionamiento de nuevo. Si
la condiciobn se mantiene,
llame al servicio.
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Enfriamiento insuficiente La temperatura seleccionada | Reduzca la  temperatura
es muy alta seleccionada, verificando que
El valor oS es demasiado bajo | el Cool LED esta encendido.
La bobina del condensador | Aumente el valor oS

esté sucia Limpie la bobina del
Unidad con escarcha condensador con una
Evaporador congelado aspiradora eléctrica

Descongele la unidad
Verifique que los ventiladores
internos esta funcionando

5.5. lluminacién interior

Las lamparas internas son controladas por un switch localizado en el panel superior. Esta lampara
debera operar cuando la camara sea encendida. Si las lamparas interiores fallan, reemplacelas con
unas del mismo tamafio y de los mismos Watts. NO USE LAMPARAS DE MENOR CONSUMO
DE WATTS. Este tipo de lamparas generalmente fallan al alumbrar debajo de los 15°C.

6. Mantenimiento

6.1. Limpieza de la cabina.

El interior de la cabina debe ser limpiado frecuentemente. Cualquier liquido derramado debe ser
limpiado inmediatamente. Algunos derrames pueden ser permanentes si no son rapidamente
removidos. El exterior de la cabina debe ser limpiado ocasionalmente. Un detergente suave y agua
tibia, o una solucion de bicarbonato de soda (una cucharada por galén de agua) es recomendada
para la limpieza del interior y exterior de la cabina. Todas las superficies deben ser lavadas y
secadas.

6.2. Limpieza del condensador

Para una operacion eficiente, es recomendado que las bobinas del condensador y el ventilador sean
limpiados cada 4 a 6 meses. Las bobinas del condensador estan localizadas detras de la abertura del
panel de control. (lado izquierdo). Remueva el panel para acceder a éste.

Aspire la superficie frontal de la bobinas completamente, o direccione aire a presion hacia el
condensador desde la rejilla. Si es necesario, use un cepillo de cerdas finas para eliminar alguna
suciedad.

6.3. Cazuela de Condensado del evaporador

La cazuela de condensado del evaporador esta localizado detrés del ventilador del compresor, el
cual esta en la parte superior izquierda. Esta cazuela debe de ser limpiada por lo menos una vez al
afio para prevenir malos olores y promover un funcionamiento eficiente. Aspire en seco o limpie
con una esponja y agua de jabon.

Cadigo: ML - EQ-15 Fecha Emisidn: Nov/08

Prazima Revisidn: Nov/0Q

“NIanual operative Congelador Isotemp -200C

1M* de Rewisidn: 1

1. Objetivo
establecer los lineamientos a seguir en cuanto a instrucciones generales, funcionamiento, mensajes
de error y mantenimiento del Congelador Isotemp -20 °C.
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2. Alcance
Este documento rige para el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Instituto Tecnolédgico de Costa
Rica, del Centro de Investigacion en Biotecnologia.

3. Responsables
Es responsabilidad del coordinador del laboratorio velar porque este manual operativo sea aplicado
de la forma correcta y que esté al alcance de todas las personas que laboran en el laboratorio.

4, Instalacion

4.1. Localizacion

Escoja la localizacion del congelador que debe de proveer como minimo 4 pulgadas de espacio libre
entre la cabina y cualquier otra superficie vertical adyacente a los costados y 4 pulgadas de espacio
con referencia a la parte trasera. 12 pulgadas de espacio son requeridas por encima de la superficie
superior de la cabina del refrigerador. Una fuente de energia eléctrica adecuada debe de estar
disponible.

4.2. Nivelacion

El refrigerador debe de estar nivelado de manera que permita un adecuado drenado de la
condensacion asi como una adecuada alineacion de la puerta y funcionamiento. El refrigerador debe
estar en su lugar de operacién final y se debe de revisar que esté firmemente posicionado sobre el
suelo.

4.3. Conexion eléctrica

La frecuencia y el voltaje nominal requerido para la unidad esta especificado la placa de datos, que
esta localizada en el lado superior izquierdo del interior del congelador. Conecte la unidad solo en
una fuente de poder que cumpla con los requerimentos. Una baja linea de voltaje es frecuentemente
la causa de quejas al servicio. Con la unidad en funcionamiento, verifique que la linea de voltaje
esta dentro de el £10% de lo especificado en la placa de datos.

Nota: La unidad debe de estar conectada a tierra por seguridad personal.

La unidad posee un cable con un conector especial de tres espigas (una a tierra) (NEMA 5-15P).
Este conector encaja en un receptor de pared estandar de tres espigas (NEMA 5-15P) para
minimizar la probabilidad de un riesgo de shock eléctrico. EI comprador debe de tener el receptor
de pared correctamente conectado a tierra y con un servicio de amperaje minimo de 15 amperios.

5. Operacion

5.1. Puesta en funcionamiento

Encienda la unidad y verifique que el ventilador del condensador esté corriendo. Este modelo tiene
el ventilador del condensador localizado sobre la unidad de condensacion, en la parte superior de la
cabina.

5.2. Control de Temperatura

Para ajustar la temperatura interior hacia abajo, simplemente mueva la perilla del termostato en
direccion de las manecillas del reloj. Para operacién por encima de una altitud de 3000 pies, el
termostato debe de ser ajustado por un técnico.

5.3. Disposicion de la condensacion CONDENSATE DISPOSAL

El drenaje de condensacion esta en el centro del piso interior. El tubo de drenaje de la condensacion
estd conectado a este drenaje y esta unido al lado izquierdo frontal de la parte inferior de la unidad
detréas de la oja de metal frontal. Desabroche y coloque el tubo de drenaje dentro de un receptor y
remueva el tapon de drenaje. Apague la unidad y permita que esta se descongele.
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5.4. Compatibilidad del material

La cabina interior de esta unidad esta construida de metal con una cubierta de epoxido. Se debe de
tener cuidado cuando se esta determinando cuales quimicos pueden ser almacenados en la seccion
del refrigerador y del congelador y cual tipo de almacenamiento de materiales deben ser utilizado.
El Plastico ABS se deteriora cuando estd expuesto, pero no Unicamente, a los siguientes
compuestos:

Hidrocarburos alifaticos, hidrocarburos aromaticos, hidrocarburos completamente o parcialmente
halogenados, alcoholes monohidricos, fenoles, ésteres, éteres, acidos organicos (concentrados y
diluidos), y acidos oxidantes concentrados.

Las aleaciones de aluminio son susceptibles a corrosién cuando se exponen a, pero no unicamente,
la mayoria de los acidos inorganicos, bases y sales con pH por fuera del rango de 4 a 9. Es
importante también reconocer que la compatibilidad de las aleaciones de aluminio con mezclas de
compuestos organicos no siempre puede ser predecida a partir de su compatibilidad con cada uno de
los componentes. Por ejemplo, algunas aleaciones de aluminio son corroidas fuertemente por
mezclas de tetracloruro de carbono y alcoholes metilicos, aunque éstas sean resistentes a cada
componente por separado.

6. Solucion de problemas

Sintoma Causa probable Accion

Conecte la unidad

Revise los fusiles o el circuito
del BREAKER en la caja del
BREAKER

La unidad esta desconectada
Fusible quemado o caida del
circuito del BREAKER

La unidad no esta corriendo

La unidad
continuamente

Formacion de escarcha en las
COILS del refrigerador

corre Descongele la unidad

La unidad produce un sonido
de golpe en seco (click)

El compresor estd equipado
con un protector térmico. Este
dispositivo apaga el
compresor cuando éste se

Desconecte la unidad por una
hora, luego pdngala en
funcionamiento de nuevo. Si
la unidad no comienza a

vuelve muy caliente. Un | correr, llame al servicio.
sonido de clic ocurre
alrededor de cada 30

segundos indicando que éste
protector esta trabajando.

Enfriamiento insuficiente

El termostato esta situado en
una posicion muy alta
Unidad con escarcha

Cambie el termostato a una
posicién mas baja
Descongele la unidad

7. Mantenimiento

7.1. Limpieza de la cabina.

El interior de la cabina debe ser limpiado frecuentemente. Cualquier liquido derramado debe ser
limpiado inmediatamente. Algunos derrames pueden ser permanentes si no son rapidamente
removidos. El momento més conveniente para limpiar el interior es después de descongelarlo. El
exterior de la cabina debe ser limpiado ocasionalmente. Un detergente suave y agua tibia, 0 una
solucion de bicarbonato de soda (una cucharada por galon de agua) es recomendada para la
limpieza del interior y exterior de la cabina. Todas las superficies deben ser lavadas y secadas.
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7.2. Condensador

La bobina del condensador estd ubicada detras de los lados y en la parte trasera del panel exterior.
Estas superficies podrian estar calientes al tacto. Esto es necesario para a operacion de el
refrigerador y es necesario.

Codigo: ML - EQ - 20 Fecha Emizidn: Nov/08

) i Prézima Fevisién: Nov/i02
“Ianual Operativo Refiigerador LG

" de Bewizién: 1

1. Objetivo
Establecer los lineamientos a seguir en cuanto a instrucciones generales, funcionamiento, mensajes
de error y mantenimiento del Congelador REVCO -70 °C.

2. Alcance
Es documento rige para el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Instituto Tecnolégico de Costa
Rica, del Centro de Investigacion en Biotecnologia.

3. Responsables
Es responsabilidad del coordinador del laboratorio velar porque este manual operativo sea aplicado
de la forma correcta y que esté al alcance de todas las personas que laboran en el laboratorio.

4. Reglas generales
1- No instalar en lugares de alta humedad.
2- Colocar sobre piso nivelado
3- Debe existir una adecuada circulacion de aire
4- Ladistancia entre paredes y equipo debe ser no menor de 5 cm.
5- Debe estar elevado 4.5 cm en la parte frontal ajustando los tornillos niveladores.
6- Limpiar en interior y el exterior con trapo humedo.
7- Esperar una hora para conectarlo después de instalarlo
8- No removerla terminal de tierra, es peligroso, dejar funcionando 2h-3h antes de introducir
alimentos

4.1. Lo que se necesita saber
El desempefio del refrigerador se afectara
e Si esta colocado en un lugar caliente o himedo.
o Si se abre frecuentemente la puerta.
e Si se introduce agua, alimentos u objetos extrafio en las salidas de aire frio.
e Sise introducen alimentos calientes.

4.2. En periodo de vacaciones se recomienda
e Sacar todo lo que este adentro
e Desconectar el cable de corriente
e Limpiar completamente el interior
o Dejar la puerta abierta para evitar malos olores.

4.3. Si se desea cambiar la posicion de la refri:

e Remover o asegurar todos los aditamentos dentro del refigerador
e Para evitar dafios en los tornillos niveladores, girarlos totalmente hacia la base.
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o Colocar el cable de alimentacion de corriente en el gancho de la esquina posterior
izquierda.

4.4. Area frontal se calienta:
La pared frontal del gabinete del refrigerador se calienta especialmente después de la instalacion. Es
para evitar el sudor o condensacian.

4.5. Reemplazo de la lampara:

Lampara del congelador
1- Desconectar el refrigerador del tomacorriente
2- Remover la cubierta de la lampara, jalandola de la parte posterior hacia abajo y hacia el
frente.
3- Girar la lampara en el sentido contrario a las manecillas del reloj, se retira y se remplaza.

Lampara del refrigerador
1- Desconectar el refrigerador del tomacorriente
2- Quitar las bandejas y la tapa del compartimento de vegetales.
3- Para remover la cubierta de la lampara, jalar con una mano o con una herramienta desde la
parte inferior.
4- Girar el foco en sentido contrario a las manecillas del relopj, retirarlo.
5- El ensamble realizalo en orden inverso al desensamble

Tipo 2
1- Quite las parrillas
2- Desesambla la cubierta de la lampara, presionado al centro v retirarla con cuidado
3- Girael foco en sentido contrario al de las manecillas del reloj y retirarlo
4- En ensamble realizarlo en orden inverso

5. Instalacion

1- seleccionar un lugar de féacil acceso. No instalar en lugares de alta humedad o cerca de las
fuentes de calor

2- Antes de conectar, esperar cuanto menos una hora después de haberlo inslatado

3- Debe estar nivelado y sobre piso firme. Esto eliminara vibraciones y ruido

4- Limpia el interior y exterior del refrigerador con un trapo himedo

5- Lacirculacion de aire debe ser adecuada para una operacion eficiente

6- Conectarloo a un toma de corriente exclusiva y que no esté dafiana. Debe estar aterrizado.
Sino cuentas con la instalacion correcta llamar aun técnico.

7- Latemperatura ambiente deberd estar entre 10 - 43°C

8- Dejarlo funcionando 2h-3h funcionando antes de introducir cualquier sustancia

6. Operacién y funcionamiento

6.1. Conexion
El refrigerador debe estar aterrizado. Si la operacion es interrumpida, esperar 5 min antes de
restaurarla

6.2. Autochequeo

El sistema de conexion electrénico cuenta con autochequeo. Las luces se encienden en forma
diferente a lo normal y no es posible ajustar. Cuando esto ocurra no desconectar el refrigerador,
Ilamar al centro de servicio
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6.3. Método para hacer hielo

Para hacer cubos de hielo, llenar la charola con agua hasta lo indica el nivel de marcado la misma y
colocarla dentro del congelador. Para remover los cubos de hielo sujetar la charola de los exdtremos
y torcerla levemente

6.4. Configuracion de temperaturas

6.4.1. Congelador

Se puede controlar el paso de aire frio que va del congelador al refrigerador. Para cambiar la
posicion deslizar suavemente hasta la temperatura deseada (MIN, MID, MAX). Para cambiar de
posicion el control impulsarlo hacia los lados para que gire (1, 2, 3...)

6.4.2. Refrigerador

Controla la temperatura del refrigerador y del congelador. Para configurar este control, presionar el
botdn >, cada vez que se presiona, se irdn encendiendo uno a uno los foquitos hasta llegar al
maximo. Para configurar esotro control presionar el botdn REF TEMP, cada vez que se rpesine se
ird encendiendo desde el centro hacia las orillas los foquitos hasta llegar al maximo

6.5. Sistema de Door Cooling
Enfriamiento a través de la puerta

6.6. Deshielo
Se hace automéaticamente

6.7. Limpieza exterior

Limpiar inmediatamente algin derrame sobre la exterior de esta ya que puede acidificar y manchar
las superficies plésticas. No utilizar fibras metalicas, cepillas, limpiadores abrasivos o soluciones
alcalinas fuertes. Utilizar jabon o detergente utilizando una tela himeda con cuidado de no mojar
directamente el control de la temperatura y después secar bien

6.8. Limpieza interior

Limpiar los componentes con una solucion de bicarbonato de sodio. Enjuagar y secar. Hacerlo
regularmente incluyendo empaques magnéticos

Desconectar el cable de corriente antes de limpiar cerca de las partes eléctricas. Remover el exceso
de humedad con una toalla seca

7. Advertencias importantes

a- No utilizar cable de extensidn: no conectar varios aparatos a un mismo tomacorriente puede
sobrecargar el cableado, calentarse y causr variaciones en el voltaje y un mal
funcionamiento

b- Reemplazo de cable de corriente: si el corddn de alimentacidn se dafia, éste debe ser
remplazado por el fabricante, por el centro de servicio o por personal avalado por LG
electronics, para evitar algun riesgo.

c- Conexion a tierra: en caso de un corto circuito, la conexién a tierra reduce el riesgo de
choque eléctrico.

d- No guardar sustancias explosivas: como benceno, alcohol entre otras.

e- Accesibilidad del enchufe (cable de alimentacién): el equipo deber ser colocado de manera
que el enchufe este accesible para desconectarlo rapidamente en caso de presentarse un
accidente.
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8. Que hacer cuando:

a-

El refrigerador no funciona: verificar sino se fundio algun fusible en la instalacion eléctrica.
El cable de corriente esta conectado. Revisar el contacto eléctrico, que no este dafiado.
Revisar si no se tiene varios aparatos eléctricos de alto consumo de energia trabajando al
mismo tiempo, desconectar los que no se necesita.

La temperatura del refrigerador es muy caliente: verificar el control de la temperatura en la
posicidn correcta. Retirarlo de fuentes de calor o de la luz directa del sol. Abrir las puertas
solo necesariamente. Muchos objetos obstruyendo la salida de aire. No dejar la puerta
abierta por mucho tiempo.

Si se escucha ruidos anormales: verificar que este sobre una superficie uniforme o ajustar
los niveladores. Retirar los objetos innecesarios colocados en la parte superior o posterior
del mismo. Verificar que no haya una baja de voltaje, si es asi llamar a la compafiia de luz.
El refrigerador guarda olores: guardar los alimentos en recipientes tapados. Limpiar
frecuentemente el interior del refrigerador.

Se forma humedad en la superficie del gabinete: es hormal en periodo de alta humedad. La
puerta se puede haber quedado abierta, procurar que esto no suceda.

Se calienta la parte frontal del refrigerador: es parte normal del funcionamiento del
refrigerador y esto sucede para evitar la formacion de sudor.

El compresor trabaja muy frecuentemente y por periodos muy largos: verificar si los
controles de la temperatura estan al maximo, si es asi posicionarlos a la mitad. Revisar que
las puertas estén bien cerradas. No almacenar sustancias calientes.

Cadigo: ML -EQ-21 Fecha Emisidn: Nov/08

) _ . Prizitna Rewvisidn: Nov/09
“Manual Operativo Refrigerador Atlas

M* de Rewisidn: 1

1. Objetivo
Establecer los lineamientos a seguir en cuanto a instrucciones generales, funcionamiento, mensajes
de error y mantenimiento del Congelador REVCO -70 °C.

2. Alcance
Es documento rige para el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Instituto Tecnolégico de Costa
Rica, del Centro de Investigacion en Biotecnologia.

3. Responsables
Es responsabilidad del coordinador del laboratorio velar porque este manual operativo sea aplicado
de la forma correcta y que esté al alcance de todas las personas que laboran en el laboratorio.

4. Instalacion
Para la seguridad este refrigerador esta provisto con un enchufe de puesta a tierra.

Antes de conectar el refrigerador, asegurarse de que el toma corriente este sea del voltaje y
frecuencias indicadas en la placa de caracteristicas técnicas que se encuentra en el respaldo
del refrigerador.

Si el enchufe del refrigerador no coincide o no calza con el tomacorriente, bajo ninguna
circunstancia debe modificar o reemplazar debe modificar o reemplazar el enchufe, no
utilizar adaptadores para tomacorriente que no posean toma a tierra.

No utilice una extension eléctrica par conectar este equipo.

Las variaciones de voltaje de 10% o mas afectaran el adecuado funcionamiento del
refrigerador, e incluso el dafio completo del compresor.

Nunca instale otros equipos en el mismo tomacorriente para evitar variaciones en el voltaje
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Nunca tire bruscamente el cable de alimentacidn para desenchufar el refrigerador, sujete el
enchufe firmemente para sacarlo del receptaculo para evitar dafios en el cable.

Si el corddn de alimentacion esta dafiado, este debe ser reemplazado por el fabricante o su
agente de servicio.

Consultar con un técnico calificado, autorizado.

5. Ubicacion

El equipo esta disefiado para que trabaje en un ambiente entre 10 y 43°C bajo condiciones
de operacién normal.

En condiciones o ambientes calientes el refrigerador trabajo con menos eficiencia, por esta
razon ubicarlo en una zona ventilada.

El espacio a localizar debe estar cerca de un tomacorriente correctamente aterrizado.

Ubicar fuera del alcance de la luz solar, aparatos que generen calor.

Dejar 75 mm de sobre el gabinete, 25 mm a cada lado, 32 mm entre la pared y el
condensador y 13 mm del borde frontal del gabinete al borde extremo del mueble.

La superficie debe ser nivelada y que resista el peso completamente cargado

Para facilitar el movimiento del refrigerador, este cuenta con ruedas traseras

Para nivelar el refrigerador se deben girar los tornillos niveladores frontales, los cuales
pueden elevarse unos 5 mm hasta que quede ligeramente inclinado hacia atras; esta
posicion ayuda a que las puertas se cierren por si mismas y evitar que se abran solas

6. Uso y ajuste de temperatura

La posicion 0 (OFF) del control apaga el compresor y el refrigerador deja de enfriar, pero
no desconecta la energia eléctrica hacia la lampara ni otros componentes eléctrico.

Dejar funcionar el refrigerador con las puertas cerradas por 8h-12h antes de introducir
sustancias en el mismo.

El refrigerador cuenta con un unico control de temperatura localizado en la caja control en
el techo del compartimiento del enfriador.

El refrigerador viene ajustado de fabrica en la posicién 4 (medio), pero dependiendo de la
temperatura y la humedad ambiental se debe ajustar segun los requerimientos considerando
que 1 es la menos friay 7 es la més fria.

El tiempo de funcionamiento y la temperatura interna del refrigerador se veran afectados
por la frecuencia de las aperturas de las puertas, la TA, y la condicién de los productos
almacenados

7. Uso del refrigerador

El calor del aire y los productos que estan dentro del refrigerador se absorbe y elimina a través del
sistema de refrigeracion. Al disiparse el calor hacia el exterior por medio del sistema de
refrigeracion, es normal que el borde frontal del gabinete y el condensador estan calientes. La
acumulacién de escarcha varia con las condiciones ambientales, como la humedad relativa y la
temperatura, ademas del uso del refrigerador. Cuando las puertas se cierran es normal escuchar un
ruido similar aun silbido, esto se genera por las diferencias de presion entre el aire dentro del
refrigerador y el exterior. No abrir la puerta inmediatamente seguido, esperar de 10-20 segundos
para volverla a abrir.

7.1. Recomendaciones para optimizar la eficiencia y el desempefio

No dejar la puerta mas del tiempo necesario

Verificar que el empaque magnético de la puerta cierre adecuadamente

No introducir alimentos y/o bebidas en su refrigerador mas calientes que la temperatura
ambiente
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Si su refrigerador esta desconectado sin razon alguna, espere 10 min antes de volverlo a
conectar, esto permitira que el compresor se estabilice antes de reiniciar su marcha.

Elimine con regularidad la escarcha del congelador, segun el modelo cuando tenga un
espesor de 6-10 mm

7.2 Ajustes de las puertas

Si las puertas no cierran ni ajustan adecuadamente, se pueden ajustar con el giro de buje en
la zona de la bisagra

Con la llave incluida en el refrigerador ajuste el buje de las puertas hasta que el empaque
magnético toque el gabinete de modo uniforme y las puertas quedan alineados con los
bordes del gabinete

7.3 Almacenamiento de sustancias

1-

Congelador: la temperatura debe mantenerse de -10 a -20°C. El congelador mantiene su
eficiencia con cargas mayores a 2/3 de su capacidad. No obstruir el paso del ventilador.
Congelar en pequerfias partes. Remover el aire que contienen los empaques o recipientes con
productos solidos.

Enfriador: la temperatura debe de ser de 2 a 9°C. no acumular productos en el ducto de
aire y en contacto con las placas en enfriamiento. Remover el aire que contienen los
empagues o recipientes con productos solidos

8. Mantenimiento

Siempre desenchufar el cable de alimentacidn eléctrica de la toma de corriente de la pared
antes de la limpieza y cualquier actividad relacionada con el mantenimiento del
refrigerador.

Al girar el control de la temperatura a la posicion 0 OFF se apaga el compresor y el
refrigerador deja de enfriar, pero no desconecta la energia eléctrica hacia el refrigerador, se
debe desenchufar.

Mantener el refrigerador y congelador limpios para evitar la aparicion de malos olores y
contaminacion.

Limpiar cualquier derrame inmediatamente y limpiar totalmente por lo menos 2 veces al
afio.

No utilizar esponjas para restregar, cepillos, limpiadores abrasivos ni soluciones alcalinas
fuertes ni solventes para limpiar superficies.

Al mover el refrigerador sacarlo directamente hacia fuera.

Los objetos humedos se adhieren a las superficies metalicas frias, por lo que no toque las
superficies refrigeradas con las manos mojadas o hiimedas.

Limpiar el condensador dos veces al afio.

No utilizar objetos punzocortantes para remover etiquetas adhesivas (cualquier residuo de
goma de las etiquetas se remueve facilmente con detergente y con agua tibia).

No quitar la placa de identificacion.

Para la limpieza utilizar el siguiente cuadro:

Parte a limpiar | Debe utilizar Consejos y precauciones
Exterior y Jabon y agua No utilice limpiadores comerciales para uso
maniguetas domestico ni alcohol para limpiar las manillas.

No utilice fibras metalicas o sintéticas abrasivas,
soluciones alcalinas, solventes o limpiadores
altamente perfumados sobre la superficie del
refrigerador
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Empaque
magnético de las
puertas

Jabdn y agua

Limpie las juntas con un pafio suave y limpio
El empaque magnético de las puertas con un cepillo
de dientes

Serpentin del Aspiradora Utilice la boquilla para quitar el polvo de la
condensador Brocha de cerdas aspiradora para quitar el excuso de polvo de los
suaves serpentines del condensador (tubos negro y
cableados) que estan en la parte posterior
Base del Jabén y agua Aspire o cepille la base y limpiela con un pafio o
compresor Aerosol liquido esponja impregnada de agua jabonosa

suave
Accesorio de
aspiradora
Brocha de cerdas
suaves

Enjuague y seque

Bandeja de agua
descongelada

Jabén y agua

La bandeja de agua se encuentra en la parte
posterior, paras limpiarla retire el refrigerador de la
pared y desconéctelo del toma del tomacorriente
Tenga precaucion con los serpentines internos y
circundates pues pueden estar calientes

Extraiga el agua con una esponja o trapo

Lavela con agua y un detergente o desinfectante,
luego enjuaguela y séquela

Interiory
revestimiento de
las puertas

Jabdn y agua
bicarbonato de
sodio y agua

Limpiar el interior con una solucion de agua tibia y
bicarbonato de sodio (disolver una cucharadita de
bicarbonato de sodio por cada medio litro de agua)
Luego enjuague y seque el refrigerador,
asegurandose de eliminar los excesos de agua con
una esponja o trapo, especialmente en el area de
control de la temperatura y la lampara

Para eliminar los malos olores, agregue unas g otas
de esencia de vainilla a la solucion de agua y
bicarbonato de sodio antes de aplicarla

Anagueles de
vidrio

Jabdn y agua
Aerosol ligquido
suave
Accesorio de
aspiradora

Deje que el vidrio adquiera la temperatura ambiente
antes de sumergirlo en agua tibia

8.1. Remplazo de la ldmpara interior

o Desconcete la unidad antes empezar

e Utilice guantes para evitar cortarse si se rompe el tubo de la lampara

¢ Remueva los elementos circundates, bandeja y cobertores correspondientes
[}

Desenrosque y remplace la lampara, proceda de forma inversa en el montaje de las partes
removidas

e Enchufe de nuevo el equipo

8.2 Deshielo

e Se recomienda descongelar su refrigerador cuando la escarcha tenga un espesor entre lo 6
mm y los 10 mm, para evitar las acumulaciones excesivas de escarcha y deficiencias en el
desemperio y eficiencia
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No utilice los cuchillos o cualquier otro instrumento afilado para remover el hielo, ya que
puede ser dafiada

Utilice una espatula plastica para remover cualquier sobrante de hielo en el congelador
Asegurese de que el agua producida por el deshielo sea retirada tan rapido como sea posible
de su congelador

Antes de iniciar el proceso de descongelacion retire del congelador todo

Desconecte el refrigerador del tomacorriente, el control de temperatura puede permanecer
en la posicion establecida

Para reducir el tiempo de descongelacion, ubigue un recipiente con agua caliente dentro del
congelador y mantenga la puerta abierta

La puerta del enfriador si debe permanecer cerrada

Antes ubicar los alimentos en el congelador, asegurese de eliminar completamente el agua
de deshielo y seque el congelador

Conecte de nuevo su refrigerador al tomacorriente
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ANEXO 3
REGISTROS DEL LABORATORIO

1. RG-ML-(X). Registro de Mantenimiento y Limpieza - (NOmero de equipo)
Mantenimiento técnico y limpieza segun calendario. L: Limpieza, RT: Revision Técnica, O: Otros.

Codigo: RG-ML- 01

|Fecha de Eminén Nov-08

f”’-k-‘\.
"@" ﬁ "Manteniniento de Fquipo: Camara de Flnjo Laminar TELSTAR" Pb;f::“; m Nue03
Fecha Actrwdad Chservacionss fnm::a)
Lo RT O [e]=]
s Codigo RG-ML- 02 [Fecha de Emizmin Nov-08
{@1 R 4 F . [PrémmaRevinn Nov-09
= TIC NManrenmento de Equpo: Incubadora de CO; BINDER [° de Rewain 1
Fecha Actividad Observaciones (nR"”";"""'E
Lo RTO on
J#0%e Cedigo: RG-ML-03 Fecha de Eounén: Nov.08
4 \ ; —
"@' § “Mantenimiento de Equipo: Centrifaga AccaSpin VIR Pl;f’:”l R"’:‘:‘;‘ Sy
Fecha Acavidad Observaciones (DOR::’:?? o
Lo RTO oo
20 8 Codigo: RG-ML.0O4 Fecha de Emusniba Nov-08
(Foa%
4@? @ i e 3 o Promma Rensdn Nov-09
=/ TEC Mantenumiento de Equpo: Baio Mana Cole Pahner AT de Revsdn 1
Fecha Actvadad Obszervanones mh‘pm;ﬁk
LO KT D on
’f% Codigo. RG-ML-05 Fecha de Emnsién: Nov.0O8
{ - -
-\Q{) b 4 “Musseniniento de Equipo: pHinetrs Inolab WTW™ f;’f:’"h"“‘m“]‘ Havas
Fecha Actwidad Observaciones R"”"";:’:.J
Lo RTO OO Co
{?\-\\ @ Cédigo RG—ML-“ F!Chl de Emmdn NW-“
['\g ," TEC “Maenumento de Equpe: Balanza Analinea Advennuer SL™ gf:n h:::“; S
Fecha Actiwidad Observaciones (rf;::“;g’:ﬂ
Lo ETo ©0 Cno
o g Cédige: RG-ML-07 Fecha de Enunén: Nov-08
(@ | S 4 Z _ . |Prdsima Rewsién Nov-09
\— TEC Mantenumento de Equipo: Microscopio Invertdo N° de Rewmica |
Fecha Acundad Observaciones Rmpon;able
Lo RTO on
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Codigo: RG-ML-08

[Fecha de Emnén Nov-08

0 2o
@ | 4 . ; , . [Préwms Revinén Nov-09
\ = TEC Mantennmento de Equpo: Plannlla Elecmca Cornmg ek =
Fecha Actividad Obeervationes ke
(nombre y firma)
Lo RTO on
N . Codige: RG-ML09 Fecha de Emndn Nev-08
{ @) W .. . [Présoma Revinin Nov.09
\= TEC Aantenurento de Equipo: Microondas LG N de R 1
Fecha Actadad Observacones &m
LO KTO oo
#0 e Caodigo: RG-ML-10 Fecha de Emisita Nev-08
‘@' § “Mantenimiento de Equipe: Refrigeradars 1LG™ RS R I
= [17° de Bewsida 1
Fecha Actividad Observaci Bapmmable
e (nombre v firma)
Lo RTO oo
'ﬁ Codigo: RG-ML-11 Fecha de Enusion. Nov-08
F@&}y N 4 . . INERT o |Préuma Rewsion Nov09
\= TEC Mantenunento de Equpo: Refrageradora 2 Atlas ° de 7%
Rerponsable
Fecha Actndad Observaciones PRGE :
(nombre ¥ firma)
LO KT O on
e Coigo: RG-ML-12 |Eectis de Eranén. Nov-08
I@} @ i . o IPrdm Rewsién: Nov-09
g i . s RY" _
= TEC Mantennnento de Fqupo: Antoclave AF-75S-DRY N de Revidn 1
5 Responsable
Fecha Actradad Obssrvaciones 4 7
LO RTO on
,?f;.? Codigo: RG-ML-13 |Fecha de Emsiéa Nov-08
‘\\%) A “Mantenimiento de Equipo: Estufa Mesamert” g’f:‘; R"‘"‘; Nov09
Fecha Acttadad Obzervacionss Q:;’:ey ; >
Lo RTO on
@ @ Codigo: RG-ML-16 Fechs de Emsitn Nov-08
| oty . . . .. |Prémema Bensén Nov-09
=/ TEC Mantenaniento de Equipo: Refrigeradeor 3 FisherSiennfic N 4 Be 1
Responzabie
Fecha Actindad Obzervaniones y frmd)
Lo RTO o0
#0 e Codigo: RG-ML-14 Fecha de Emisioa Nev-08
@I § “"Mantenumento de Equpo: Congelador - 70°C REVCO” Lo b
=/ [° de Rensitn 1
Feeha Actvidad Obssrvaci Bapumable
o (nomibee y firma)
Lo RTO oo
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o Codigo: RG-ML 13 Fecha de Emsioa Nev-08
(@' 4 *Mantenisniento de Fquipo: Cougelader -20°C FisherSientific”  [orooma Revinin Nov.09
et s ' 1 de Rensidn |
Respoasabie
Fecha Actvidad Olbservaciones iy b
Lo Rro 00
s . Codigo: RG-ML-17 Fecha de Enuaén Nov-08
"@) W "M outenisniento de Equipo: Incabadors CO; Barnsseadingermaanat” 2102208 Bevisicn. Nov-09
=4 o= oo N® de Rewiaén: |
Responsable
shins i s oot (nogbre v frma)
LO___RfD___ 0D
Foas Codige RG-ML-1§ Fecha de Evundén Nov-08
/£ \
‘\{ﬁ / g “Mantenisiento de Equpo: Catnara Limpia LABCONCO™ (Lo Remsién: Nov-09
=/ N® de Revanidn: 1
- Responsable
Fecha Actradad Obz=rvaciones ( o7
Lo___®o__ 00O

2. RG-MON-(X). Registro de Monitoreo - (Nimero de equipo)
Control T°, CO,, N,L

Codigo: RG-MON-NL Ermisién: Now 08
, A Prixima Revision: 11,09
“Registro de Monitoreo: Tanque de Nitrogeno™ -
N° de Remsidn: 2
Fecha | Hora |Nivel de N2 Observaciones Responsable imambse y fama)
P Codigo: RG-MNMON- 01 Fecha de Emssién: Nov-08
':@ ; W “IUso de Equips: Camara de Fujo Laminar TELSTAR" L Bt s
=, TEC qupe: N® de Remaén: 2
Candal Velocidad de Tiempo Responsable
Fecha | Teempo de uso S E Flujo 1 T™C Lz UV Observaciones (nombre 3 &

@

Ceodigo: RG-MON-02

Fecha de Emision Nov-08

4

“"Reggoro de Motoreo: Incubadora CO, BINDER"

Proxima Revivien: Nov09

IN® de Revision: 1
Nivel Oy |  Presion ; Responsable
Yoo | TEHED Tanque | Manowmeno o : (nombre v firna)
ED AD Lo To
E: esterilizacién, A: cambio de agua, L: limpieza, T: cambio del tanque de CO,
¥ e Codige: RG-MON- 10 Fechia de Finision: Nov-08
{'@I @ “R de Monitoreo: Reftizerador 1 LG Proxima Revision: Nov-09
==/ TEC gretra aaen N° de Revision: 1
Responsable Responsable
Fechia  (T° Congelador| T° Refiigerador ey firvan) Fecha [1° Couelnhl{'l‘ Refiigerad = :

| |
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Pt Codigo: RG-MON- 11 Fecha de Frobsion: Nov-08
‘\@ | ‘% "Registro de Monit . Refrigerador 2 Atlas™ Proxuna Revision: Nov.09
\o=/ TEC egistio oreo: Refrigerador 2 Atlas R° de Reviswon 1
Responsable y Respensable

Feocha |T° Congelador|T° Refrigerador Thsknbee v Semma) Fecha [T° Congelvdor{T® Refrigeradon ¥ i)
/0 e Codigo: RG-AON-14 Fechn de Frusion Nov-08
it @i @ s ) \ Proxima Revision: Nov-09
=/ T1C Registro de Momtareo: Congelador -70°C N de Revamion 1

3 Responsable Responsable Responsable
Fecha |T°C' Congelador oSy Fecha |T°C Congeladon| oRp A y Fecha |TC? Congelador Gy k)

Cadigo: RG-MON-15

Focha de Fmision: Nov-08

2

“"Registio de Momtoreo Congelador -20°C"

Proxima Revision: Nov-09

— IN® de Revasion: 1
: Responsable Responsable =2 Responsable
Focha |T°C Congelador iy j Focha [T°C Congelador o v Focha |TC® Cong p ety
@ ¥ e
\—v 1EC Qistro oreo: Refrigerador 3 Fisler S¢ 3 N° de Revision: 1
Responsable ‘ Responsable
Fecha |T° Congelador |T® Reigerndor| ! e taa) Fecha [T° CangeladorT® Refrigeradon ke y By
o g Cadigo: RG-MON-18 Fecha de Ennndn Nov-08
1 \
1'@? @ R o o R Proxima Revsin. Nov-09
\_\:_: / TC Uso de Equipo: Camara Lisapia LABCONC'O N° de Revesidn 2
Tiempo Tsuanio
Fecha Tiempo de uso Luz TV Obzervacones & e y frma)
/’"\; (Cadige: RG-MON.17 Fecha de Frusion: Nov.08
'@l g "Registro de Mowtorea: Incubadera 'Oy BamsteadInternational” ;‘::‘;f;’:ﬂ; Nov-09
Nivel COy | Presion S Responsable
Fecha | T°C |% CO, Aseo 1 M 7y Observaciones ¢ o'y Brsna)
E0 AD LO TO
E: esterilizacién, A: cambio de agua, L: limpieza, T: cambio del tanque de CO,
3. RG-OP-G1. Registro de Operacion General Lab.1
Uso Diario
Codigo: RG-OP-G1 Feclia de Emision: Nov 2008

¥

TEC

@

"Uso Diario de Equipos: Laboratorio Ingenteria de Tejidos 1"

Proxima Revision: Nov 2009

IN® de Reviston: 1

Uso de Equipo

FECHA

Camars Flujol CemrﬂnalgHmelro

Balanza

Microscopo Pvamlgleaho MangiMic:oondag]ﬂglaoor Bomba \Vacio

Usuano

I —
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4. RG-OP-G2. Registro de Operacion General Lab. 2

Uso Diario
;356‘_“ s, > Codigo: RG-0P-G2 Fecha de Fmision: Nov-08
(4 E| @y Proxima Revision: Nov-09
WA= -~ "Uso Diario de Equipos: Laboratorio Ingenieria de Tejidos 2" —
NS TEC e ! IN? de Revision: 1
Uso de Equipo
FECHA  |Camara FlujolAutoclave [Flantilla | Estufa | Sellador |Bornba Wacio Responsable

5. RG-CU-(X). Registro de Cultivos - (Namero de equipo) 6 (Tipo de tejido)
Uso Diario

Codigo: RG-CU-D2 Fecha de Emisidn: Hov/08

:@ Prixima Revision: Nov/09

"Registro de Ingreso y Salida de Cultives a la Incubadora CO; BINDER™ —
M de Rewision: 1

Cddigo linea| N v Tipo .. Cultive Responsable
Fecha ; Acecion — - -
celular Frascos Qy/6F | Especificar medio {nombre v firtna)

E 8 ¢ D P |Q F
E: Entra cultivo, S: Sale cultivo, C: Crioconservacion, D: Descarte, P: Pasaje, Q: Queratinocitos, F: Fibroblastos.

Caodigo: RG-CU-17 Fecha de Emision: Hov/08
‘f@ "Registro de Ingreso y Salida de Cultivos a la Incubadora CO; Priima Revision: Hovw/09
: BammsteadInternational” Mo de Rewision: 1
Codigo linea| N? v Tipo .. Cultivo Responsable
Fecha ; Acelon — - -
celular Frascos Qy/oF | Especificar medio (nombre y firma)
E § ¢ D P | F

E: Entra cultivo, S: Sale cultivo, C: Crioconservacion, D: Descarte, P: Pasaje, Q: Queratinocitos, F: Fibroblastos.

‘?.p“{:% > Codigo: RG-CU-F Fecha de Exstitn Nov. 08
SGRE N Prétama Revisdn Nov/09
> "Registro de Evolucion de Cultives de Fibroblastos™ —
N° de Rewsion 2
I Codigo del Paciente l
Frascos Imiciales fitcod Tragcas Total de fiascos Responsable
Fecha | Hora i Contaminados Amplificados ; e Observaciones moz'nbl:'v '5“ 3
T2 | 778 |T17S [ TS I TOS [TIPS| T2S | TS ITIOSI T25 [ TPS IT17S 2
Cadigo: RG-CU-Q Fecha de Enusdn Nov 08

Proxmma Rewaion: Nov/09
"Registro de Evolucion de Cultives de Queratinocitos™

lf‘ de Remndn 2

I Codigo def Paciente l

| 'F ) ’ Frascos Frascos oD R
Fecha | Homa ‘ Frascos Iniciales Contaminados Amplificados Total de frascos | Obdsrvicionss hesbpun'r;::le
| T2 | 778 [T17&| T35 | T78 [T175 | T28 | T78 [T178| T28 | 178 |T178 QuiBre.y oy




6. RG-CA-(X). Registro de Contaminacién Ambiental - (NOmero Laboratorio)

o Codige: RG-CONT-01 Fecks de Emain Nav-08|
‘\’\Q' ﬁ “Control de Contammacion Aabiental del Laboraterio de Ingenderia de Tefidos 1 :’::“’ R”“’""l’ Nov-09
Mes ?:!:.:o Uhiwcacion Tau::h Contammacion Duciciim y{o Hongos*
Mers 0 Battersas ylo Levadura:D # HongosO #
Fecka PiaD Bactessas ylo Levadura:D # HongosD #
Itcubacion | ARE O|Camars Flojo 1 O Bactersas ylo LovadurasD # HongosO #
Incubadora 2 O Bactenas ylo Levaduras D # HongosO #
Fecha Centro Lab 0 Bactenas ylo LevadurasD # HongosO #
Rewimén Meza O Bactenar ylo Levaduraz D # Hongos0 #
PiaO Bsttenas y'o LevadurssD # HongoeO #
IAPD DiCamara Flop 1 O Bactersas ylo LevadurasD # HongoeD #
Incubadora 2 0 Bacterias y'o LevadurssD # HongosD #
Centro Lab 0 Bactenas y'o LevadurasD # HongosO #
Responsable (Nombre y Fema): * Color y/c Morfologia Hoja #

\
J

@

Codigo: RG-CONT-02

Fecha de Erunda Nov-08

“Control de Contmninacion Ambiental del Laboratonio de Ingemeria de Tepdos 27

Prizama Renision Nov-00

N° d» Rewsion 1

Mes :::‘ Ubicacen L:;sz Contzmnacion L !“dl::n Hongos*
Meza O Bactenas yfo LevadurasO # HongosO #
Fecha Filz 0 Bactenas yio LevadurasO # HongosD #
Incubacidal ARE O[Camara Flyo 2 O Bactenas yio LevadurasO # Hongos D #
ICamara Fliyo 3 0 Bactenas y/o Levaduras0 # Hongos 0 #
Fecha Incubadora | 0 Bactenas ylo Levaduras0 # HongosD #
Revision Mesa 0 Bactenias y/o LevadurasO ¥ Hongo:0 #
Bila 0 Bactenas ylo LevadurasO # HongosD #
LAPD D[Camara Flyo 2 0 Bactenas yfo LevadurasO # Hongos D #
ICamara Fliao 3 0 Bactenas y/o LevadurasO # Hongos O #
Incubadora | O Bactenas yio LevadurasO # Homgos D #

Respensable (Nombre y Firma). * Collor y'o Modfologis Haja #:
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ANEXO 4

INVENTARIO Y CATALOGO DE REACTIVOS

1. Portada y contenidos del catélogo de reactivos.

Institute Tomels 50@ de Coesta Rioa

Escusla dé Bicloa

Centro do Investigacion ¢n Bictecn olo @a

aboratorio de Cultive de Tejidos

Reactivos B
En Refrigerador2 v Congelador2 (Laboratoio 1)

Rezctivos C© H
: Engaveta atemperatura ambierte "Reactives C" (Laborataio 1) H

Reactivos D
En congelador—20°C (Laboratorio 2]

Reactivos E
En congelador—70°C (Laboratoio 2)

Reactivos F
En Refrigeradar 3 (Laborataio 2)

Reactivos A H H
En Refrigarador1 w Congelador1 (Labarataria 17 H i laz

Laboratoriq de Cuttivo de Tejidos Epidérm ico

Faactivos E

Fasactives F

2. Instrucciones del catalogo de reactivos.

Uﬂlelﬂm
Prower vasktema ce Boll acoes o, 1ok atiackn yhisquedade los re ative
Eel loe Rboraorks de cultvo de ko epldérmboe el MCR.

‘Mcance

:Este docume ato rke para o Rhoabrke de Cutvode Telkks EpkErmbs 1y

12 el hstitito Techokg oo ik Costa REa, delCeatro de hvestacion e B~
“eciokgi.

:Responsanies
‘B 1es poasablikiad de | coordliador dé | 1aboratork w lar porgee et mareal

‘operativ sea aplkadd de l hrmacorectayque esk alakaic: de todas ks
persoa3 que tabae e el Aborabrb.

IIISIIIICGII]IIBS fe Uso

‘1. Buscarelreactivoa wsarpor Nombre Comua opor Nombre & imion & b
: el respectivo ndice.

2. Elcatakgo hdkak whkacks &l activoe s el Rborabrk, a1 como el

oXIKo & Kado al e activo yoor elcral b ecortiara kerticado. Ade-
ma: elcatakao mees tala hfomack de pelkce Kad v manejoque
ke conslderarparacada e activo.

‘3. Recterde avkar ale scargad s15e agotar exstacas e akjno o los |

reactive aotade ey ed ke catakgo.

‘Rojo (Fi: hfamablikiad
1Am arllo (R ) reactuldad
‘PE{Protective Bquipm enti: equipo de proeccion

CWEANCAL NAME I'W("YECVH& EOUSMENT INOEX

3 oA
"o SHAn

S Vi
£
sSkFa -

T
SVar
XY

sVAS

.A ankolos de teguldad; B:ankolor de reguildad, guank s Crankolos de seguldad,
:vtmle. Jdelankad pia ko) Diguanike s delankdl fas ko E:ankola de sequildad,
tguanikes marcanla; Frankdor de seguitdad, guanies , delanial ja: ko, marcaila; &:
cankaclor de reguidad, quanie:, maxcallade gares; H:ankdor de reguildad, guanke:,
rdelanial plaz lco, mxcallade yares;l:ankdor de 1eguidal, guank:  mazcatlade
rgares;Jiankolor de seguildad, guank s, delantd plas lco, mxcallade yares; K:
imarcalla presuizala, guank s, kale de blozeguldal, bokas ; Xipregunk a su superds ot
a'erca de Irg huzdore s de manelo ezpedales.

| Effqueta s de numeraclon { ver tapa de reactivas )
(Elanco: Feactvo 8 15 0Con (b, Vel e B]1eta de Ihimacion
Maranjfa: Reactizo pelioso. Ver stijueta de hbrmackn




3. Muestra de algunos reactivos en el catalogo de reactivos.

¢ iLaboratorio de Cuttivo de Tejidos E'piu:lérm izos

-P.Ibumlna de aero bovno 2204
Frascos 10ml

HCorediagn o tic
jLote: 106603
THCat

-'n.-'elcmlem: Marzodé

Laboratoria de Cutive de Tejidos Epidérm ico

.a|:u:\ -Transferina siderofilina pobre en

‘hiemao
iFraseo 1mg

CHAZAt T-03523
Vencmk it

E.ﬂ.lburnina de Siero bovine 229
‘Frascos 10ml

e oo e oo :
(Cordiag st
s Lote 109605

tor Rar 2006

.a|:u:\ -Tramsfering ddercfilina pobre en

‘hiera

T e e
TLote: 11 4KER2T :
:N'CatT-o391 H

b & e
Frascos 10ml

 Comeadlag oot :
| Lote: 105602 :
INeCat :
IVercin e vt Mar 2006

| Citrate-dextroze salution [aco)
+Batella S0ml

CHACAt CET
Vencimk o

'.ﬂ.mnlo Max- 2100 con L-Glu
1 Botellas 90ml

e .
{Lete 1237 Lo Erk® el
CNeCat 1700 1052

Sench ito:

' I:Dlegen:- Tipo | de cola de rata

‘Frasces 10mg y 25mg

___________________________
E?cﬁeugrkrgz Eik ol

i HLY b S H .
CNeCat cTeE1 ; Fravca 10mg:
VuENCIE s Fragen 25mg:

4. Muestra de algunos reactivos en el inventario de reactivos (continta abajo).

“REAC'I’IVOS A" en Congelador y legorador A

Codigo REACTIVOS Formuia Quimica
Al Abuming de suero bovno 22%
| A Abumma de swaro bovino 22%
Al Albumina de suero bovino 22%
] A2 Amnio Max- C 100 con L-Giu
i A3 apo-Transferina siderofiina potes en o
A3 apo-Transfering siderafiing pobre en henmo

A4 Cltrate-destrose soiution (ACD)

AL Colageno Tpe | oe cola de rata

AL Dispasa |l de 8 poymyss

A7 F-12 {(Ham) Nuthent midure #n poivo con L-ghtamina y sin NaRCO,
AB Giconato oa Cafcio a1 10%

AS HyQ Tase cell getacnement solution en DPBS con EDTA

AlD MCDB 153 Medum + L-Glutamina y 28 mM HEPES - elementos traza
Al0 MCDB 153 Medum + L-Ghtamina y 28 miM HEPES - elementos traza
Al0 MCDB 1453 Medum + L-Glutamina y 28 miM HEPES « elementos traza
Al0 MCDB 153 Medum + L-Glitamina y 28 mM HEPES « elementos traza
Al MCDB 153 Medum + L-Glutamina y 28 mM HEPES - elementos traza
Al MTT

A2 Piruvato de sodia > » 99%

Al3 RPMI adicionar 20 g NaRCO,A + L-ou - NaRCO,

AL Toxina colenca

Ald Toxina colerica ge V. chokerae loflizada

AlS Trombina bovina

AlG Trombina poving liofilzado

Ale Tromboptastng - DS con Tris, NaCl, N3,EDTA, Nakl,

A7 Topsina

A0 DMEM +GLUCDSA- PIRUVATO-NGHC O3

A9 Acriamica en spiucion

Existencias  Cantidad
10mi
10m|
10mI
S0 mi
1mg
109
Sami

10y25mg

0.8 uimg
10639
10ml
100 mi
17649
1769
17640
1769
1769
14

S5g
104,39
1 mg

D = D - e W -

—-—— e e e NN O - —-O

Smi

1 mi

2ml

100 g
10L13389
500ml

o
o

- - -

Lote
109603
10960%
109602

1267404
A3HI30!
114KES2
D16Ka30
DeSK379
1363970
245414
1146-0¢
APH2174
123KA32!
20B303
0%4KB32
125830
Dd5K831
51K531.
D76KDEG
7BOSK
F217a
077414
PO0E52
537825
353-507.
154609
284977
210-0061

99




5. Muestra de algunos reactiv

Lote
R
e
L M

et

N Cardloge Feoha i Alen
OE3005 2eC
R0
[0
0 162 23C.0srind
T 39¢
Tam 2acC
(= 5C
o™ 25C
94342 TR OO0 ovesom 8<
DA T B
W2 TS WOvis 24T
SV N Lt Mastaww
7811 wonee 24T Dececydor
[ ] owRa1200) 25C, Dwmweader
T vesn? 25T, Dvseo vt
(] e 13T, Dpsadon
(2500 [ 24T Derecador
Mg 24 C Owanzadoe, Oroaded
PAt 24T
tweean [T 24¢
25 i
C-g0k 5C
vses (RS0 8
DI I 29C
faciesd [t 23C
2700 0 Ve 2y
wgRean noTLom 24C
veam agc

Ddservationes

Senable ol he

N esred, LicdRrads
S0hendn mpctibde
Congetador |

Erwweko con pa im y ee boles Bhadud sellads
Erawwitn conpaatim g ee botes ndhadud svllads
Ervando 006 p i dbin § wn Lols e rnvadud svilide
Erasso 000 por MBT § o8 bolna ndhad o setady
Ercwslo sonpasimy ee boles ndhadud selads

Tarable & le s, Evensllo e papel shaminic, Seledc enbolia ndades

Lofbers

os en el inventario de reactivos (continuacion).

to. Riesgo

WEsse OOF, £61 Parp Y it

Owno
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YRR OOSS0T ey s P Ponde o
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ANEXO 5
ETIQUETAS DE REACTIVOS

é CHEMICAL NAME PROTECTIVE EQUIPMENT INDEX
: X 12
: s S W HS WAk 8
3 oW SW"
§ " Wik SWAN
§ S8 <~9Wh
i 17 Y

H: peligroso para la salud, F: riesgo de inflamabilidad, R: riesgo quimico, PE: equipo de proteccién
requerido segun cddigo a la derecha.

101



ANEXO 6
PROCEDIMIENTOS HOSPITALARIOS

1. PROCEDIMIENTOS AL NINO QUEMADO HOSPITAL NACIONAL DE NINOS,
COSTA RICA

Las quemaduras en la poblacion infantil constituyen un serio problema. Aparte del riesgo de morir
que tiene el nifio quemado, que es mayor que el del adulto7, estas lesiones pueden dejar severas
secuelas invalidantes, funcionales y estéticas que causaran desajustes psiquicos, sociales y
laborales serios durante toda la vida. Desde el punto de vista de salud publica, el tratamiento de
estas lesiones consume una gran cantidad de recursos durante tiempos que suelen ser
prolongados, como se observa con la prevencion y manejo de las infecciones luego de la
quemadura, asi como también en la preparacion de la zona injuriada para el injerto, y finalmente,
en la cirugia reparadora de las secuelas retractiles. Pero tal vez lo mas importante, es que se trata
de un problema en el cual la prevencion juega un rol fundamental.

Dra. Alemany Mayra, Especialista 1ro y 2do grado Cirugia Plastica - Quemados.
Lic. Hernandez Amarilis, Coordinadora del Servicio de Quemado del HNN.

Dr. Sibaja Pablo, Especialista Cirugia Pediatrica.

Dr. Siri Carlos, Especialista en Cirugia Pediatrica.

Dr. Steele Roberto, Especialista en Cirugia Plastica — Quemado.

ESTADISTICAS

La primera causa de muerte en la nifiez lo constituye el trauma. En EEUU las quemaduras
constituyen la segunda causa mas comuUn de muerte accidental en nifios bajo los 5 afos. El
problema mas grave, es que, por cada 2.500 nifios que mueren por quemaduras, 10.000 sufren
incapacidad permanente2. En Chilel las quemaduras constituyen la primera causa de muerte entre
los nifios de 1 a 4 afios (casi el 30% del total de las muertes por lesiones y violencias en este grupo
etario). La escaldadura es el mecanismo mas frecuente de injuria. Elementos relacionados con la
preparacion y consumo de alimentos causan aproximadamente la mitad de las escaldaduras. Las
quemaduras eléctricas de la boca también son frecuentes y ocurren cuando los nifios comienzan a
caminar. Los preescolares se queman con fuego, producto de fésforos y encendedores.

La enorme mayoria de estas quemaduras ocurren en el hogar y son resultado de accidentes
previsibles.

En nuestro pais la morbilidad por quemaduras se mantiene con pocos cambio en los Ultimos cinco
afios pero la mortalidad es baja, solo en quemados con quemaduras de vias respiratorias y indices
de gravedad por encima de 70.

CONCEPTO

Las quemaduras son lesiones traumaticas que provocan una necrosis histica de variable extension
y profundidad causadas por diferentes agentes fisicos quimicos o biol6gicos; los cuales causan
alteraciones histico humorales capaces de conducir a la muerte o dejar secuelas invalidantes o
deformantes al paciente que la sufre.

ETIOLOGIA

Agentes fisicos

Térmicos: Son agentes capaces de producir calor por diversas formas: Flash, Fuego directo,
Liquidos calientes o inflamables, Metales calientes, Vapor de agua

Eléctricos: son los que provocan lesiones al interponer una parte del cuerpo humano entre sus dos
conductores con diferentes potenciales. Estas lesiones son por lo general muy profundas pero
poco extensas y pueden producir graves alteraciones en el organismo, principalmente paro
cardiorrespiratorios.

Irradiacién: los que producen radiaciones penetrantes: Luz solar, Rayos ultravioleta, Rayos X,
Arma termonucleares, Rayos atomicos, etc
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Friccion: algunos agentes como el pavimento o el apoyo prolongado y mantenido producen perdida
de tegumentos y ulceras por decubito, las cuales se comportan en su evolucién y tratamiento igual
que una quemadura.

Frio: provoca lesiones por congelacién que evolucionan como si fueran verdaderas quemaduras.

Agentes quimicos

Acidos: producen deshidratacion celular y precipitan las proteinas formando proteinatos acidos,
entre ellos encontramos: acido clorhidrico, acido sulfarico, acido fenico, acido tricloroacetico, acido
nitrico, etc

Alcalis: actian sobre la piel saponificando las grasas, deshidratando las células y formando
porteinatos alcalinos: Hidréxido de sodio, Hidréxido de potasio, Hidréxido de calcio, Amoniaco, etc
Medicamentos: Algunos medicamentos sobre todo los hipertonicos, solo se pueden utilizar por via
endovenosa y en ocasiones en venas profundas; al extravasarse producen necrosis de los tejidos
con lesiones semejantes a las quemaduras: glucosa hipertdnica, citostaticos, levarterenol,
thiopental, etc

Agentes especiales

Principalmente se utilizan en la guerra moderna algunos agentes capaces de producir elevadas
temperaturas en su combustion, asi como también liberar sustancias muy toxicas: Napalm, Gas
mostaza, Magnesio, Fésforo blanco, etc

Agentes bioldgicos

Algunas sustancias procedentes de animales o vegetales al ponerse en contacto con la piel
producen lesiones semejantes a las quemaduras: Insectos, Medusas, Moluscos, Peces eléctricos,
Batracios, Ortiga.

EXTENSION

La determinacion de la superficie corporal quemada debe ser determinada en el nifio, con mucha
exactitud, ya que expresa el prondstico vital de la lesion.

De la extension depende en gran parte la posibilidad de shock del paciente. Si se sobrestima, se
corre el riesgo de sobrehidratacion. Por otra parte, si se subestima, el nifio se deshidratara. Todas
las férmulas de reposicién de liquidos en el quemado estan basadas en la extension.

En el adulto se usa la tabla "de los nueve" o de Pulasky-Tennison6. Los segmentos corporales
tienen valores iguales a 9 o multiplos de esta cifra. Asi la cabeza y los miembros superiores
representan cada uno 9%, la cara anterior al tronco, la cara posterior y cada miembro inferior 18%,
los genitales 1%.

Esta regla no puede ser aplicada a los nifios ya que la superficie de los segmentos corporales varia
de acuerdo con su edad. Asi el RN tiene muy desarrollada la cabeza (18%) y reducidos los
miembros inferiores (14%). Esta diferencia ird cambiando con el crecimiento.

En 1944, Lund y Browder6 determinaron los valores de los segmentos corporales en cada edad.
Esto se observa

TABLA DE LUND Y BROWDER PARA DETERMINAR LA EXTENSION DE LAS

QUEMADURAS EN NINOS

AREA EDAD EN ANOS TOTAL
0-1 1-4 5-9 10-14 |15 | ]

Cabeza 19 17 13 10 9

Cuello 2 2 2 2 2

Tronco anterior 13 17 13 13 13

Tronco posterior 13 13 13 13 13

Gluteo derecho 2.5 25 25 25 25

Gluteo izquierdo 2.5 25 25 25 25

Genitales 1 1 1 1 1

Brazo derecho 4 4 4 4 4

Brazo izquierdo 4 4 4 4 4

Antebrazo derecho 3 3 3 3 3

Antebrazo izquierdo 3 3 3 3 3
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Mano derecha 25 25 25 25 25
Mano izquierda 2.5 25 2.5 25 2.5
Muslo derecho 55 6.5 8.5 8.5 9

Muslo izquierdo 5.5 6.5 8.5 8.5 9

Pierna derecha 5 5 5.5 6 6.5
Pierna izquierda 5 5 5.5 6 6.5
Pie derecho 35 3.5 35 3.5 35
Pie izquierdo 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5

Un método util y practico en los pequefios, consiste en aplicar la regla de la palma de la mano para
medir la extension de la superficie quemada. Para estos efectos se considera que la superficie de
la palma equivale a un porcentaje igual al 1%.

LOCALIZACION

La localizacion de una quemadura serd responsable del prondstico. Asi una lesién profunda que
afecte pliegues de flexién, generara retraccién y secuelas funcionales con toda probabilidad.
Existen "zonas especiales" que son potenciales productoras de secuelas: todos los pliegues de
flexién, cara, manos y pies. En la figura siguiente se puede observar la localizacién de quemaduras
que pueden dejar secuelas funcionales o estéticas. Como se puede observar, quemaduras
profundas (B) localizadas en zonas especificas podrian no tener gravedad del punto de vista vital,
pero si, desde el punto de vista funcional o estético (quemaduras de cara o de mano).

f LOCALIZACION DE OLEMAGURAS \
QUE PUFDEN DELARA
: SECUBLAS

\ e
Tomado de *Tratamiento local de las quemaduras®. Dr. R. Artigas E4. Parke-Davis Chile 1980
EDAD

"Los nifios no son adultos pequefios”.

El nifio tiene un desarrollo que no es vertical. Sus sistemas van creciendo cumpliendo etapas que
no suelen ser coincidentes a las de un adulto menudo. De ahi que presenten respuestas diferentes
ante una misma agresion.

DIFERENCIAS ADULTO-NINO

Labilidad hidrica. Los nifios tienen muy pocas reservas de agua. El recambio diario de liquidos en
un lactante representa la mitad de su liquido extracelular. El adulto solo moviliza la séptima parte
en 24 horas. Por eso el nifio cae facilmente en shock hipovolémico. Al mismo tiempo es mas facil
Su recuperacion.
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La piel infantil es més fina, por lo que un mismo agente produce en el nifio quemaduras mas
profundas que en el adulto. El tejido subcutaneo infantil es mas laxo y se edematiza con gran
facilidad.

Los segmentos corporales tienen diferencias fundamentales, como ya se vio anteriormente. Asi la
cabeza de un lactante menor representa un 18% de su superficie versus un 9% en el adulto. Esto
es compensado con la disminucion de superficie de los miembros inferiores, en especial los muslos
que es la zona dadora de injertos por excelencia, por tanto el nifio tiene menos superficie
disponible para injertos.

Existen diferencias también en la funcién renal y en los sistemas cardiaco y respiratorio.

PROFUNDIDAD

Existen numerosas clasificaciones respecto a la profundidad de la quemadura, unas tendientes a
separarlas en distintos grados y otras en superficiales y profundas de acuerdo a la epitelizacion
espontanea o no; nosotros utilizamos una clasificacion basada en la histologia de la piel, a la
anatomia y a la clinica.

Clasificacién histolégica

Esta es la principal de las clasificaciones utilizadas para las quemaduras. Se basa en la histologia
y fisiologia de la piel y sus capas; especialmente, en su capacidad de regenerarse de forma
espontanea y de actuar como barrera cutanea. Asi, seglin la capa alcanzada por la lesion, las
quemaduras se clasificaban en:

Primer grado (epidérmica): epidermis

Segundo grado (dérmica): epidermis y dermis

segundo grado superficial: epidermis y dermis papilar

segundo grado profundo: epidermis y dermis reticular

Tercer grado (subdérmica) : hipodermis
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Clasicamente se habla también de quemaduras de cuarto grado para referirse a aquéllas que
afectan al tejido subcutaneo, musculo, fascia, periostio o hueso.

La evaluacién de la profundidad de las quemaduras es, con frecuencia, dificil en un primer
momento. La profundidad de la quemadura determina la evolucién clinica que seguira su proceso,
su determinacion es facil, sobre todo en las primeras horas. El Dr. Fortunato Benain distingue tres
tipos de quemaduras que no difieren de la clasificacion utilizada por nosotros pero si ayuda en el
pronostico en tipo A o superficial, B o profunda y tipo AB o intermedio. La siguiente tabla resume
las caracteristicas de los distintos tipos de quemaduras:

Quemaduras defSegundo grado [Segundo grado [Quemaduras de
primer grado Dérmica Dérmica tercer grado
Epidérmicas superficial profunda TIPO B
TIPO A TIPO AB
Causa -Sol —Liquidos -Liquidos —Llama
—-Fogonazo calientes calientes —Escaldadura por
menor —Fogonazos ol-Fogonazos  ojnmersion
llamas lamas —Electricidad de
—Exposicion —-Exposicién alto voltaje
breve ajprolongada al-Exposicién a
sustancias sustancias Ssustancias
quimicas diluidas jguimicas diluidasjguimicas
concentradas
—Objetos calientes
Color Rosado Rosado o rojo|Rojo oscuro o|-Blanco perlado
brillante blanco 0 carbonizado
amarillento —Transparente o
Imoteado como parche
Superficie Seca o|-Tamafio —Ampollas —Seca con
pequefias variable; menores, aepidermis no
vesiculas ampollas grandes lveces rotas viable adherente
—Exudado -Ligeramente  |-Vasos
abundante hiumeda trombosados
Sensacion Dolorosa Dolorosa —Disminucién de|—-Anestesia
a sensacion al Sensacion de
pinchazo presion profunda
- Sensacion de
presion profunda
ntacta
Textura Suave, con|Engrosada por|Edema No elastica vy
edema minimo yjedema, peromoderado  conjcorreosa
posterior flexible menor
exfoliacion elasticidad
superficial
Cicatrizacion 2-3 dias 5-21 dias >3 semanas Ninguna; requiere
injertos

Es importante destacar que la valoracion de las quemaduras en nifios pequefios -especialmente en
los menores de cuatro afios- difiere de forma notable respecto a la de los adultos. Asi, las lesiones
de apariencia superficial son en los nifios mas profundas. Al ingreso, las quemaduras de tercer
grado tienen en ellos color rojo intenso (por lo que podrian parecer de segundo grado) y casi nunca
se aprecian las tipicas lesiones blancas o en pergamino.

FISIOPATOLOGIA DE LA QUEMADURA

La lesién por quemadura rompe la homeostasis del organismo mas que ningun otro tipo de
traumatismo, afectando practicamente a todos los d6rganos de la economia. Por ello, para su
correcto tratamiento deben comprenderse bien los mecanismos que se desencadenan y de esa
forma poder actuar en consecuencia.
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Alteraciones hemodinamicas

Una quemadura cutanea se manifiesta, desde el punto de vista anatomo-patol6gico, como una
necrosis de coagulacién, con trombosis microvascular en las areas mas profundas del dafio. El
tejido vecino suele presentar, ademas, zonas de éxtasis e hiperemia, tal como se aprecia en la
figura 1. Estas areas de necrosis incompleta reciben el riego de una microcirculacién dafiada y
puede evitarse en ellas la progresién del dafio por medio de una reanimacion adecuada.

La necrosis por quemadura da lugar a una pérdida de la integridad capilar, produciéndose la
extravasacion de liquido desde el compartimento intravascular hacia el intersticio, con la
consiguiente formacion de edema. Pero el paso masivo de liquido del compartimento intravascular
al intersticial se debe también a otros factores:

Alteracion de la integridad de la microcirculacién. Ademas del dafio fisico directo por efecto del
calor, la microcirculacién se ve afectada por el efecto de diversos mediadores de la inflamacién
(prostaglandinas, tromboxano, kininas, serotonina, catecolaminas, histamina, leucotrienos) que se
activan o generan en el tejido lesionado. Estos mediadores contribuyen a determinar la gravedad y
evolucién de la lesién local, asi como los efectos que produce a distancia. En la figura 2 se resume
la accion de los principales mediadores que actian en la quemadura. Se han ensayado
tratamientos con antagonistas de algunos de estos mediadores (como el ibuprofeno?, anti-H1, anti-
H2...), obteniéndose respuestas parcialmente correctoras del edema postquemadura. Con todo, los
beneficios no estan lo suficientemente demostrados.

Por lo general, la formacion de edema en una quemadura pequefia alcanza su méaximo nivel entre
las 8 y 12 horas posteriores a la lesiéon. En cambio, en el caso de quemaduras grandes ésto ocurre
mas tarde, entre las 18 y 24 horas, porque la hipovolemia sistémica retrasa la extravasacion de
liquido.

Esta pérdida de la integridad microvascular conduce no sélo a la extravasacion de liquido desde el
plasma hacia el intersticio, sino también de proteinas. De este modo, la composicién del liquido
acumulado en el intersticio se asemeja estrechamente a la del plasma en su contenido de
proteinas y electrolitos. Las pérdidas proteicas son proporcionales al tamafio de la lesion. Ademas,
también se pierde liquido -sin proteinas- hacia tejidos sanos lejanos a la lesién, aunque a un ritmo
mas lento y en menor volumen. Este hecho se debe a la hipoproteinemia secundaria -que rompe el
equilibrio de presién osmotica a ambos lados de la membrana capilar, segin la ley de Starling-.
Este efecto es, a su vez, responsable de la formacion de edema pulmonar, aunque no suele tener
repercusion clinica en ausencia de inhalacion y con una reanimacién adecuada. En general, la
formacién de edema en los tejidos, ya sean sanos o quemados, se acentlia considerablemente con
la reanimacién con liquidos, si bien, como veremos mas adelante, varia segun la solucién utilizada.
Alteracion de la membrana celular. La presencia de factores circulantes, como los acidos grasos
libres liberados después de la lesion, y la disminucién de la ATPasa de la membrana -debida a la
pérdida de volumen intravascular y consecuente isquemia tisular- provocan una alteracion en el
potencial de membrana de la célula y la hinchazon de la célula debida a la entrada de sodio y de
agua desde el espacio extracelular. Este fendmeno es especialmente evidente en el musculo y
dura de 24 a 36 horas.

Aumento de presion osmoética en el tejido quemado. El aumento de presiéon osmética en el tejido
quemado parece deberse a una gran extravasacion de sodio desde el compartimento plasmaético,
que genera hiponatremia. De ahi la importancia del aporte de grandes concentraciones de sodio en
la reanimacion.

Estas tres alteraciones provocan una inestabilidad hemodinamica -por reduccién notable y precoz
del volumen plasmatico y un aumento en la resistencia vascular periférica- y un gasto cardiaco
disminuido -al parecer mas por la hipovolemia que a causa de un factor depresor del miocardio
generado tal vez por la quemadura. Este factor si parece ser el responsable de la persistencia de
un gasto cardiaco reducido tras la normalizacion de la tension arterial (T.A.) y la diuresis.

Aunqgue la T.A. se mantiene practicamente dentro de los niveles normales al inicio de la lesién, la
contraccién continua del volumen intravascular, muy rapida y masiva en quemados con mas del
20-25% de superficie corporal quemada -SCQ-, origina hipotensién, disminucién del gasto
cardiaco, disminucidn del riego periférico y acidosis metabdlica a medida que se establece el shock
por quemadura.

Pasadas las primeras 24 horas se normaliza la permeabilidad al paso de proteinas, por lo que los
coloides administrados en este periodo permaneceran normalmente en la circulacion.
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Alteraciones metabdlicas

Tras la quemadura, el organismo responde con una serie de alteraciones hormonales que
comienzan con un aumento de las catecolaminas e incluyen el descenso de la insulina y el
aumento del glucagén, la ACTH, el cortisol, la hormona del crecimiento y los mediadores de la
inflamacion de los que hablamos en el apartado 2.1. Las consecuencias metabdlicas de todo ello
se resumen en:

aumento importante del gasto metabdlico,

aumento en los requerimientos nutricionales. Se produce la movilizaciéon de las reservas de
glucosa y aumenta la neoglucogénesis a partir de las proteinas y las grasas.

Con el objetivo de disminuir el hipermetabolismo y ayudar a preservar la integridad de la mucosa
intestinal, reduciendo de este modo la incidencia de infecciones5, se ha recomendado el inicio
precoz de la nutricion enteral en el paciente quemado. Ello favorece igualmente una proteccion
frente a las Ulceras de estrés20.

La glucosa es el principal nutriente de los tejidos quemados y de las células encargadas de la
cicatrizacion. Pese a incrementarse subitamente sus niveles plasmaticos tras la lesién, el aumento
de la resistencia a la insulina hace que su aporte vaya preferentemente a los tejidos periféricos.
Alteraciones respiratorias

La insuficiencia respiratoria es la causa mas frecuente de muerte durante los primeros dias
posteriores a la quemadura. La cuarta parte de los quemados hospitalizados desarrolla alguna
complicacion respiratoria y de ellos casi el 50% fallece por esta causa.

Se pueden afectar todos los niveles del tracto respiratorio:

vias aéreas superiores (laringe): por accion directa del calor e irritantes quimicos producidos en la
combustion,

vias aéreas inferiores (traquea y bronquios): por el contenido gaseoso y las particulas del aire
inspirado, lo que provoca una broncoconstriccion generalizada, al parecer medida por el
tromboxano A,

parénguima pulmonar en lesiones con inhalaciéon de humo: debido a sustancias toxicas y reaccién
a distancia del calor y a mediadores de la inflamacion. La distensibilidad pulmonar disminuye en las
primeras 24 horas, apareciendo posteriormente un cambio en la actividad del surfactante (el mismo
que ocurre en el Sindrome de Distres Respiratorio ). También se altera el cociente
ventilacion/perfusion;

parénquima pulmonar sin inhalacién de humo: aparece un edema pulmonar, causado por el efecto
de mediadores de la inflamacién que, aunque no suele provocar sintomas, predispone a la
infeccién pulmonar.

Alteraciones renales

La causa principal de insuficiencia renal aguda en el paciente quemado es la hipoperfusion renal.
La resucitaciéon con liquidos s6lo normaliza el flujo sanguineo renal tras el restablecimiento del
riego al resto de érganos. Por ello, la diuresis es el indice accesible mas seguro para vigilar la
reanimacion, si bien no es un reflejo exacto del flujo renal total. La insuficiencia renal en el
quemado puede aparecer de dos formase:

durante las primeras horas o dias: suele ser de tipo prerrenal., por déficit de flujo. No suele
aparecer si se realiza una reanimacién adecuada y precoz;

a partir de la segunda semana: suele ser de tipo renal y debida generalmente a farmacos
nefrotéxicos o a sepsis.

A pesar de la hemodidlisis y de las nuevas técnicas de depuracién extrarrenal—- como la HAVC o
hemofiltracién arteriovenosa continua y sus variantes— , la mortalidad asociada a la insuficiencia
renal aguda en pacientes quemados persiste en torno al 80%.

Alteraciones hematoldgicas

La quemadura afecta a las tres series:

Serie roja: hemodlisis intravascular (por efecto directo del calor), cuya intensidad depende de la
extension y gravedad de la lesién (generalmente afecta a un 9% de eritrocitos, pero puede
alcanzar hasta el 40%); aumento del hematocrito, sobre todo en las primeras 24 horas (momento
en que puede alcanzar el 70%), sin que este aumento de viscosidad parezca asociarse a una
mayor incidencia de trombosis. Los dos efectos anteriores (contrapuestos entre si) hacen que la
cantidad de hematies se conserve proporcionalmente en la sangre.
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Serie blanca: leucocitosis con neutrofilia, como corresponde a una respuesta inflamatoria ante una
agresion.

Plaquetas: trombocitopenia en los primeros dias, por secuestro en la zona quemada; trombocitosis,
pasada una semana (por sobreestimulacion medular).

Alteraciones inmunolégicas

A pesar de todos los esfuerzos empleados en la lucha contra la infeccién, ésta sigue siendo la
primera causa de muerte pasados los primeros dias post-quemadura.

Las causas se resumen en : alteracion de las barreras mecanicas, tanto la piel, como las mucosas
(respiratoria e intestinal); pérdida de proteinas, incluyendo aquellas necesarias para la funcion
inmunoldgica, tanto por alteracién de la barrera endotelial, como por déficit de sintesis; alteracion
de los sistemas de defensa humoral y celular.

PRONOSTICO DE VIDA DEL NINO QUEMADO:
El resultado de una quemadura es muy variable. Una lesién sin importancia vital puede ser muy
grave como dafio estético o funcional.

Existen entonces diversas gravedades:

Gravedad Funcional. Depende de la localizacién y la profundidad. Ejemplo quemadura B en un
parpado.

Gravedad Estética. También dependiente de la localizacion y profundidad. Ej. Cicatrices
hipertréficas en la cara.

Gravedad Psiquica. Es dificil evaluar el dafio psiquico que sufre el nifio quemado. Las reacciones
durante el tratamiento o las secuelas como consecuencia de este, son absolutamente personales.
Todo esto en el contexto de una personalidad en formacién y muy a menudo con el agravante del
sentimiento de culpa de los padres, con la tendencia a la sobreproteccion del nifio luego del
accidente.

Gravedad Vital. La gravedad vital depende del indice de gravedad del pronéstico de vida, de las
patologias asociadas y de las complicaciones.

La quemadura es una lesién bidimensional donde tenemos que tener en cuenta dos factores:
extension y profundidad. Por lo que ha sido una preocupacion constante de los distintos autores el
poder realizar un pronostico acertado con respecto a la evolucion de un paciente quemado,
nosotros aplicamos el pronéstico de vida basado en la clasificacion anatomoclinica, la del dr
Fortunato Benain un estudio de diez afios en Cuba, estudio realizado en el Hospital Nacional de
nifios en Costa Rica 1998-2002, Colombia y otros paises, no se incluyd en nuestra clasificacién la
edad por no tener ningdn valor numérico en las edades extremas de la vida.

Teniendo en cuenta un dato numérico que le da el valor de la unidad a las quemaduras
hipodérmicas o B, la mitad en gravedad ( 0.50 ) a las quemaduras dérmicas profundas o ( AB ) y un
valor de la tercera parte de gravedad de una quemadura de espesor total ( 0.34 ) a las lesiones
dérmicas superficiales o (A).

Se multiplica el porciento de estension de las quemaduras por la constante de acuerdo a su
profundidad y la suma total nos da el indice del paciente quemado. ClasificAndola en quemaduras
graves, moderadas o leves. Los nifios con quemaduras moderadas y leves no deben fallecer
excepto por otras patologias asociadas. Los pacientes graves con un indice mayor de 40 tienen un
25% de fallecer y los pacientes con indice mayor de 65 tienen mas de un 90% de posibilidades de
fallecer.

PRONOSTICO DE VIDA DEL NINO QUEMADO EN COSTA RICA

NIVEL DE QUEMADURA DESDE HASTA
GRAVE 10 ->
MODERADO 2 9.99
LEVE 0.01 1.99
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SEVERIDAD DE LA QUEMADURA

CRITERIOS DE SEVERIDAD DE LAS QUEMADURAS
(Madificado de la American Burn Association)
QUEMADURA GRAVE

Todas las quemaduras con un indice > 10.

Quemaduras de espesor total > 10% de superficie corporal

Todas las quemaduras en manos, pies, cara, 0jos, pabell6n auricular y periné

Todas las quemaduras por agentes quimicos causticos

Todas las quemaduras por electricidad de alto voltaje

Todas las quemaduras por agentes inflamables (gasolina, tiner, petréleo, etc)

Todas las quemaduras complicadas con inhalacién, trauma mayor o pacientes de alto riesgo por
enfermedad concomitante.

Baja condicién socio-econdmica

QUEMADURA MODERADA

Quemaduras de espesor total > 5.
Quemaduras que presentan riesgo de alteracibn cosmética o funcional a ojos, pabellon
auricular, cara, manos, pies o periné.

QUEMADURA LEVE

Quemaduras de espesor total de < 2% de superficie corporal
Quemaduras sin riesgo cosmético o funcional a los ojos, pabell6n auricular, cara, manos, pies o
periné

CRITERIOS DE HOSPITALIZACION

Los pacientes quemados pueden ser tratados hospitalariamente, en servicios de Cirugia Plastica o
Unidades de Quemados, o de forma ambulatoria. Los resultados en el tratamiento de los pacientes
externos son generalmente buenos, siempre que hayan sido correctamente seleccionados para
ello.

Deberan ser ingresados todos aquellos pacientes que requieran fluidos intravenosos, lo cual
comprende a los nifios con SCQ > 10%, asi como a aquellos que, por la causa que fuere,
estuvieran previamente deshidratados.

Profundidad: La profundidad de la quemadura tiene menor importancia a la hora de determinar la
necesidad de cuidado hospitalario. Una excepcion son aquellas quemaduras cuya profundidad
haga prever de entrada que requeriran intervencion quirargica (sin olvidar que esta necesidad no
es facil de valorar en primera instancia). Existen casos en que, a pesar de la necesidad de
tratamiento quirdrgico, los pacientes pueden ser seguidos ambulatoriamente e ingresar
directamente para la intervencion.

Enfermedades previas: La existencia de enfermedades previas ensombrecen la evolucion de la
gquemadura: insuficiencia renal, insuficiencia cardiaca congestiva, hipertension arterial, EPOC,
diabetes mellitus, secuelas de alcoholismo, uso de esteroides, obesidad mérbida, etc.

Lesiones asociadas y etiologia: Especialmente en las quemaduras eléctricas (por caida desde
cierta altura) o en aquellas sufridas en accidentes de tréafico, el paciente pueden haber sufrido
alguna lesién grave asociada que agrave el pronéstico de la quemadura. Las quemaduras
quimicas y las eléctricas pueden tener consecuencias graves como, por ejemplo, alteraciones del
ritmo cardiaco en las eléctricas o hipocalcemia severa en las producidas por &cido fluorhidrico.

Localizacidn de la quemadura: Hay zonas del cuerpo (manos, pies, cara, periné y articulaciones)

que por su localizacién y funcion dificultaran la independencia del paciente. En otros casos, la
distribucion de las quemaduras hace que requieran actuaciones especiales, como las quemaduras
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circunferenciales, que pueden precisar escarotomia. Estas situaciones exigiran el ingreso en un
hospital.

Situacion social: Los pacientes externos deben presentar unas condiciones sociales que permitan
el cuidado e higiene correctos de la lesion, asi como disponibilidad para acudir al hospital a fin de
realizar las curas locales y revisiones necesarias.

VIAS DE INGRESO AL HOSPITAL NACIONAL DE NINOS:

Todo paciente quemado puede tener acceso al servicio de quemado y cirugia plastica del hospital
por las siguientes vias de hospitalizacion:

Servicios de urgencias.

Policlinico de la especialidad

Traslado desde otros servicios o0 centros asistenciales.

Directo desde su hogar o desde el lugar del accidente.

TRANSPORTE AL HOSPITAL:

A pesar de que nuestras ambulancias no tienen dotaciones adecuadas para el transporte de
pacientes criticos, la atencidon a los detalles por parte del médico remitente puede subsanar
muchas de éstas deficiencias. Antes de remitir al paciente, asegurese que el paciente se encuentre
debidamente estabilizado. NO realice desbridamientos ni aplicacién de sustancias tépicas en
quemaduras graves y mayores si no dispone de un quir6fano adecuado y de posibilidad de
anestesia general. Para la remisiéon del paciente con quemadura mayor se deben cumplir los
siguientes requisitos:
. Soporte respiratorio: oxigeno al 100%

Soporte circulatorio: acceso venoso

Sonda vesical

Sonda nasogéstrica

Areas quemadas cubiertas

Analgesia (morfina)

Proteccion contra la hipotermia (frazadas encima de la sdbana estéril)

Inmunizacién antitetanica cuando esté indicada.

Las areas quemadas deben cubrirse con una sabana estéril. En nifios es fundamental evitar la
hipotermia, por lo cual se recomienda no aplicar compresas hiumedas en quemaduras mayores del
10% de superficie corporal, cuando se remite al paciente desde zonas distantes. ( NO SE DEBE
UTILIZAR HIELO)

TRATAMIENTO INICIAL DEL QUEMADO AMBULATORIO ( LEVE).

Los objetivos son: 1) control del dolor; 2) limpieza y desbridamiento de la quemadura; 3) uso de
agentes topicos; 4) cobertura de la lesion; 5) elevacibn del area quemada; 6) profilaxis
antimicrobiana; 7) controlar el prurito; 8) rehabilitacién (en caso de ser precisa).

Para ello se evalla el paciente inicialmente, en emergencias se cubren las lesiones con crema de
sulfadiacina de plata, tratamiento oral para el prurito, las molestias locales y el dolor dieta
hiperproteica, hipercalorica y rica en liquidos. Cura local bajo anestesia cada 5 dias, y seguimiento
posterior a la curacion por consulta externa de las secuelas.

MANEJO INICIAL DEL PACIENTE MODERADO Y GRAVE
(Modificado del American Collage of Surgeons, Committee on Trauma)
|. Detener dafio mayor:

Extinguir o eliminar ropa inflamada

En guemaduras quimicas

Lavado copioso agua
Irrigacion ocular prolongada
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Remover ropa contaminada
Retirar joyas, relojes ( todo lo que pueda comprimir )
Lavado con agua fria. Sirve de alivio al dolor.

Il. Mantener ventilacién (ABC)

Administrar oxigeno humidificado por méscara

Examinar via aérea para detectar signos de dafio por inhalacién, diagnostico exacto por
broncoscopia y biopsia para valorar pronostico y tratamiento

Pelos de fosas nasales chamuscados

Material carbonizado via aérea superior

Edema o signos inflamatorios en via aérea superior

Mantener via aérea

Intubacion endotraqueal en

trauma cervical asociado

trauma tor4cico severo asociado

edema agudo de via aérea: dafio por inhalacion grave

Si se intuba ventilacion mecanica

Indicaciones para administrar oxigeno en el paciente mayores de un indice de 10 o un 15 porciento
de superficie corporal quemada, lesion de la via aerea, quemaduras circunferenciales del torax o
traumas asociados a las quemaduras de torax craneales o abdominales. Ante la sospecha de
traqueobronquitis quimica por la inhalacion de sustancias toxicas, incendios en sitios cerrados hay
que tener en cuenta que los sintomas pueden aparecer horas después por lo que el tratamiento
debe ser por los antecedentes:

El examen clinico

La broncoscopia

Ill. Resucitacién cardiopulmonar (ABC)
Si no se detecta pulso o actividad cardiaca

IV. Historia

Circunstancias del accidente
Enfermedades previas
Medicamentos

Alergias

V. Examen Fisico

Estimar extensién y profundidad de la quemadura
Pesar al nifio

Revisar lesiones asociadas

VI. Reposicion de volumen EV

Prevencion del shock y alteraciones hidroelectroliticas. Es el plan terapéutico de mayor importancia
en el tratamiento de urgencia del quemado las primeras 48 horas.

Pacientes con quemaduras més de un 10% de superficie corporal

Instalacion canula EV en vena adecuada

Sonda vesical a un sistema de drenaje cerrado

Volumen de reposicion: existen dos férmulas ampliamente difundidas:

Planear administrar el 50% del volumen calculado en las primeras 8 horas del accidente y el 50%
restante en las siguientes 16 horas. Ajustar el goteo para obtener 1 cc diuresis/kg peso/hora. 30 -
50 cc diuresis horaria en pacientes sobre 30 kg.

Las férmulas de reanimacién son guias. En una situacién determinada el niflo puede requerir
volimenes mayores o menores dependiendo de su respuesta clinica. Las quemaduras mas
profundas y las lesiones por inhalacion pueden aumentar los requerimientos liquidos de manera
considerable.
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En las quemaduras de moderada y gran extension es imprescindible el uso de albumina humana9.
Generalmente se efectlla después de las primeras 8 horas (12,5 g/lt de solucidn calculada).
Excepcionalmente en nifios se podria agregar Dextran (10 cc x kg en 24 horas)

Existen diferentes formulas de resucitacion las cuales se exponen a continuacion.

RESUCITACION EN ADULTOS
La siguiente tabla resume las distintas formulas de resucitacion:
Formulas para estimar la necesidad de fluidos en la resucitacion de guemados adultos.

Tabla lll.

Férmulas con | Electrolitos: Coloide: Segundas 24 h:
coloides:
Salino al 0,9% 1|1 ml/kg/%SCQ 50% coloide y 50%
Evans ml/kg/%SCQ cristaloide del
Dx5% en agua primer dia
2000ml 0,5 ml/kg
Brooke coloide 0,3-0,5
Ringer Lactato mi/kg/%SCQ
1,5ml/kg/%SCQ PFC 75 ml/kg/24 h
Slater Dx5% en agua
2000ml Seroalbumina
BET 10% 0-8h
Ringer Lactato 217,5% 8-16 h Seroalbumina
/24 h 5% 16-24h [2,5% 24-40h
0% >40 h
Ringer Lactato 220
cc x m2SCQ /h
Formulas con
cristaloides:
Ringer Lactato Coloide  0,3-0,5
Parkland 4 mllkg/%SCQ (1/2 ml/kg/%SCQ

Brooke modificada

en 8 hy 1/4 en cada
una de las siguientes
8 h)

Ringer Lactato
2 ml/kg/%SCQ

Fémulas salinas
hiperténicas:
Monafo

Hipertonica
modificada

(Warden)

Volumen para
mantener diuresis a
30 mi/h

Fluidos con 250 meq
Na/l

-Ringer Lactato + 50
meq NaHCO3 (180
meq

Na/l) durante 8 h para
diuresis 30-50 ml/h
-Continuar con
Ringer Lactato
simple para idéntica
diuresis

1/3 - 1/2 de las
necesidades  del
primer dia

Formula con
dextrano (Demling)

-Dextrano 40 en
salino: 2 ml/kg/h
(durante 8 h)

-Ringer Lactato: para
diureis de 30 ml/h
-PFC: 0,5 ml/kg/h
(durante 18 h,
pasadas las primeras
8 h)
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PFC: Plasma fresco congelado
Dx5%: Dextrosa al 5%, para pérdidas insensibles

Cristaloide

La solucién Ringer Lactato, con una concentracion de sodio de 130 meq/l, es el cristaloide mas
frecuentemente utilizado como fluido de resucitacion en el paciente quemado. Los defensores del
uso exclusivo de cristaloides para la reanimacion -especialmente durante las primeras 24 horas-
consideran que el tratamiento con coloides no obtiene mejor resultado en el mantenimiento del
volumen intravascular -ya se ha comentado la alteracién de la permeabilidad capilar para las
proteinas que ocurre durante las primeras 24 horas en el tejido quemado- ni una disminucién de la
mortalidad, y son ciertamente mas caras.

La cantidad de cristaloide a afiadir depende de los pardmetros usados en cada una de las férmulas
de reanimacion. Considerando adecuada una diuresis de 0,5 ml/kg/h como indicador de una
correcta perfusion periférica, se necesitarian unos 4 mlkg/% SCQ de cristaloides durante las
primeras 24 horas. Obviamente, para lograr una diuresis mas abundante, habria que aumentar el
ritmo de infusién. La pauta Parkland (con o sin modificaciones) es una de las mas utilizadas, a
pesar de lo cual hay autores que consideran que las necesidades de fluidos, calculadas con la
pauta Parkland, sobrepasan las estimadas hasta en el 58% de los casos. Recientemente se ha
sugerido que el uso de acido ascérbico a altas dosis en la resucitacion disminuye de forma
importante el volumen final de fluidos requeridos.

El principal inconveniente que se achaca a este tipo de resucitacidn es la severa hipoproteinemia
secundaria que se desarrolla en quemados extensos, lo cual, unido a un déficit de proteinas en el
intersticio, genera una mayor formacion de edema.

Coloides

La resucitacion con coloides se fundamenta en el hecho de que el liquido extravasado en el tejido
gquemado tiene la misma composicién que el plasma, por lo que, ademés de liquido y electrolitos,
se propugna la infusion de proteinas plasmaticas. Estas pueden aportarse en forma de: soluciones
con albumina (que aportan un mayor poder oncético); plasma fresco congelado (que ademas de
proteinas oncoticas incorpora proteinas de otro tipo, como las inmunoldgicas); plasma tratado con
calor (en que las proteinas pueden desnaturalizarse).

Hay tres grupos de autores a este respecto: algunos piensan que no deben usarse soluciones con
proteinas durante las primeras 24 horas (Moyer, Baxter,etc.). Opinan que éstas no son mas
efectivas que el suero con electrolitos para el mantenimiento del volumen intravascular. Este
principio obvia el hecho de que en los tejidos no quemados existe una alteracion de la
permeabilidad para el paso de liquidos, pero no de proteinas; otros creen que las proteinas se
deben administrar entre 8 y 12 horas después de la quemadura (Demling). Para afirmar ésto se
basan en una demostracibn experimental realizada por Demling: la recuperacion y el
mantenimiento del contenido proteico plasmético sélo son efectivos una vez transcurridas 8 horas
de la quemadura, tras lo cual pueden mantenerse niveles adecuados mediante la infusién de
proteinas; por ultimo, quienes opinan que las proteinas, en particular la albimina, deben utilizarse
desde el mismo inicio de la reanimacion (Evans, Gomez-Cia, etc.). Se basan en que las proteinas
administradas s6lo se pierden en el tejido quemado, pero no en el tejido sano. En este sentido, se
ha realizado hace pocos afios en Espafia (Gémez-Cia y L. Roal2; 1993) un estudio clinico
comparando los resultados obtenidos con con cristaloides -en concreto, con la pauta Parkland- y
con coloides -usando la pauta BET (desarrollada por simulacion digital y basada en un modelo
matematico)-. Los resultados mostraron que, si bien la estabilidad hemodinamica se mantuvo en
ambos casos, los pacientes tratados con la pauta BET mostraron menor hemoconcentracion,
valores de proteinas en plasma en niveles superiores (por encima de 5 gr/dl) y una cantidad total
de fluido administrado sensiblemente menor, con una menor formacién de edema y un menor
aumento de peso. Una desventaja a considerar es el elevado coste econémico que supone esta
pauta de reanimacion.
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Lo que si parece aceptado es que en caso de quemaduras muy extensas (mas del 50% SCQ), en
el caso de pacientes ancianos y cuando ha habido inhalacion de humo, la resucitacion con coloides
no solo provoca menos edema, sino que ademas ayuda al mejor mantenimiento de la estabilidad
hemodinamica. En los nifios pequefios también se requiere con frecuencia la administacion de
coloides, por la drastica reduccién de proteinas séricas que en ellos se produce durante el shock
por quemadura.

Férmulas salinas hiperténicas

Monafo fue hace afios el primero en demostrar que con el uso de soluciones hipertonicas (240-300
megq/l de CINa), usando la diuresis como indicador del éxito de la misma, se requiere una menor
cantidad total de liquidos y, consecuentemente, se provoca un menor edema. Paraddjicamente, se
ha comprobado que el edema intersticial en los tejidos, tanto quemados como no quemados,
resulta ser mayor con esta pauta. El aspecto externo global de menor edema resultante se debe a
que este liquido acumulado en el intersticio proviene del medio intracelular, aunque no parece que
dicha deshidratacion celular sea deletérea. Este es alin una cuestion controvertida.

Es importante destacar que debe vigilarse estrechamente la concentracién sérica de sodio, ya que
si ésta sobrepasa los 160 meg/dl se corre el riesgo de aparicion de complicaciones cerebrales (por
deshidratacién hipernatrémica) y de que disminuya la diuresis (por un aumento secundario de la
hormona antidiurética).

Una modificacién de la pauta hipertonica (Warden) se ha usado para quemados con mas del 40-
50% de SCQ y con acidosis metabdlica, afiadiendo bicarbonato a una soluciéon con 180 meg/l de
sodio. Se usa durante 8 horas, tras lo cual suele ceder la acidosis. Entonces se continta la
reanimacion sélo con Ringer lactato.

Formulas con dextrano

El dextrano es un polimero de la glucosa que puede presentar distintos pesos moleculares. Los
méas usados son el Dextrano 40 (40.000 daltons) y el Dextrano 70 (70.000 daltons). Este ultimo
puede presentar problemas alérgicos e interferir con el tipaje sanguineo. El Dextrano 40 mejora la
microcirculacion, al disminuir la agregacion celular, y permite dismuir las necesidades de fluidos
hasta casi la mitad para el correcto mantenimiento de la presion intravascular.

RESUCITACION EN NINOS

Para un nifio la pauta de reanimacién debe ser mas precisa que para un adulto con una
quemadura similar. Ademas, los nifios presentan un reserva fisiol6gica global menor.

La necesidad media de fluidos para nifios en las primeras 24 horas es de 5.8 ml/kg/%SCQ.
Las pautas de reanimacién descritas para nifios se resumen en la siguiente tabla.

Tabla IV. Férmulas para estimar las necesidades de fluidos en quemados pediatricos
Pauta de la|4mlxkgx %SCQ Primeras 8h: Ringer

Unidad + Lactato+50mgNaHCO3
Cincinnati 1500ml X Segundas 8h:
m2SCQ RingerLactato
Terceras 8h:
RingerLactato+12,5gr
albimina

Pauta de la| 5000ml/m2SCQ Primeras 24h: Solucién

Unidad de | + electrolitica balanceada
Quemados 2000mI/m2SCQ Segundas 24h: Solucion
HNN electrolitica balanceada
3750mI/m2SCQ
+
1500mI/m2SCQ
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Dada nuestra experiencia en los Ultimos 5 afios de preanimacion de nifios quemados en Costa
Rica los mejores resultados han sido con el esquema de hidratacion 1V de la unidad de Cincinnati o
el esquema de Parkland adicionandole seroalbumina, con la Unica diferencia de la necesidad de
utilizar suero fisiol6gico por Lactato Ringer al no tener existencia en el pais y completando los
requerimientos electroliticos segun las necesidades.

Mantener circulacion periférica en pacientes con quemaduras circunferenciales en extremidades.
Signos clinicos de dificultad circulatoria. Incluyen:

Cianosis
Llene capilar dificultoso

Escarotomia. Se realiza con anestesia general en quemaduras B y AB circulares que comprometen
el tronco y o las extremidades, en que aparezcan signos de compresion como: asimetria de pulsos,
velocidad circulatoria distal disminuida, disefia o disminucién de la expansion toraxica o abdominal.

No es necesaria anestesia

Incisién en cara medio - lateral o medio - medial de la extremidad
Incision a través de articulaciones comprometidas

Incision solo hasta permitir que se separen bordes de la escara

Fasciotomia: Solo cuando la lesion comprometa tejidos subfasciales. Se realiza con anestesia
general y se practican incisiones de piel y aponeurosis para descomprimir los compartimientos
musculares, después se cubre con sulfadiacina de plata y vendajes semicompresivos.

Intubacion Nasogastrica
Si hay nauseas, vomitos o distension abdominal o si las quemaduras son extensas para evitar el
ileoparalitico y la dilatacién aguda gastrica.

Analgesia
Segun necesidad.
DROGAS DOSIS
Morfina 0,5 mg/kg/dosis oral

0,2 mg/kg/dosis im
0,002 - 0,005 mg/kg/dosis/bolo EV
0,5 - 1 mg/kg/dosis infusion continua
Acetaminofen 15 mg/kg/dosis VO o rectal
Uso de antibiéticos PROFILACTICOS en el paciente quemado

En niflos menores de 4 afios 0 con quemaduras > 20%, la fiebre no tiene valor predictivo para la
presencia de infeccion.

Muchos pacientes con quemaduras > 5% desarrollaran fiebre como parte del proceso natural de
curacion.

En muchos nifios quemados ocurre una elevacion detectable de la temperatura, independiente de
la infeccion.

La fiebre ocurre durante las primeras 96 horas, aunque en nifios pequefios la temperatura puede
aumentar durante las primeras dos horas.

NO ESTA INDICADO EL USO DE ANTIBIOTICOS PROFILACTICOS DE RUTINA EN EL
PACIENTE QUEMADO
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SIGNOS DE SEPSIS EN EL PACIENTE QUEMADO
Taquipnea
Hipertermia o hipotermia
lleus paralitico prolongado
Alteraciones en el estado mental
Acidosis no explicada
Trombocitopenia
Hiperglicemia
Leucopenia

Ante la sospecha de sepsis, deben solicitarse los siguientes paraclinicos:
Cuadro hematico completo con recuento de plaquetas
Parcial de orina con urocultivo
Radiografia de térax
Hemocultivo seriado

INDICACIONES DE ANTIBIOTICOS TERAPEUTICOS EN EL PACIENTE QUEMADO.

Documentacion del sitio de origen

Biopsia del &rea quemada mayor de 105 microorganismos/gramo de tejido

Hemocultivo positivo

Urocultivo positivo

Infecciones pulmonares comprobadas por radiografia o cultivo

Flebitis

Tres 6 mas signos de sepsis

Pacientes con injertos: cefalosporina de primera generacién

Pacientes con quemaduras masivas (quemadura de Il grado de mas de 30% 6 de Il y Il
grado —combinadas- de mas del 50%). Se utiliza el antibi6tico de acuerdo al cuadro clinico general,
local, hematoldgico y microbiologico. ( ademas tenemos en cuenta el mapa epidemiologico
existente en este momento en caso de que alla otros casos sépticos ).

Profilaxis antitetdnica en caso necesario

Uso de antibi6ticos profilacticos las primeras 24 a 48 horas no tiene beneficios.

Solo se seleccionara gérmenes de mayor poder patégeno.

El diagnéstico de infeccidn se debe hacer con biopsia bacteriol6gica. El estudio histolégico indicara
si existe 0 no invasién de microorganismos en tejido sano.

Apoyo nutricional, inmunoldgico y mediacién de la respuesta metabdlica.

La nutricién enteral temprana y el apoyo inmunolégico (nutricional y farmacolégico) se consideran
parte activa del proceso de reanimacién del paciente quemado y como tales deben iniciarse en
esta etapa.

En la Unidad de Nifios Quemados se utilizan los siguientes inmunomoduladores:
Inmunomoduladores

Levamisol: Es un agente antihelmintico con varias propiedades inmunolégicas. Aumenta la
fagocitosis por la células polimorfonucleares y macréfagos. Aumenta la migracién, quimiotaxis de
los neutréfilos normales y puede inducir la produccion de interferén. Se emplea en quemados a
razéon de 2.5 mg/kg/dia en una sola toma desde el momento del ingreso del quemado hasta el dia
de su salida, independientemente de la extension de la quemadura.

Ranitidina o Cimetidina: La histamina constituye un mediador estimulante de las células
supresoras; por otra parte, la liberaciéon de histamina por los mastocitos y basoéfilos luego de la
lesién, media la respuesta inflamatoria. Por lo tanto, los antagonistas H2 como la cimetidina y la
ranitidina median la inmunidad celular disminuyendo la subpoblacién de linfocitos supresores, y
disminuyen la respuesta inflamatoria. La dosis es de 3 mg/kg/dia via oral en una sola dosis.

Dipiridamol: Inhibe parcialmente la sintesis de tromboxano A. Se utiliza como mediador de la
respuesta inflamatoria. La dosis es de 1 mg/kg/dia

Nutricion enteral temprana.
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Mediadores de la respuesta metabdlica

Propanolol: el paciente quemado presenta excesiva produccion de catecolaminas que
produce taquicardia patolégica, que puede contribuir a la falla cardiaca y a la lipélisis con la
consiguiente infiltracion grasa del higado. Esta respuesta puede ser modulada en forma parcial por
agentes bloqueadores B-adrenérgicos como el propanolol. Se usa en quemaduras mayores del
20% G Il a 1 mg/kg/dia, pero la dosis debe ajustarse en forma individual de manera que no se
disminuya el gasto cardiaco ni se afecte la capacidad de responder al estrés por frio.

Hormona del crecimiento: como parte de la respuesta metabdlica, hay disminucién de las
hormonas anabdlicas, entre ellas la hormona del crecimiento. Los niveles de hormona del
crecimiento permanecen bajos mucho tiempo después de ocurrida la quemadura. La
administracion exdgena de hormona del crecimiento humana recombinante, ha demostrado efectos
sobre el balance positivo de nitrégeno, preservacion de la masa muscular, aumento de la velocidad
de cicatrizacién, entre otros. Se recomienda su uso en pacientes con quemaduras mayores del
20% a dosis de 0.1-0.2 mg/kg/dia, subcutanea, hasta el cierre completo de las heridas.

Calcio: los pacientes quemados muestran un valor de calcio ionizado anormalmente bajo,
que persiste asi hasta siete semanas después de ocurrida la lesion. Muchos pacientes con
guemaduras graves mueren durante los procedimientos quirdrgicos por problemas
cardiovasculares, como consecuencia de los efectos del descenso en la concentracion de calcio
ionizado. Se recomienda que a todo paciente con quemaduras mayores del 20% que va a ser
sometido a cirugia, se le administre una dosis de 2.5 mg/kg de cloruro de calcio o 7.5 mg/kg de
gluconato de calcio en infusién continua o en varias dosis durante esas 24 horas.

Tratamiento local
Pacientes en ayunas y siempre realizar la cura con anestesia general
Limpiar y debridar con suero fisiolégico todo tejido desprendido y desvitalizado

Terapia local con sulfadiacina de plata al 1% en crema hidrosoluble con espectro antimicrobiano
para gran negativos, granpositivos y levaduras en cura oclusiva. Dificultades: casos de
hipersensibilidad, neutropenia y trombocitopenia, penetracion limitada de la escala y tejidos
desvitalizados. Ademas cura cada 24 horas lo que trae como consecuencia ayunos prolongados
diarios, anestesia general diaria y estadia prolongada hospitalaria.

Gracias a la existencia de poliuretanos aplicados sobre la zona quemada y en curoclusiva nos han
permitido realizar las curaciones cada 4 o 5 dias mejorando el estado general del paciente, la
exposiciébn a la hipotermia, a la anestesia, al ayuno y poderlos mantener en tratamiento
ambulatorio.

Las curaciones son realizadas en condiciones adecuadas de esterilidad en una unidad
especializada tanto del local, instrumental, material como del personal que la realiza.

La Unica cirugia de urgencia a considerar es la escarotomia en quemaduras profundas circulares.
. Si S. compartimental -> Escarotomia de urgencia.
. Si Q. Circular de térax -> Escarotomia de urgencia.

Tipos especiales de quemaduras:

Por su importancia practica pasaremos a describir el tratamiento local de urgencia de algunos tipos
especiales de quemaduras:

Acidos: se deben aplicar 24 horas fomentos de una solucion alcalina (bicarbonato de sodio al 5% )
con el fin de neutralizar el &cido.

Alcalis: cura de arrastre con agua y posteriormente fomentos acidos durante 24 horas (&cido
acetico al 1% ).

Fosforo: eliminacion mecanica previa aplicacion de solucion de sulfato de cobre al 3%, para facilitar
la visualizacion de las particulas de fosforo, las que se tifien de negro ante la presencia de esta
sustancia.

Magnesio: eliminacion mecanica del mismo.

Alquitran: dilucion con petroleo o aceite mineral.

Fenol: lavado amplio con alcohol absoluto.

Eléctrica: La gravedad est4 condicionada por factores como:

Intensidad y voltaje.
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Resistencia (+ resistencia, + lesion).

Nivel proteccién victima.

Trayectoria (afectacién de un 6rgano u otro).

iOjo! La lesion interna es mayor a la dérmica. Efecto “icerberg”.

Radiaciones: radiodermilis — radionecrosis — enfermedad radioactiva, tratamiento general,
sistémico local con debridamiento y cirugia.
Resinas vegetales: eliminacion mecanica y aplicacién topica de corticoides.

Lo que no debemos hacer:

*Apagar las llamas con tierra o arena a se contaminan las lesiones. Lo ideal es hacerlo con una
manta o chaqueta, agua o un extintor.

Enfriar las lesiones con hielo a podriamos aumentar el dafio tisular.

* Refrigerar “a chorro”.

*Dar liquidos por via oral.

*Dar corticoides (s6lo permitidos en Q. en la cara para evitar cicatrices).

*Dar antibiéticos de forma profilactica.

*Aplicar cremas o remedios “caseros” (aceite, pasta de dientes...) en las lesiones.

DESCARTAR MALTRATO.

CRITERIOS PARA SOSPECHAR MALTRATO INFANTIL EN QUEMADURAS

Reaccion inapropiada de los padres

Tardanza en la blusqueda de atencion

Negar que la lesion es una quemadura

Lesion incompatible con la historia clinica o cambios en la historia relatada

Contradicciones entre informantes diferentes

Ausencia de testigos

Lesién incompatible con el nivel de desarrollo del nifio

Quemaduras a repeticién

Quemaduras en mano (dorso o mufieca), gliteos, piernas o pies (distribucidon en guante o en
media)

Quemaduras por contacto en sitios inusuales que muestran con claridad los margenes de un objeto
Quemaduras por cigarrillo

Quemaduras por liquidos calientes con margenes bien delimitados

MANEJO INTERDISCIPLINARIO DEL NINO QUEMADO.
En el Hospital Infantil Universitario “Rafael Henao Toro” existe un grupo interdisciplinario
conformado por:

Cirugia Pediétrica

Pediatria

Cirugia Plastica

Grupo de Soporte Metabolico y Nutricional

Enfermeria

Salud Mental

Fisioterapia

Terapia ocupacional

Terapia respiratoria

Trabajo Social

Auxiliares de Enfermeria

PREVENCION

Las quemaduras pediatricas constituyen una catastrofe que afecta no sélo al nifio sino a todo el
grupo familiar.

El riesgo vital para el pequefio en ocasiones, es altisimo. En los sobrevivientes, las secuelas
funcionales, estéticas y psiquicas son la consecuencia esperada.

Los costos financieros del tratamiento de un nifio quemado tanto agudo como el de las secuelas
son elevadisimos. Habitualmente los mas afectados son los grupos sociales mas desposeidos.
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Lo més desalentador de toda esta situacion es que la enorme mayoria de estos accidentes pueden
ser evitados. Un ejemplo evidente lo constituyen los fuegos artificiales.

Si bien los progresos en el rescate y manejo de las quemaduras son estimulantes, el tratamiento
mas efectivo es y seguira siendo la prevencion. Con respecto a esta Ultima, la educacion publica es
una de las responsabilidades ineludibles de cualquier miembro del equipo de salud que maneje
este tipo de lesiones. Es alli donde debiera ser puesto el énfasis en la pediatria del futuro.

“La manera como una sociedad trata a sus nifios refleja no solo sus cualidades de compasion y
cuidado protector, sino también, su sentido de justicia, su compromiso para con el futuro y su
interés de mejorar la condicion humana de las proximas generaciones. Esta es una verdad
indiscutible, tanto para la comunidad de las naciones como para las naciones individuales".
Javier Pérez de Cuéllar
Secretario General Naciones Unidas. 1990.
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2. HOSPITAL SAN JUAN DE DIOS: PROTOCOLO EN EL MANEJO DE
QUEMADURAS EN ADULTOS

Se presenta aqui una manera logica y razonada cientificamente para tratar a los pacientes con
quemaduras, la cual nos obliga a estar constantemente en contacto con la fisiologia, la
fisiopatologia, la bioquimica, las alteraciones en el ambito de la de biologia celular y molecular para
poder ofrecer a nuestros pacientes un adecuado tratamiento.

Se debe recordar que una quemadura de 2° y 3° de mas del 15% al 20% de superficie corporal,
produce una lesidon multisistémica severa que debe ser tomada en consideracién para tratar estos
pacientes, pues incide directamente en la morbi-mortalidad de los pacientes quemados.

Al ingresar el paciente al servicio de emergencias se debe evaluar como cualquier paciente con
trauma severo:

1- Vias respiratorias: deben estar permeables. Si ha habido inhalacion severa se debe intubar.

2- Vias periféricas; una o dos buenas vias.

3- Ingresarlo a la Unidad de Quemados donde se procedera a hacer los examenes de laboratorio y
gabinete necesarios (electrolitos, hemograma, gases arteriales, orina, etc.)

4- Calcular el porcentaje de area quemada (Fig. 3) y su profundidad e iniciar de inmediato la
resucitacion hidroelectrolitica.

5- Lavar bajo anestesia en los tanques de Hubbard y cubrir con sulfadiazina de plata las areas
lesionadas.
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6- Tétanos: si hay inmunizacién previa se administra toxoide, si no, se usara 250 u. de
gammaglobulina humana, hiperinmune antitetanica.

7- Pasar al paciente a un cuarto a temperatura ambiente sin corrientes de aire.

8- Si hay quemadura de manos, colocar férulas con dedos en extension.

9- No romper las vesiculas, pues son un apésito biolégico y evitan pérdida de liquido.

CALCULO DE LiQUIDOS

La formula que se usa es la de Parkland: 4cc Lactato de Ringer x Kg x % quemadura. Se da la
mitad en las primeras 8 horas y la otra mitad en las otras 16 horas restantes. Se usa asi pues la
pérdida masiva de plasma en las lesiones ocurre en las primeras 12 horas y en las siguientes 16
horas se utiliza menos liquido de reposicién. Cuando se usan los liquidos de resucitaciéon es
necesario evaluar cuan eficaces son y para esto ayuda la medicion del volumen de orina por hora
(30-50cc), una frecuencia cardiaca en menos de 120 x minuto y la presidn arterial normal. Se debe
recordar que los nifios frecuentemente desarrollan hipertension.

Pacientes de edad avanzada y aquellos que toman bloqueadores, pueden no tener taquicardia y
ademas si tienen problemas médicos agregados se podria necesitar una presion venosa central o
una linea para presion capilar pulmonar y medicamentos inotrépicos.

El mejor indicador de perfusion de érganos vitales es el volumen urinario y se ha demostrado que
el rifién puede tener una disminucién del 50% de su flujo, mientras que los otros 6rganos tienen
perfusion normal, esto quiere decir que, cuando el volumen de perfusion de los rifiones es normal,
también lo es el de los demas 6rganos.

Cuando se usa el volumen urinario como un parametro para la adecuada resucitacion, algunos
problemas pueden presentarse como:

1- Los pacientes quemados pueden tener glucosa alta y glucosuria; en este caso se debe hacer
mediciones frecuentes de glucosa urinaria, para determinar si el volumen urinario se debe a
diuresis osmotica 0 a una resucitacion adecuada.

2- El uso de soluciones salinas con Lactato, pueden producir orina por natriuresis y el volumen
urinariono va a reflejar una resucitacién adecuada.

3- Pacientes con mioglobinuria, requeriran manitol, ademas de grandes volimenes de liquidos de
resucitacion para prevenir la precipitacién del pigmento en los tabulos renales y el paciente tendra
un volumen urinario mayor. Pacientes con lesiones severas por inhalaciéon pueden requerir 40%
mas de liquido en las primeras 24 horas, y aquellos en los que se atrasa su resucitacion inicial,
pueden requerir mas liquidos.

Pacientes que requieran escarotomias en varias &reas, para restaurar la circulacion normal,
pueden sufrir de un subito aumento de volumen por disminuciéon de edema en los sitios de la
escarotomia o al contrario, pérdida de volumen por pérdida de sangre en estos sitios.

4- Pacientes con quemaduras eléctricas pueden requerir mayor cantidad de liquidos de
resucitacion, pues la lesion puede ser mas profunda de lo que se ve y la lesion por porcentaje de
superficie, es dificil de calcular.

5- Personas en tratamiento crénico con diuréticos por hipertension o ascitis, tienen un déficit de
volumen preexistente, que requerirh un aumento en las necesidades de restauracion de ese
volumen.

6- Pacientes en estado de intoxicacion etilica, pueden requerir mayor cantidad de liquidos de
resucitacion y ademas el efecto diurético del alcohol puede interferir con la evaluacion del volumen
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urinario como guia para la resucitacion. Los drogadictos pueden estar desnutridos y deshidratados,
éstos requeriran una mayor cantidad de liquidos para su resucitacion.

En la Unidad Nacional de Quemados, se usa la férmula de Parkland en las primeras 24 horas. El
volumen urinario por hora es evaluado y los liquidos se ajustan de acuerdo con éste. No se usan
bolus de liquido pues puede aumentar el edema tisular y causar edema pulmonar. Un aumento o
una disminucién constante en el volumen de liquido administrado, es mejor que un bolus. El
volumen urinario se debe mantener entre 30-60cc/hora en el adulto y 1 ml x kg x hora en los nifios.
Si hay hipoglicemia se debe cambiar el liquido a dextrosa 5% en Lactato de Ringer.

Cuando en el adulto se presenta mioglobinuria o hemoglobinuria se aumenta el volumen de
liquidos y se aflade bicarbonato para alcalinizar la orina, tratando de tener un volumen urinario de
100 a 150 cc por hora.

INDICACIONES PARA EL USO DE PRESION VENOSA CENTRAL

1- Fracaso en resucitacion.

2- Extremos de edad.

3- Enfermedad cardiaca preexistente.

4- Insuficiencia renal.

5- Lesion por inhalacién (severa).

6- Uso de P.E.E.P. alta.

7- Historia de alcoholismo o cirrosis.

8- Quemaduras masivas sin vias periféricas permeables.
9- Quemaduras eléctricas severas.

RAZONES PARA EL USO DE LIQUIDOS EN MAYORES CANTIDADES

1- Lesiones por inhalacion.

2- Resucitacion retardada.

3- Quemaduras eléctricas masivas.
4- Escarotomias.

5- Terapia crénica con diuréticos.
6-Uso de alcohol o drogas.

7-Uso de manitol en mioglobinuria.

REQUERIMIENTOS DE LIQUIDOS PARA EL SEGUNDO DIA

Durante las segundas 24 horas se administra una solucion de albumina al 5% en un volumen de
0.5cc x % de area quemada x peso en Kg. Se pasa en un periodo de 4 a 8 horas. Originalmente se
usaba plasma fresco congelado, pero con el problema de transmisién de la hepatitis y VIH, esto se
ha abandonado. Si hubiera enfermedad hepatica preexistente o problemas de sangrado, podria
usarse este plasma. Durante estas segundas 24 horas, el Na+ total esta elevado debido a los
liquidos de resucitacion y el paciente pierde agua y un poco de Na+ a través de las quemaduras.
Esta pérdida se debe reemplazar usando dextrosa al 5%, 25cc/hora + % de area quemada x
superficie corporal en m2 (Fig. 3). Se ajustara el Na+ si hubiera cambios abruptos. Se debe evaluar
el sodio urinario para diferenciar entre la sobrehidratacion hipotonica y una deplecion de Na+.

Medir el peso diariamente ayuda a evaluar la pérdida de liquidos o identificar aquellos casos que
tienen problema en movilizar liquidos. A medida que se reabsorbe el Na+ el paciente puede ser
susceptible de presentar un edema pulmonar sobre todo si ha habido lesion por inhalacién.

El paciente debe ser monitoreado y examinado frecuentemente.
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CRITERIOS DE ADMISION

Por tratarse de una Unidad Nacional se admiten de todo el pais.

- Quemaduras de 2° (segundo grado) de mas de 20% de superficie corporal.
- Quemaduras de 3° (tercer grado) de mas de 5% de superficie corporal.

- Quemaduras de cualquier extension que tengan lesion por inhalacion.

- Quemaduras eléctricas (todas).

- Quemaduras en cara, cuello, genitales, manos y pies.

- Quemaduras por quimicos (todas).

MEDIDAS A TOMAR

A.- Asegure una via aérea adecuada.

Sospeche lesion por inhalacién en caso de:

1. Fuego en espacios cerrados.

2. Hollin en las fosas nasales, boca o en el esputo.
3. Pelo facial o nasal chamuscado.

4. Quemadura en la cara, lengua o faringe.

5. Estridor o ronquera.

B.- Sospecha de intoxicacion por monoxido de carbono en caso de:
1. Lesion por inhalacion.

2. Fuego en espacios cerrados.

3. Alteracion del estado de conciencia.

¢, Qué hacer en los dos casos anteriores?

- Administrar oxigeno en altas concentraciones.
- Buscar opinion del anestesista.

- Intubar si es necesario.

C.- Historia de examen fisico:

1- Documente la historia de la lesion.

2- Patologias pre-existentes.

3- Tratamiento previo.

4- Use agua para lavar corrosivos y enfriar al paciente.

5- Determinar la causa del fuego y si es quimica buscar un antidoto (si hay).
6- Descartar otras lesiones.

7- Apligue la formula para determinar el % de area quemada (Fig. 3), excluyendo el eritema.

o Tetw bty Swrteen s buv
i Lo W it el 5 00 i

Fig. 3 Formula para el célculo del &rea corporal quemada.
Nota: No se aplica la regla de los 9 porque tiene 50% de error
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EXAMENES DE LABORATORIO

- Hemograma completa.

- NU y Creatinina.

- Electrolitos.

- Mioglobina en orina (Quemaduras eléctricas).

- Gases arteriales.

- Osmolaridad urinaria y plasmatica.

- Carboxihemoglobina en casos de lesion por inhalacion.

TRATAMIENTO INMEDIATO

Si la quemadura es de mas de 20% de superficie corporal:

- Via aérea permeable.

-1 6 2 vias venosas.

- Lactato de Ringer 4cc/Kg x % area, la mitad en 8 horas y la otra mitad en 16 horas.
(Si no hubiera Lactato de Ringer entonces utilizar: NaCl 0.9% 2CC/Kg x %.)

- Sonda Foley.

- Orina 20 a 40 cc por hora.

- Si es quemadura eléctrica 100 cc por hora.

- Fasciotomia si es necesario (vigilar circulacion periférica) antes de 3 horas desde el inicio de la
lesion.

- Escarotomia si es necesario, antes de 3 horas desde el inicio de la lesién.

- No romper flictemas (vesiculas).

- Aplicar sulfadiazina de plata.

- Analgésicos IV (morfina) 0.1 o 0.2 mg/Kg diluidos en 10cc cada 5 minutos.

- Intubacion endotraqueal si hay lesién por inhalacién severa (gases arteriales).

Comenzar todas estas medidas en el Servicio de Emergencias, e internar paciente inmediatamente
en la Unidad Nacional de Quemados donde seréa evaluado por el asistente de cirugia plastica.

No pasar grandes volimenes de liquido muy rapido tratando de recuperar el tiempo perdido por el
atraso en la llegada del paciente de emergencias sin evaluar la condiciéon general, edad, problemas
médicos previos, lesion por inhalacion, etc., pues se puede hacer dafio en lugar de un bien.

Los miembros de la Cruz Roja no deben administrar grandes volimenes de cristaloides
rapidamente pues pueden agravar el estado del paciente en lugar de ayudarlo. Para el transporte,
estos pacientes se deben cubrir con sdbanas limpias (estériles si hay) y himedas con suero salino
(si hubiere).

Se debe trasladar de inmediato sin hacer escalas en el trayecto hacia el hospital. Durante el
transporte es indispensable llamar al Hospital para avisar que llegard un paciente quemado. El
servicio de emergencias se encargara de poner sobre aviso y llamar al cirujano plastico que esté
en disponibilidad, quién se hara cargo del tratamiento inmediato del paciente.

El paciente debe pasar rapidamente por emergencias y ser internado en la Unidad de Quemados
lo méas pronto posible para recibir el tratamiento especializado que amerita.

Cuando se utilizan estos regimenes de resucitacion se debe evaluar su eficacia, y una manera de
hacerlo es con la presion arterial y el pulso. Si la presion arterial es normal y el pulso esta en
menos de 120 por minuto, esto refleja una adecuada resucitacion. Sin embargo se puede producir
hipertension en algunos pacientes y una presion baja puede reflejar resucitacion inadecuada.

Pacientes seniles o que toman betablogueadores no tendran taquicardia y algunos requeriran
monitoreo de presidén venosa y presion capilar pulmonar (sobre todo pacientes seniles con
problemas médicos), y pueden requerir medicamentos inotrépicos como dopamina 5 o 10
microgramos por minuto o dobutamine 20 microgramos por minuto, si los liquidos utilizados no
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logran optimizar la precarga ventricular izquierda y no aumenta el indice cardiaco, ni se restaura
una adecuada circulacién.

La terapia con vasopresores (drogas que aumentan las resistencias periféricas) tiene sus
indicaciones especiales. No es adecuado usar drogas que aumenten la resistencia vascular
sistémica a expensas de bajar el indice cardiaco a no ser que se pruebe que aumente el flujo a los
organos vitales. El uso de vasopresores no debe ser considerado antes de una adecuada terapia
de reemplazo con liquidos de resucitacién para obtener una adecuada pre-carga ventricular
izquierda y asi obtener un mejor indice cardiaco. Si el paciente no presenta signos de mejoria con
6cc por Kilogramo por porcentaje, se debe colocar un catéter en la arteria pulmonar para guiar la
administracion de liquidos. Se debe tomar en cuenta que un paciente quemado tiene una alta
incidencia de complicaciones sépticas y tromboticas, debido a catéteres intravenosos y éstos
deben ser usados con cuidado.

La mayoria de los pacientes y sobre todo los jévenes no requieren vias centrales. El volumen
urinario es el mejor parametro para evaluar una adecuada perfusion de érganos vitales y debe ser
de 0.5 cc por kilogramo por hora.

Los estudios han demostrado que aunque haya una disminucién del 50% en la perfusién renal, el
flujo al cerebro, brazo, higado y estbmago esta preservado; lo cual quiere decir que cuando se
restablece un buen flujo a los rifiones el resto del organismo esta con buena perfusion por esta
razén muchos pacientes requieren mas y otros menos liquidos de lo esperado.

Pacientes con lesién por inhalacién severa pueden requerir un 40% mas de liquidos en las
primeras 24 horas. Pacientes en tratamiento crénico por hipertension, pacientes con ascitis, que
toman diuréticos pueden requerir mayores volimenes.

El Lactato de Ringer es isoténico y tiene menos problemas metabdlicos cuando se usa en grandes
volimenes aunque produce muchos edemas e hipoproteinemia después de 24 horas. Lactato
salino hiperténico (Monaffo) también resulta en una adecuada resucitacién con menor volumen de
liquido. Los electrolitos deben ser monitoreados mas frecuentemente con este sistema.

LIQUIDOS EN LAS SEGUNDAS 24 HORAS

Se recomienda el uso de Lactato de Ringer pues en trabajos en los que se han usado cantidades
masivas de liquidos de resucitacion, se han reportado mayores complicaciones y mortalidad si se
usa suero salino. Los problemas de coagulacion que se creia existian al transfundir un paciente
que estaba recibiendo Lactato de Ringer, no tienen fundamento. Se creia que el calcio Lactato de
Ringer podria neutralizar la capacidad anticoagulante del citrato de la sangre y producir
microcoagulos pero esto no es cierto. Ademas el Lactato de Ringer es similar al liquido intersticial
pero con menos potasio. Como en nuestro hospital no hay Lactato de Ringer, se recomienda el uso
de suero salino con la formula de Evans, mientras se hacen las gestiones para conseguirlo.

Las féormulas poseen un buen comienzo para la resucitacion hidroelectrolitica y por lo general se
puede obtener una reanimacioén adecuada con las diferentes férmulas. El volumen de liquido
calculado inicialmente debe ser modificado de acuerdo con la respuesta de cada paciente, de ahi
que el control de cada paciente debe ser estricto y personalizado.

Los parametros de resucitacién recomendados son:
1-Volumen urinario 1cc/Kg /hora.

2-Presion sistolica, menos de 100 mmHg.*¥****
3-Frecuencia cardiaca menos de 120 por minuto.
4-Ausencia de acidosis metabolica.

MANEJO HIDROELECTROLITICO

Como se dijo anteriormente el paciente quemado sufre una serie de lesiones complejas que se
deben tomar en cuenta y ademas la condicién del paciente varia mucho durante la evolucién de la
lesion.
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El periodo inicial se caracteriza por inestabilidad cardiopulmonar causada por el paso de liquido
entre compartimentos, y en muchos casos por la lesidn directa. La terapia debe ser dirigida
conociendo estos cambios y tratando de predecirlos y prevenirlos.

CAMBIOS ELECTROLITICOS

-Periodo inicial de resucitacion: 0 a 36 horas. Se caracteriza por hipernatremia e hiperkalemia.
-Periodo temprano de resucitacion: 2 a 6 dias. Se caracteriza por hipernatremia, hipokalemia,
hipomagnesemia, hipocalcemia e hipofosfatemia.

-Periodo inflamatorio - infeccion: También conocido como hipermetabdlico, es méas evidente
después de la primera semana, tiene muchos desbalances.

3. HOSPITAL MEXICO: PROTOCOLO EN EL MANEJO DE HERIDAS

PROTOCOLO # 1
Para el manejo de las Ulceras por presion en Etapa Il con exudado minimo.

PRESENTACION DEL PROBLEMA
Paciente que presenta una pérdida parcial del espesor de la piel involucrando la epidermis y la
dermis. La Ulcera es superficial y se observa como una abrasién, ampolla o crater poco profundo.

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO

Realizar la limpieza segun preferencia o recomendacion del profesional tratante.
Colocar en el area afectada crema humectante

Seleccionar una de las opciones que se presenta a continuacion:

Usar Aposito Hidrofilico

Aplicar una capa de Aposito Hidrofilico a la superficie completa del fondo de la herida.
Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.

Cambiar diariamente o como indique el profesional tratante.

Usar Aposito Hidrofilico

Colocar Aposito Hidrofilico.

Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.
Cambiar una vez al dia o como indique el profesional tratante.

Revalorar periddicamente y/o cuando cambien las condiciones de la herida.
Eliminar los factores causantes de la lesién (presion, friccion y tensién).
Evaluar el estado nutricional del paciente y tomar las decisiones adecuadas segln sea necesario.

PROTOCOLO # 2
Para el manejo de Ulceras por presién en Etapa Il con abundante exudado

PRESENTACION DEL PROBLEMA

Paciente que presenta una pérdida parcial del espesor de la piel involucrando la epidermis y la
dermis. La Ulcera es superficial y se observa como una abrasion, ampolla o crater poco profundo
con abundante exudado.

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO

Realizar la limpieza segun preferencia o recomendacion del profesional tratante.
Colocar en el area afectada crema humectante.

Usar un Vendaje de Alginato

Seleccionar el tamafio adecuado del vendaje de Alginato.

Seleccionar el de fibra torcida si hay presencia de tineles o cavidades.

Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.
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Cambiar diariamente, cuando esté sucia o cuando indique el profesional tratante.

Un drenaje con mal olor y/o purulento puede indicar infeccién por lo que se debe informar al
profesional tratante.

Cuando el drenaje disminuya use el Aposito Hidrofilico.

Eliminar los factores causantes:

Presion, friccion y tension.

Postracion: Establecer por escrito el horario de reposicionar al paciente. Si es posible evitar mover
al paciente hacia el area comprometida.

Posicién Sentado: Si el paciente es capaz, debe cambiar la posicion cada 15 minutos para
distribuir el peso del cuerpo, de otra manera se debe reposicionar cada hora.

Utilizar dispositivos de posicionamiento para mantener los talones fuera de la cama y prevenir el
contacto directo con las prominencias 6seas.

Usar dispositivos o técnicas para facilitar el movimiento del paciente.

Mantener la cabecera de la cama al menor grado de elevacién posible de acuerdo a la condicién
médica del paciente.

Evitar la maceracion disminuyendo la exposicién del paciente a los residuos del cuerpo como por
ejemplo la incontinencia urinaria o fecal.

Evaluar el estado nutricional del paciente y tomar decisiones adecuadas segun sea necesario.

PROTOCOLO # 3
Para el manejo de Ulceras por presién en Etapa lll y IV con exudado minimo

PRESENTACION DEL PROBLEMA
Paciente con pérdida total del espesor de la piel y destruccion extensiva, tejido necrético o dafio a
los musculos, huesos o estructuras de apoyo.

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO

Realizar la limpieza segun preferencia o recomendacion del profesional tratante.
Colocar en el area afectada crema humectante.

Seleccionar una de las opciones que se presenta a continuacion:

Usar Aposito Hidrofilico

Aplicar una capa de Aposito Hidrofilico a la superficie completa del fondo de la herida.
Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.

Cambiar diariamente o como indique el profesional tratante.

Usar Aposito Hidrofilico

Colocar Aposito Hidrofilico.

Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.
Cambiar una vez al dia o como indique el profesional tratante.

Revalorar periédicamente y/o cuando cambien las condiciones de la lesion.

Eliminar los factores causantes:

Presidn, friccion y tension.

Postracion: Establecer por escrito el horario de reposicionar al paciente. Si es posible evitar mover
al paciente hacia el area comprometida.

Posicion Sentado: Si el paciente es capaz, debe cambiar la posicion cada 15 minutos para
distribuir el peso del cuerpo, de otra manera se debe reposicionar cada hora.

Utilizar dispositivos de posicionamiento para mantener los talones fuera de la cama y prevenir el
contacto directo con las prominencias 0seas.

Usar dispositivos o técnicas para facilitar el movimiento del paciente.

Mantener la cabecera de la cama al menor grado de elevacién posible de acuerdo a la condicién
médica del paciente.

Evitar la maceracion disminuyendo la exposicién del paciente a los residuos del cuerpo como por
ejemplo la incontinencia urinaria o fecal necesaria.

Evaluar el estado nutricional del paciente y tomar decisiones adecuadas segun sea necesario.
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PROTOCOLO # 4
Para el manejo de las Ulceras por presion en Etapa lll y IV con abundante exudado

PRESENTACION DEL PROBLEMA
Paciente con pérdida total del espesor de la piel y destruccion extensa, tejido necrético o dafio a
los musculos, huesos o estructuras de apoyo con abundante exudado.

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO

Realizar la limpieza segin preferencia o recomendacion del profesional tratante.

Colocar en el area afectada crema humectante.

Usar un Vendaje de Alginato

Seleccionar el tamafio adecuado del vendaje de Alginato.

Seleccionar el de fibra torcida si hay presencia de tineles o cavidades.

Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.

Cambiar diariamente, cuando esté sucia o cuando indique el profesional tratante.

Un drenaje con mal olor y/o purulento puede indicar infeccién por lo que se debe informar al
profesional tratante.

Cuando el vendaje disminuya utilizar Aposito Hidrofilico.

Revalorar periédicamente y/o cuando cambien las condiciones de la lesion.

Eliminar los factores causantes:

Presidn, friccion y tension.

Postracion: Establecer por escrito el horario de reposicionar al paciente. Si es posible evitar mover
al paciente hacia el area comprometida.

Posicion Sentado: Si el paciente es capaz, debe cambiar la posicién cada 15 minutos para
distribuir el peso del cuerpo, de otra manera se debe reposicionar cada hora.

Utilizar dispositivos de posicionamiento para mantener los talones fuera de la cama y prevenir el
contacto directo con las prominencias 6seas.

Usar dispositivos o técnicas para facilitar el movimiento del paciente.

Mantener la cabecera de la cama al menor grado de elevacién posible de acuerdo a la condicién
médica del paciente.

Evitar la maceracion disminuyendo la exposicion del paciente a los residuos del cuerpo como por
ejemplo la incontinencia urinaria o fecal.

Evaluar el estado nutricional del paciente y tomar decisiones adecuadas segun sea necesario.

PROTOCOLO #5
Para el manejo de heridas de espesor parcial y exudado minimo.

PRESENTACION DEL PROBLEMA
Paciente con una herida abierta y minimo exudado.

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO

Realizar la limpieza segun preferencia o recomendacién del profesional tratante.
Colocar en el area afectada crema humectante.

Seleccionar una de las opciones que se presenta a continuacion:

Usar Aposito Hidrofilico

Aplicar una capa de Aposito Hidrofilico a la superficie completa del fondo de la herida.
Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.

Cambiar diariamente o como indique el profesional tratante.

Usar Aposito Hidrofilico

Utilizar Aposito Hidrofilico.

Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.
Cambiar una vez al dia o como indique el profesional tratante.

Evaluar semanalmente y/o cuando cambien las condiciones de la lesion.
Evaluar el estado nutricional del paciente y tomar decisiones adecuadas segun sea necesario.

129



PROTOCOLO #6
Para el manejo de heridas de espesor parcial o completo y exudado abundante.

PRESENTACION DEL PROBLEMA
Paciente con una pérdida del espesor de la piel que presenta un drenaje de moderado a
abundante.

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO
Realizar la limpieza segin preferencia o recomendacion del profesional tratante.
Colocar en el area afectada crema humectante.
Usar un Vendaje de Alginato
Seleccionar el tamafio adecuado del vendaje de Alginato. Seleccionar el de fibra torcida si hay
presencia de taneles o cavidades.
Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.
Cambiar diariamente, cuando esté sucia o cuando indique el profesional tratante.
* Un drenaje con mal olor y/o purulento puede indicar infeccién por lo que se debe informar
al profesional tratante.
Cuando el drenaje disminuya, usar Aposito hidrofilico.
Evaluar el estado nutricional del paciente y tomar decisiones adecuadas segln sea necesatrio.

PROTOCOLO #7
Para el manejo de una incisién post-quirdrgica

PRESENTACION DEL PROBLEMA
Paciente que presenta una incisién post-quirdrgica.

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO

Realizar la limpieza segun preferencia o recomendacién del profesional tratante.
Colocar en el area afectada crema humectante.

Seleccionar una de las opciones que se presenta a continuacion:

Herida no infectada, usar crema humectante

Aplicar una capa de crema humectante a la superficie completa de la herida.
Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.

Cambiar diariamente o como indique el profesional tratante.

Herida infectada, usar Aposito Hidrofilico

Colocar Aposito Hidrofilico

Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.
Cambiar una vez al dia o como indique el profesional tratante.

* Un drenaje oloroso y/o purulento puede indicar infeccién por lo que se debe informar al
profesional tratante.
Evaluar el estado nutricional del paciente y tomar decisiones adecuadas segln sea necesario.

PROTOCOLO # 8
Para el manejo de Ulceras venenosas con un exudado minimo

PRESENTACION DEL PROBLEMA
Paciente que presenta una Ulcera venenosa en la pierna.

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO

Realizar la limpieza segun preferencia o recomendacién del profesional tratante.
Colocar en el area afectada crema humectante.

Usar Aposito Hidrofilico

Aplicar Aposito Hidrofilico

Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro en el lugar.
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Cambiar una vez al dia 0 como indique el profesional tratante.
Para ayudar a disminuir el edema en las extremidades inferiores:
Elevar las piernas cuando el paciente esté sentado.
Mantener las extremidades inferiores en alto durante la noche.
Disminuir el tiempo sentado.
No caminar durante periodos prolongados.
No utilizar medias que produzcan presion sobre la extremidad.
Precauciones:
No usar terapia compresiva si la herida esté infectada o si hay componentes arteriales.
Si la herida presenta un exudado abundante usar un vendaje de Alginato y el protocolo para
exudado abundante. Puede usar Aposito Hidrofilico o vendaje de Alginato bajo terapia compresiva.
Puede usar crema humectante en el perimetro de la herida para tratar los sintomas de dermatitis.
Evaluar el estado nutricional del paciente y tomar decisiones adecuadas segun sea necesario.

PROTOCOLO #9
Para el manejo de la Ulcera de pie diabético con exudado minimo

PRESENTACION DEL PROBLEMA
Paciente que presenta Ulcera de pie diabético con exudado minimo.

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO

Realizar la limpieza segun preferencia o recomendacién del profesional tratante.

Colocar en el area afectada crema humectante.

Usar Aposito Hidrofilico

Aplicar Aposito Hidrofilico

Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.

Cambiar una vez al dia o como indique el profesional tratante.

Consejos para el cuidado del pie

No remojar los pies.

No usar cinta adhesiva en los pies (curitas).

Inspeccionar los pies diariamente, buscando: ampollas, cortaduras o grietas. En caso de dificultad
utilizar un espejo para ayudarse.

Mantener el pie humectado pero no colocar humectante entre los dedos.

Lavar los pies diariamente.

Secar cuidadosamente entre los dedos.

No permitir al paciente caminar con los pies descalzos 0 ponerse zapatos sin medias.

No usar parches o bolsas de agua caliente en los pies.

No usar agentes quimicos para remover callos o rugosidades.

Si el paciente es ambulatorio, preferiblemente utilizar calzado terapéutico.

* Un drenaje oloroso y/o purulento puede indicar infeccién por lo que se debe informar al
profesional tratante.

Evaluar el estado nutricional del paciente y tomar decisiones adecuadas segln sea necesario.

PROTOCOLO # 10
Para el manejo de las Ulceras arteriales abiertas no infectadas y con exudado minimo

PRESENTACION DEL PROBLEMA
Paciente con una Ulcera arterial abierta no infectada con exudado minimo.

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO

Realizar la limpieza segun preferencia o recomendacién del profesional tratante.
Aplicar en el &rea afectada crema humectante.

Seleccionar una de las opciones que se presenta a continuacion:

Usar Aposito Hidrofilico

Aplicar Aposito Hidrofilico
Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.
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Cambiar una vez al dia o como indique el profesional tratante

Usar Aposito Hidrofilico

Aplicar una capa de Aposito Hidrofilico a la superficie completa de la herida.
Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.

Cambiar diariamente o como indique el profesional tratante.

Evitar la compresion

Realizar diariamente una evaluacion de la herida.

Evaluar el estado nutricional del paciente y tomar decisiones adecuadas segln sea necesario.

PROTOCOLO # 11
Para el manejo de heridas necréticas con un exudado minimo

PRESENTACION DEL PROBLEMA
Paciente con lesién necrotica con exudado minimo.

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO
Realizar la limpieza segun preferencia o recomendacién del profesional tratante.
Aplicar en el &rea afectada crema humectante.

Obtener el criterio del médico tratante o considerar una debridacién aguda del tejido necrético.

Tratamiento para la estimulacion de la debridacion autolitica o post debridacion.

Usar Aposito Hidrofilico

Aplicar Aposito Hidrofilico

Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.
Cambiar una vez al dia o como indique el profesional tratante

Evaluar diariamente los signos o sintomas de infeccion.

Evaluar el estado nutricional del paciente y tomar decisiones adecuadas segun sea necesario.

PROTOCOLO # 12
Para el manejo de piel agrietada o con resequedad extrema.

PRESENTACION DEL PROBLEMA
Paciente con piel agrietada o con resequedad extrema.

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO

Realizar la limpieza segun preferencia o recomendacion del profesional tratante.
Colocar en el &rea afectada crema humectante.

Usar crema humectante

Aplicar una capa de crema humectante a la superficie agrietada o con resequedad.
Cubrir con un vendaje secundario adecuado y seguro.

Cambiar el mismo diariamente o como indique el profesional tratante.

Evaluar el estado nutricional del paciente y tomar decisiones adecuadas segun sea necesario.
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ANEXO 7
DOCUMENTOS ENTREGADOS AL CENDEISSS

Se incluyen las portadas de cada unos de los documentos presentados a CENDEISSS. Una
vez que se reciba noticia de la aprobacion se entregara una copia completa de los
documentos ala VIE, considerando la posibilidad de que haya que realizar correcciones.

CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollo Estratégico e Informacién
en Salud y Seguridad Social
Area de Bloética
Subdrea de Bioética en Investigacién
Teléfono: (506)2-518-3044
wwwi.cendelsss sa.cr

FORMULARIO APl
SOLICITUD DE REVISION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

Titulo del proyedo:

“Consolidacion de un sistema de produccion in vitro de piel humana para pacientes en Costa Rica
con diversas afecciones cutineas”

Nombre del investigador principal: Grado académco PhD
Miguel Rojas Chavez

Namero de céduls: 4118924 Nomero de Investigaciones drigdas: 8

Lugar ce Trabajo. Instituto Tecncidgico de Costa Rica, Escuela de Biologia

Direcoxdn | Santa Lucia, Barba de Hereda

Teléfono 2-550.2285 Caorreo electrénico: murgiasQio ac o
Fax 2-550-2700 Beeper

Nombre del subinvestigador del protocolo:

Grado académco: Maestria
Silvana Alvarenga Venutolo

Lugar de trabajpo- Instituto Tecnoldgico de Costa Rica
Owweccion | Barrio Los Angeles, Cartago

Teléfono 8-89G-4025 Correo electronico. gaharengad@ice 3¢ of
Fax 2-550-2700 Beoper

Nombre del subinvestigador del protocolo: Grado académico. Doclorado

Mario Sancho Torres

Lugar de lrabago. Hospital Nacional de Nifios

INICIALES P

FORMULARIO AP-1 Pagns 1 de 11
Revisago 11112008
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CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollo Estratégico e Informacion
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subdrea de Bioética en Investigacién
Teléfono: (508) 2-618-3044
wwwi.cendelsss sa.cr

FORMULARIO AP-lI

RESUMEN DE LA PROPUESTA DE INVESTIGACION INTERVENCIONAL

Titulo del estudio

Entriades participanies

Investigador principal

Centro asistencial donde
se realizara el estudio

Justificacion de la
Importancia del estudio

Praguntz de investigaciin
0 hipdtesis

Cbjetives

FORMULARIO AP-II
Revisado 270672006

Froyecto ge Cooperacion | ecnica para 12 Implementacion de un Sistema oe
Produccion de Piel Humana In Vitro para Mejorar l2 Recuperacion de Pacentes
con Afecclones Cutaneas en Costa Rica

Instituto Tecnolégioo de Costa Rica
Hospital Nacional de Nifios
Hospital San Juan de Dios
Hospital México

l Miguel Rojas Chavez, Ph D

spital Nacional de Nfos
Hospital San Juan de Dios
Hospital México

En este momenio Costa Rica no cuenta con un matenal para ef ratamento de
pacientes con afecciones epidérmcas que permita ura verdadera reepitelizacidn
y una rapuda y efectiva recuperacion. Ejemplo de lo anteror, son los traslados de
niftios quemados al Centro Médico de Galveston, Texas, s cuales podrian
tratarse en el pals si exishese un programa para la produccon y trasplante de
células epidérmicas Los pacientes adultos, fienen atn una menor posibilidad de
reciir tratamiento en €l exterior, asl pues los bereficiados drectos de este
prayecto serfan los pacientes de diversos centros hospialanios de la Caja
Costarricense de Seguro Social

El cultivo de células epidérmicas se realiza con éxto en otros centros de
mvestigacion y empresas blomédicas, no solo a8 nivel de investigacion, sno de
produccion comercial (Falanga & Sabolinsk 1999, Fraunhofer Institute, 2003)
Basicamente, consiste en culthvar queratinocilos, que son las células mas
exernas de la pel sotre una base de fibroblastos 373 wradiados con Rayos
Gamma, para posteriormente injertar estas células al mismo pacente Sise
produce e merta  un cultivo celular de |2 piel humana a pacientes que sufren
afecciones epidérmicas, su recuperacion seria mas rapxda y efectva, lo que
incidiria en mejorar su calidad de vida y en la disminucion de costos
hespitalanos

Dmminucion de la morbimortalidad, recuccion de 10§ costos hosplaiaros y
mejoramiento de |3 calidsd de vida en paocentes con quemaduras o dlceras
sometidos a |a aphcacdn de células aultlogas cutadneas cultivadas i vlro

Contrebuir con la disminucién de 12 morbimortaldad y promaover el mejoramento
de la calidad de vida de pacientes que sufren pérdidas cutdneas en Costa Rica
Desarmllar el protocole de produccidin » wiro de queratinocitos y foroblastos
Mejorar el tratamiento de pacientes con diversas patlogias cut dneas.
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CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrollo Estratégico e Informacién
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subdrea de Bioética en Investigacién
Teléfono: (506)2-5619-3044
vowwicendelsss sa.co

FORMULARIO AP-1lI
REQUISITOS DEL PROTOCOLO DE INVESTIGACION

TITULO DEL PROYECTO: Proyecto de Cooperacion Técnica para la Implementacién de un Sistema de
Produccién de Piel Humana in vitro para Mejorar la Recuperacion de Pacientes con Afecciones
Cutaneasen Costa Rica.

1. INTRODUCCION
1. Antecedentes

En el afio 1950, Billingharn bgrd la separacion enamdtica de la epidermes y 13 dermis utilizando tripsina sin
destrur |a viabilidad de las células epiteliales A inicios de 1960, Karasek demostrd que los gqueratinocitos
pueden sobrevivir en cultive de tejidos y en 1975 Rheinwald y Green publicaron un trabajo sobre el crecimiento
y la prolferacién de céllas cutdreas n wiro, a partr del cual lograron desarmllar un eptelio frasplantable
(Brychta et af,, 1994)

En |2 actuabdad, el paciente al cual se ke realiza un injerto de piel experimenta una revolucidn en el contexto del
proceso de cicatrizacion de sus hendas gracias a Bs téenicas de ingenderia de tepdos. Se han realizado muchos
esfuerzos para desarrollar “sushiutos de plel’ sin necesdad de donantes y que permitan aumentar ia
disponibilidad de plel para imjertar en caso de emergencias (quemaduras masivas) Hasta ahora, B compleja
estruchura de la piel o se ha podido reconstrur, pero se han producdo equivaientes monocapa o multicapa
(técnica de sandwich) La monocapa més simple es equivalente a una hoja o a ura suspension de
queratinocitos autdlogos (Hermer et al | 2006) Estas capas de queratinoctos cultivados in Vitro permien hoy en
dia que las heridas saren mucho mas rapido (Hemer etal | 2005)

Los queratnocitos autdlogos cultivades in Viro han sido utilizados extosamente durante mas de 30 afios.
aungue se necesdan tres semanas para producir ef tepdo de los pacientes. En todo caso, tene la ventaja de
que el tratamiento es mas exitoso debido a que actia como apésios boldgicamente activos, Interactuando con
las células en el lecho de |a henda, promoviendo 13 beracion de citoquinas y factores mitogénicos que aceleran
el proceso de cicatrzacion y la reepdelizacidn ccurre de una manara mas natural (Herner ef al | 2005, Svensjo
ef al, 2001)

El cultivo de queratirocitos ha sido exitose y se estabiecio utihzando cocultivos con células tales como los
fibroblastas y en la actuahidad se apica el uso exdensivo de una linea de fbroblastos murinos (células 373)
Estos fibroblastos, que sirven como fuente de nutnentes al tempo que favorecen la sobrevivencia de los
queratinocitos, posibilitan el subcultvo, ya gue proveen estimulos biclogicos (factores de crecimiento) que
permien ia expansion del tepdo celular y promueven a2 proliferacdn basal asl como la diferenciacion celular
(Rheinwald y Green, 1975). Ademas, al tener presentes tipos celuiares proerativos y diferenciales, disminuyen
la contaminacion por otras céluias (Barrandon y Green, 1985) Otra ventajg del uso de esta técnica es que
favorede su aplicacion, en el cLitivo de olros epitelos, dado que estos cullhvos también son Injertables en seres
humanos (Clancy of &/ 1988)

Estudios més recientes han llegado a establecer gue los queratirocitos cultivados, perden su capacidad
antigénica, razén por la cual el posible fenémeno de rechazo no ocurre. El no rechao se ha evidenciado por la
pérdica casi o total de los complejos de histocompatibiidad de tipo Il y | apoyando la posibilidad de que las
laminas y geles praducidos en el laboratorio sean exitosamente aphcadas (Garcla et a/, 2000)

FORMULARIO AP-1II Pégna 1 de 100
Revisado 01032006
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CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL
Centro de Desarrolio Estratégico e Informacién
en Salud y Seguridad Social
Area de Bioética
Subdrea de Bioética en Investigacion
Teléfono: (508)2-519.3044
wwvi.cendelsss.sacr

FORMULARIO AP-IV
PRUEBAS DE LABORATORIO A UTILIZAR EN EL ESTUDIO

Titulo del estudio: Proyecto de Cooperacon Técnica para |3 implementacion de un Sisterma de Produccion de
P2l Humana In Vidro para Mejorar la Recuperacidn de Pacientes con Afecciones Epidérmicas en Coesta Rica

INombre del investigador principal: Miguel Rops Chavez PnD

FORMULARIO AP-IV
Ravisaoo 010372006

Nombre del laboratorio donde [NUmMero de wees otal
o analizaran las proebas (si | por supto que of | MM*° 'm‘“d' Costo total
Nombre de 1a prusba ol laboratorio no es parte de | estudio requisre p"",;‘.:”m wnel | Presupuestado por
1A CCSS, agregue la dreccion | que se realios la
y ¢l lsl¥lono) prusba estudio pmm
29 x 7)=247!
Laboeatonio Clinica, HNN 7 ((::552 : ,))_ - 4'7[;2
Hv Laboeatarnio Clinka, HSJD 1 7 = ! -; s
Laboratonio Clinica, HMEX 6 (#3520 x 6)=21177
Subtotal ¢ 70580
Laboratono Clinico, NN 7 s sl By
HepatiisBy C Laboratono Clinka HSJD 1 7 (o % TF_ 24’9.3
Laboratorio Clinka, HVEX 8 (R % y=21177
Subtotal ¢ 70580
Laboratonio Clinkca. HNN . (5041 x 7)=352687
Ho " @ Laboratorio Clinco, HSJD 4 7 (5041 x 7)= 35267
FTagramma torpiet Laberatone Clinka HMEX 6 (5041 X x 6)=30246
Subtotal ¢100820
Latoratono Cliniea, HNN 7 ( 16635x 7)=111645
Prusbas de kincion Laboeatono Clinico, HSJD 4 i ( 16635x 7)= 111645
Hepdtica y enal Laboratono Clinica HMEX s (16635 x 6)=59810
Subtotal 332700
Laboratono Clinka HNN - (10082 x 7)=70574
SR Laboratono Clinica. H5JD : d (10082 x 7)=70574
- Laboratono Clinica HMEX 6 (10082x 6)=60492
Subtotal ¢201640
7)=1 .,
Laboratono Clinco, HNN 7 ((22‘:366:7'))_ 1266::;
Orina ganeral Laboratono Clinkca, HSJD 1 7 =
Laboratorio Clinica. HVEX (2908Xx 6)=1689%
Subtotal €56120

Paging 1 de 2
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CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL

PERICDO
Centro de Desarrollo Estratégico e Informacién A
en Salud y Segurkiad Social EBTARLECER)
Area de Bioética De. 01/06/2008

Subdérea de Blodtica en Investigacion
Teléfono: (508) 2-518-3044

www.cendeisss sa.c0
Hasta: 12/122011

FORMULARIO AP-V

PRESUPUESTO INICIAL (Intervencional)

Titulo del estudio: Proyecto de Cooperacion Técnica para la Implementacion de un Sistema de Produccion
de Piel Humana in vitro para Mejorar la Recuperacién de Paclentes con Afecciones Cutaneas en Costa Rica

Nombre del investigador principal: Miguel Rojas Chaves

Nombre del centro asistencial; HNN, HSJD y MEX

Remuner acion poc
Equipo Investigador Mimero de woes que Salario en realizar ol astudio
= Funcionenel | “ends Jpaticipants Instihacion Satarios Otros Total
estudio Beneficios'
Investgador
Miguel Rojes principal, ITCR Ninguna 1.000.000 NA NA NA
Sihana Aharenga  |Investigador, ITCR Ninguna 1.200.000 NA NA NA
Carolina Centeno  |Investigador, ITCR Ninguna NA NA NA
Laura Cahvo Investigador, ITCR Nnguna NA NA NA
Marta Martinez Investigador, ITCR Nnguna NA N N4
Mario Sanche Médco HNN Rutina 1.100 000 NA NA NA
PatriciaVenegas | Mcrobidlogo HNN Ninguna NA NA NA
Carlos Sirl Médeo HNN Rutina 1 100.000 NA NA NA
Yaneth Prada Médco HSJD Rutina NA NA NA
Gilberto Reyna Médco HSJD Rutina -
Gisella Forseca Médeo HSO Rutina -
Raadw-oncologo
Hugo Recinos HS.D Ninguna
Fisico-médico

Manvin Rodriguez HS.D Nnguna
Henamin Hidalgo Méadico, HMEX Rutina - - -

'Cnm beneficios economcos 0 en especie que reciban ef nvestigador o sus colaboradores por realizar of estudia
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