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Resumen

El amnios es una membrana delgada, avascular derivada del epiblasto del
embrién, se compone de una capa epitelialy una capa externade tejido
conectivo. Las células de este tejido son una buena opcidn para la medicina
regenerativa, tanto por su plasticidad fenotipica, como por su capacidad inmuno —
moduladora. Se puede disponer facilmente de ellas, adquirir sin procedimientos
invasivosy su usono provoca debate ético. Sin embargo, debido ala
complejidad de este tejido tiene que ser bien definida la zona de la cual se
extraiga y los métodos para aislar este tipo de células. El objetivo de este trabajo
es desarrollar un protocolo para el aislamiento y cultivo de amnios humano y
caracterizar la viabilidad y morfologia de la poblacion de células obtenidas del
amnios. Las células epiteliales amniéticas humanas (hAECs) son aisladas de las
placentas de término que normalmente se desechan después del parto. Es muy
importante masajear suavemente la membrana amniotica para eliminar los
coagulos de sangre después de ser separada de la capa de corion subyacente de
la base de la placenta. La membrana es trasladada en medio de transporte para
ser seccionada y luego digerida con tripsina-EDTA. La digestion se realiza dos
veces durante 60 minutos. Después de la digestion, los restos de membrana
se retiran y el sobrenadante se centrifuga para obtener un pellet de células que
finalmente se resuspendeny se cultivan bajo condiciones normales de la célula
eucarionte. Las células aisladas se adhieren facilmente a la placa de cultivo. El
cultivo se efecttaen un mediode cultivo especifico, donde las
células proliferan con firmezay muestran morfologia tipica; cuboides, estrellada
y alargada, por otro lado, las células obtenidas fueron sometidas a
inmunohistoquimica, lo cual confirmo6 que correspondian a células epiteliales de la
membrana amnidtica. La puesta en marcha de nuevos protocolos para el
aislamiento de células amnidticas puede contribuiral campo de las células
derivadas del amnios teniendo en cuenta su potencial en la regeneracion de los

tejidos.



Abstract

The amnion is a thin, avascular membrane derived from embryo’s epiblast. It is
composed of an epithelial’s layer and an outer layer of connective tissue. Cells
from this tissue are a good choice for regenerative medicine because of their
phenotypic plasticity and immunomodulatory capability. They are readily available
and easily procured without invasive procedures, and its use does not elicit ethical
debate. However, because of the complexity of this tissue the region needs to
be well defined and also the region of origin and methods of isolation of cells
derived from the human amnion. The aim of this work is to develop new protocols
for human amnion isolation and morphologically characterize the derived cell
population.

Human amniotic epithelial cells (hAECs) are isolated from term placentas which
would normally be discarded after delivery. It is very important to gently massage
the amniotic membrane to remove blood clots after being peeled from the
underlying chorion layer of the placenta body. The membrane is transferred in
transport medium to be sectioned and then digested with trypsin-EDTA solution.
Digestion is performed twice for 60 minutes each. After digestion is completed,
membrane leftovers are withdrawn and the supernatant is centrifuged to obtain a
cell pellet which is finally resuspended in a fresh medium wich are grown under
normal eukaryotic cell conditions. Isolated cells readily adhere to the cultivation
plate. The cultivation takes place in a specific culture medium, where cells
proliferate strongly and show typical morphology, cuboid, elongated star, on the
other hand, the cells obtained were subjected to immunohistochemistry, which
confirmed that they corresponded to epithelial cells amniotic membrane. The
implementation of new protocols for the isolation of amniotic cells may contribute to

the field of amnion-derived cells in view of their potential in tissue regeneration.



Introduccidén

La obtencion de células madre, su cultivo y posterior diferenciacion representan un
importante avance en el tratamiento de enfermedades por medio de la terapia

celular, que ha avanzado de manera considerable en las Ultimas décadas.

Actualmente en Chile existen 4 centros privados de células madre, Vidacel,
Cryocell, Cordén Vital y Blood Bank Chile, en los cuales la sangre conservada del
cordén umbilical pertenece a quien la dond y sélo dicha persona puede utilizarla
(CordbloodbankChile ; CordonVital ; CryoCell ; Vidacel). También existe un banco
publico de células madre, llamado “Banco de Vida”, en el que las personas que
tienen sus hijos en el Hospital Clinico de la Universidad Catélica, en la Clinica San
Carlos de Apoquindo y en la Clinica Santa Maria, pueden donar en forma
voluntaria sus células madre de sangre de cordon umbilical. Estas células se
criopreservan y son destinadas para la utilidad publica, donde podran ser
utilizadas por cualquier individuo compatible con las células que requiera un
trasplante sanguineo o alguna terapia. El banco asume los costos que implica todo

el procedimiento. (Banco de Vida)

La finalidad del presente estudio es estandarizar y llevar a cabo un protocolo para
la obtencion de células epiteliales provenientes de la membrana amnidtica

humana, para su posterior uso en medicina regenerativa.

A diferencia del trabajo que se realiza en los centros mencionados, esta
investigacion propone la extraccion de células madre a partir de la membrana

amnidtica, la cual es una nueva fuente de células madre que se esta investigando.

Diversos Centros de Investigacion y Desarrollo a nivel mundial han realizado
multiples avances en cuanto a estas materias y estan un paso al frente en cuanto
al tratamiento de enfermedades degenerativas. Recientemente se ha trabajado
con células madre de tejido amnidtico proveniente de placentas obtenidas

posterior al parto, por lo tanto la controversia ética provocada por la obtencion de



células madre a partir de embriones humanos queda revocada. Esto tiene gran
relevancia, ya que en Chile existe una cultura de eliminacion de placentas que son
consideradas un desecho biologico, desconociéndose las propiedades que este

tejido puede aportar a la medicina posterior al alumbramiento.

La placenta humana es un érgano fundamental para el desarrollo de la gestacion,
por esta razén, el profesional matron y matrona debe conocer a fondo no sélo las
funciones de la placenta durante la gestacion, sino también sus caracteristicas
morfoldgicas y propiedades en otros ambitos. Este estudio permite aprovechar al
maximo el tejido amniodtico, dadas sus propiedades antiinflamatorias y de
supresion de la respuesta inmune, lo cual facilita el trasplante exdgeno y la
estimulacién endbégena de células madre para generar sus titutos biol6gicos y

mejorar funciones del tejido al cual es trasplantado (llancheran S. 2009)

Esta tesis es el primer paso para seguir adelante con estudios referidos a células
madre amnibticas humanas, de manera que esta investigacion continte
desarrollandose hasta lograr, entre otros objetivos, la generacion de un banco
publico de células madre en la region y la utilizacidbn del amnios en el dmbito

terapéutico.



Capitulo 1

1. Desarrollo embrionario.

El periodo embrionario se inicia con la fecundacién y termina 8

semanas después (Pérez A 2005).

Existen tres procesos que caracterizan las etapas iniciales del desarrollo

embrionario:

R/

% Fecundacion.
%+ Segmentacion.

« Gastrulacion.

1.1. Fecundacion:

La fecundacion trae consigo muchos procesos, los cuales se inician cuando los
espermatozoides penetran la corona radiada que rodea el évulo y termina con el
apareamiento de los cromosomas maternos y paternos tras la entrada del

espermatozoide en el évulo (Carlson B. 2005)

Los principales resultados de la fecundacion son, restablecer el nimero diploide
de cromosomas, determinacion del sexo genético del individuo y por ultimo,

iniciacion de la segmentacion (Langman T.W. 2004).
1.2. Segmentacion:

La segmentacion del embrién ocurre en las trompas de Falopio. Este fenémeno
consiste en una serie de divisiones celulares asincrénicas, muy rapidas que
experimenta el cigoto. La primera division origina dos células de distinto tamafio,
llamadas blastbmeras, posteriormente se divide la blastdmera mas grande y luego
la mas pequefia, y asi sucesivamente. No hay crecimiento celular entre una

mitosis y la siguiente, por lo tanto las células son cada vez mas pequefias. Cada



blastbmera es indiferenciada y totipotente, es decir, tienen la capacidad de

generar cada una de ellas a un individuo completo (Langman T.W. 2004).

A medida que ocurre la segmentacion, el embrion se moviliza en el interior de las
trompas en direcciébn a la cavidad uterina, envuelto por la zona pelldcida y la
corona radiada, esta Uultima la pierde dos dias después de empezar la
segmentacién, mientras que la zona pellicida se mantiene hasta llegar a la

cavidad uterina.

Las blastdmeras pierden su totipotencialidad en el momento de la compactacion,
donde sufren su primera diferenciacion. Después de completar dieciséis células,
se constituye una morula y se inicia el proceso llamado compactaciéon, en cuyo
desarrollo las blastomeras mas externas se adhieren intimamente entre si
mediante uniones nexo y uniones estrechas, perdiendo su identidad individual.
Este proceso, que tiene lugar a unos cuatro dias posterior a la fecundacion se
llama cavitacién. La unién de las células externas dard origen al trofoblasto, la
poblacién interna dara origen al embrioblasto o macizo celular interno (Carlson B.
2005). El trofoblasto es un tejido especializado que origina la conexién tréfica

entre el embrién y la madre.

Ya al séptimo dia post-fecundacién, el trofoblasto digiere la zona pellcida y se
inicia el proceso de implantacién, por el cual el blastocisto toma contacto con el
endometrio y se une a él. Este proceso esta regulado por la expresion en el utero
del denominado “Factor inhibitorio de leucemia” (LIF) el cual promueve la
adherencia del embrion al epitelio uterino, asi como la decidualizacién del Utero
(Carlson B. 2005).

Las células del embrioblasto son pluripotentes, es decir, son capaces de generar
todos los tejidos del embrién (Langman T.W. 2004).

Entre el quinto a sexto dia, a partir de la fecundacion, el blastocisto se adhiere a la

mucosa uterina, siendo el lugar normal de contacto la parte superior de la pared



posterior del cuerpo del Utero. Las células del trofoblasto ubicadas junto al
embrioblasto se diferencian en dos capas, una de ellas se denomina
citotrofoblasto y la otra sinciciotrofoblasto, esto esta modulado por factores
intrinsecos y de la matriz extracelular del estroma endometrial en secuencias

programadas (Moore T. 2004).

El sinciciotrofoblasto, secreta gonadotrofina coriénica humana, hormona que
mantiene el cuerpo lateo funcional durante el desarrollo embrionario y el primer
trimestre del embarazo. Las células del sinciciotrofoblasto desplazan a las células
endometriales en el lugar de la implantacion. Estas células sufren procesos de
apoptosis, facilitando la invasion de endometrio materno. En este proceso
participan las enzimas proteoliticas producidas por el sinciciotrofoblasto, asi como
prostaciclinas derivada de las COX-2 y ligando Fas, presentes en el sitio de
implantacién (Carlson B. 2005). Algunas de las células deciduales adyacentes al
sinciciotrofoblasto degeneran y suponen una rica fuente de nutrientes para el
embridon. Mientras esto ocurre en la region del embrioblasto que mira hacia la
cavidad del blastocisto, comienzan a diferenciarse las células del hipoblasto
(endodermo primario), que constituiran la hoja inferior del embrion (Carlson B.
2005).

En la parte superior del embrioblasto y en el limite entre estas células con las
células trofoblasticas, aparece un segundo tejido, el epiblasto, el cual generara un
espacio que corresponde al inicio de la formacion de la cavidad amniética. De esta
manera, se forma el embrion bilaminar, constituido por una hoja superior llamada
epiblasto y una hoja inferior llamada hipoblasto. El epiblasto, la capa mas gruesa
estd formado por células cilindricas altas, que forman la cavidad amniética y los
amnioblastos. El hipoblasto, constituido por células cubicas pequefias, que
constituye la hoja inferior del embridn, formara el saco vitelino (Langman T.W.
2004).



A medida que avanza el proceso de implantacién contindan desarrollandose el
citotrofoblasto y el sinciciotrofoblasto. Aparece una nueva poblacidén celular que
constituye el mesodermo extraembrionario que ocupa el espacio comprendido
entre el citotrofoblasto, el amnios y el saco vitelino primitivo en formacion.
Posteriormente en el mesodermo extraembrionario, se forman grandes cavidades,
las cuales confluyen y originan un nuevo espacio que se denomina cavidad

coridnica. Esta cavidad rodea al saco vitelino primitivo y a la cavidad amnidtica.

El mesoderma extraembrionario que reviste al citotrofoblasto y al amnios se
denomina somatopleura extraembrionaria, y el que cubre el saco vitelino recibe el
nombre de esplacnopleura extraembrionaria. Al final de la segunda semana el
hipoblasto produce células que migran hacia el saco vitelino primitivo, estas
células proliferan y forman la pared de una nueva cavidad y reciben el nombre de
saco vitelino secundario o definitivo y reemplaza al saco vitelino primitivo.
(Langman T.W. 2004).



Segundo cuerpo polar

Figura 1: Dibujos que ilustran la segmentacion del cigoto y la formacién del blastocisto. A,
B, C, D muestran diversas etapas de la segmentacion. El periodo de mdrula comienza en
la etapa de 12 a 16 células y termina cuando se forma el blastocito. E, F son cortes de
blastocitos, la zona pelicida ha desaparecido hacia finales de la etapa del blastocito (5
dias).(Moore T. 2004).



1.3. Gastrulacion:

En esta etapa el embrion bilaminar adquiere, mediante un proceso conocido como
gastrulacion, una tercera hoja embrionaria, llamada mesodermo, que se ubica
entre las hojas embrionarias ectodermo y endodermo. La gastrulacién constituye
el origen de la morfogénia, desarrollo de la forma del cuerpo. La gastrulacion, se
inicia con la formacion de la linea primitiva, que aparece como un engrosamiento
en el extremo caudal del epiblasto, debido a la proliferacion y migracién de las
células del epiblasto hacia el plano medio del disco embrionario. A medida que la
linea se alarga por la adicién de células a su extremo caudal, su extremo craneal
prolifera para formar el nédulo primitivo, simultdneamente, en la linea primitiva se
desarrolla un surco estrecho, el surco primitivo que continua con una pequefia
depresion en el nddulo primitivo, la févea o fosita primitiva. Con la formacion de la
linea primitiva se puede identificar el eje craneo caudal del embrién (Moore T.
2004). Cuando esto sucede, las células del epiblasto pierden su caracteristica de
epitelio (superficie apical u basal bien definida) y adquieren forma y caracteristicas
mesenquimaticas, que es un tejido laxo suspendido en una matriz gelatinosa, las
células mesenquimaticas tiene forma ameboidea y actividad fagocitica (Moore T.
2004).

Algunas de las células del epiblasto desplazan al hipoblasto, formando el
endodermo intraembrionario, las células restantes del epiblasto dan origen al
ectodermo embrionario. Cuando ha finalizado la gastrulacion, el embrion esta
formado por tres hojas embrionarias, una hoja superior, llamada ectodermo, una
hoja media, llamada mesodermo y una hoja inferior, llamada endodermo (Pérez A
2005).
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Noédulo primitivo

Linea primitiva

Amnioblastos

Saco
vitelino
B ¥ Células mesodérmicas en invaginacion

Figura 2: A. Vista dorsal de un embrién de 18 dias. En su extremo caudal se advierten la
linea primitiva y el nédulo primitivo. B. Corte transversal a nivel de la region craneal de la
linea primitiva a los 15 dias que muestra la invaginacion de las células epiblasticas. Las
primeras células que se movilizan hacia adentro desplazan al hipoblasto para crear al
endodermo definitivo. Una vez establecido éste, el epiblasto que se moviliza hacia adentro

forma el mesodermo (Langman T.W. 2004).
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2. Desarrollo, estructura de la placenta 'y anexos embrionarios.

La placenta es un o6rgano fundamental durante el desarrollo de la gestacion,
debido a que cumple diversas funciones que permiten la mantencién del embarazo
y el desarrollo normal del feto. Es por esto que, permite que la circulacién fetal y la
circulacibn materna mantengan una relacion estrecha, logrando el intercambio
gaseoso Yy nutritivo. Asimismo cumple una funcion endocrina y metabdlica. Por lo
que su desarrollo es desde el inicio de la gestacion hasta el término de esta y llega

a conformar una estructura compleja.

En la primera semana de desarrollo, se permite diferenciar 2 tipos de células, las
qgue conforman el macizo celular interno, llamado embrioblasto y las células

externas que pasan a conforman el trofoblasto. (Langman T.W. 2004)

En el ser humano, las células trofoblasticas comienzan a introducirse entre las
células epiteliales de la mucosa uterina alrededor del sexto dia. En este proceso
intervienen diversas sustancias tales como las integrinas, lamininas y fibronectinas
gue ayudan a la adhesion e invasion del trofoblasto. Este proceso da el inicio para
la conformacion de la placenta, desarrollo que esta conformado por dos etapas la
pre — vellosa y la vellosa.(Langman T.W. 2004)

La etapa pre — vellosa, entre los dias 6 - 13 y la etapa vellosa, a partir del dia 13.
La etapa pre — vellosa incluye dos periodos: el periodo prelacunar y el periodo
lacunar (Mihu, Susman et al. 2009). El periodo prelacunar se refiere a la
implantacion del embrion y a la diferenciacion del trofoblasto en dos capas, el

citotrofoblasto y el sincitiotrofoblasto.

La etapa subsiguiente es la etapa lacunar en la cual se conforman las vellosidades

iniciales, llamadas vellosidades primarias. (Langman T.W. 2004)

Luego de ocurrido esto, ocurre la etapa vellositaria, en la cual el trofoblasto queda
constituido por abundantes vellosidades, las cuales tienen la caracteristica de ser
secundarias y terciarias.
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Por lo tanto, el trofoblasto queda finalmente correlacionado al mesodermo de la
lamina coridnica y se unen periféricamente a la decidua materna por medio de la
envoltura citotrofoblastica externa. Estas vellosidades estan formadas por el
sincitiotrofoblasto, que a su vez, cubren la parte central del mesodermo
vascularizado (Langman T.W. 2004). Luego estas vellosidades conformaran un
sistema capilar que permitira relacionar los capilares de la lamina corionica con los
del pediculo de fijacion, lo cual da origen finalmente al sistema vascular

extraembrionario.

En los meses siguientes, las vellosidades del polo embrionario siguen creciendo,
lo cual dara origen al coridon frondoso. Las vellosidades que se encuentran en el

polo anembrionario reciben el nombre de corion liso o leve (Langman T.W. 2004).

El amnios durante el tercer mes, ha expandido su tamafio, por lo que se pone en

contacto con el corion y la cavidad coridnica se oblitera.

Hacia el comienzo del cuarto mes, la placenta posee dos componentes, una
porcion fetal formada por el corion frondoso y donde la placenta esta rodeada por
la lamina corionica y una porcion materna, constituida por la decidua basal, cuya
lamina decidual es la porcion més incorporada a la placenta (Langman T.W.
2004).

Entre las laminas coridnica y decidual se encuentran los espacios intervellosos

ocupados por la sangre materna.

Igualmente la decidua basal forma varios tabiques deciduales, que pueden llegar a
ocupar los espacios intervellosos, pero que no llegan a atravesar la lamina
coriénica. Estos tabiques estan cubiertos por una capa de células sincitiales, de
manera que en todo momento hay una capa sincitial que separa a la sangre
materna. (Langman T.W. 2004)
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Finalmente la placenta queda divida en varios compartimientos, debido a la
formacion de los tabiques deciduales. Estos compartimientos reciben el nombre de

cotiledones, los cuales conforman una cantidad de 15 — 20 en nuestra especie.

Al observar una placenta de término, podemos darnos cuenta que esta
conformada por 2 caras; por una parte el lado materno, conformado por los

cotiledones y por otra el lado fetal que esta cubierta por la lamina coridnica.

Umbilical chord Amniochorionic membrane
Basal plate
Chorionic plate
Myometrium
( o

rj. I' r; \ I -jl

‘r | | | |
i ('l \
' \ J \ - I |

Cotyledons -
" Placental septa Villi

Figura 3. Seccion esquematica de una placenta humana de término. Durante la
formacion de la placenta, la decidua basal, en los espacio intervellosos forma
tabiques deciduales que dividen el parénquima en los cotiledones. Cada cotiledén
contiene varias vellosidades, que se originan de la placa corionica. Los vasos
sanguineos fetales se encuentran dentro de las ramas de las vellosidades.

(Parolini, Alviano et al. 2008)
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3. Desarrollo de la membrana amniotica.

Cerca del 8'° dia post-fecundacion, el blastocisto humano se adhiere parcialmente
en el estroma del endometrio. Las células externas (trofoblasto) del blastocisto se
diferencian en dos capas y migran hacia el estroma. La masa celular interna, como
fue mencionado anteriormente, se diferencia en dos capas, el epiblasto y el
hipoblasto. El epiblasto es la fuente de las tres capas germinales y, finalmente,

forma el embridn en desarrollo.

Al mismo tiempo, una pequefia cavidad (cavidad amniética) aparece en el
epiblasto, las células del epiblasto adyacente al citotrofoblasto se llaman
amnioblastos. EI amnioblasto que se encuentra bordeando la cavidad amniética se
diferencia en el epitelio amniotico y se amplia la cavidad. Al mismo tiempo, una
capa de mesénquima extraembrionario alrededor de la capa de células del epitelio
amniotico, se desarrolla en el tejido conectivo amnidético (Miki and Strom 2006).

15



Notocorda Cavidad amniética

Mesodermo — Mesodermo
paraxial s> ™ 8 hy, Ntermedio
N Cavidades
B bt INlercelulares en
Aorta —7— T/ St W la lamina fateral

---------

‘ Mesodermo Somita
Amnios Surco neural intermedio

Hoja paristal del
mesodermo

Hoja visceral
del mesodermo

Cavidad
corporal intra- /£  ESerEE
embrionaria |

- -
e - =

T Ll Tk

Endodermo

-
-

------

c D

Figura 4: Esquemas de corte transversal del embribn en los que se puede
apreciar el desarrollo de la hoja germinativa mesodérmica. A. Dia diecisiete. B.
Dia diecinueve. C. Dia veinte. D. Dia veintiuno. La delgada hoja mesodérmica da
origen al mesodermo paraxial (los futuros somitas), el mesodermo intermedio (las
futuras unidades excretoras) y la lamina latera, que se separa en las hojas del
mesodermo parietal y visceral que revisten la cavidad celémica intraembrionaria
(Langman T.W. 2004).

Al término de la gestacion, la superficie fetal de la placenta esta cubierta en su
totalidad por el amnios, que tiene una superficie de aproximadamente 700-1200
cm?y un espesor de 0,02 a 0,5 cm (Bourne G. 1962). Esta membrana, no contiene
vasos sanguineos o0 nervios, sino que los nutrientes que requiere son
suministrados directamente por la difusion a través del liquido amnidético y / o de la

decidua (Niknejad, Peirovi et al. 2008).
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3.1. Estructura béasica de la membrana amniética.

Las membranas fetales del ser humano estan formadas por el amnios y el corion.
El amnios es la mas interna de las dos membranas fetales, la cual se encuentra en
contacto con el liquido amniotico, el feto y el cordén umbilical. La membrana
coridnica, que se adjunta a la superficie externa de la membrana amniotica, se

separa de la decidua y del utero materno (Bourne G. 1962).

Decidua parietal,
corion leve y amnios
fusionados

Decidua basal

Cavidad
uterina

Cavidad

amniodtica

Figura 5: Relacion de las membranas fetales con la pared del utero. A. Al final del
segundo mes. Se observa el saco vitelino en la cavidad coridnica entre el amnios y
el corion. En el polo abembrionario las vellosidades han desaparecido (corion
leve). B. Final del tercer mes. El amnios y el corion se han fusionado y la cavidad
uterina queda obliterada por la fusién del corion leve con la decidua parietal.
(Langman T.W. 2004)
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Las membranas ovulares (corion y amnios) delimitan la cavidad amnidtica,
encontrandose en intimo contacto a partir de las 15-16 semanas del desarrollo
embrionario, obliterando la cavidad corionica o celoma extraembrionario (Moore T.
2004).

A los 31-35 dias de gestacién, la membrana amniética es un tejido de origen fetal
gue se compone de tres capas principales, que corresponden al epitelio, una
membrana basal y un mesénquima avascular compuesto por una capa compacta,
una capa de fibroblastos y una capa intermedia (esponjosa) que se ubica entre el

amnios y corion (Miki and Strom 2006).

Membrana Amniotica

' mgﬁxxl‘m:\Epitelio

e : Capa Compacta

Membrana Basal

S

200 pm

.-Q 2 } Capa de Fibroblastos
§‘ Capa Esponjosa

Figura 6: Tincion hematoxilina- eosina de Ila membrana amniética
humana.(CIB)Aumento 40X.
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Epitelio Amnidtico.- Es la capa mas interna y estd en contacto con el liquido
amnidtico, este consta de una sola capa de células que contienen un extenso
sistema de canales que se comunican directamente con el espacio extracelular.
Normalmente son cubicas, pero también pueden ser columnares sobre la placenta
0 aplanadas en zonas aisladas del resto del amnios. El vértice o cara interna de
las células es ligeramente convexo mientras que en la superficie, se forman
microvellosidades. Las células epiteliales normalmente contienen un solo nucleo

gue es de contorno irregular y fenestrado.

El citoplasma es denso y granular, ademas contiene multiples vacuolas que varian
en tamafo y contenido. Las mitocondrias son escasas y pequefas (Rivera Z
2004).
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Figura 7: Tincibn hematoxilina- eosina de la membrana amnidtica humana. EA

epitelio amniotico, MA mesénquima amniético.(CIB)Aumento 40X.
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Membrana basal.- Se trata de una fina capa compuesta de una red de fibras de

colagenos tipo lll, IV, V, laminina, nidégeno y fibronectina.

Capa compacta.- La cual se encuentra compuesta por una compleja red de fibras

de colageno tipo I, lll, V y VI lo que le confiere su integridad mecanica.

La capa de fibroblastos.- Corresponde a la primera capa del mesénquima
amniético y es la capa mas gruesa del amnios, se compone de una red de

fibroblastos, macréfagos y una matriz de tejido conectivo laxo.

La capa esponjosa.- Permite que el amnios se deslice sobre el corion
subyacente, que esta firmemente adherido a la decidua materna. Esta presenta
abundante contenido de proteoglicanos y glicoproteinas, ademas de colageno tipo
[l (Rivera Z 2004).
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4. Medicina Regenerativa y células madre.

Es conocido que diversos tejidos y érganos humanos son capaces de auto
repararse o incluso de regenerarse. En efecto, hasta muy recientemente se habian
clasificado los tejidos en aquellos que no tienen capacidad de regenerarse por si
mismos, como el tejido nervioso, los que poseen escasa capacidad regeneradora,
como el 6seo, los que no tienen capacidad de regenerarse, pero estan dotados de
una cierta capacidad de auto reparacion, como el musculo esquelético, y otros
como, por ejemplo, la piel que puede regenerarse completamente. Imitando esta
capacidad biologica auto reparadora de los tejidos humanos, se ha desarrollado el
concepto de medicina regenerativa, la cual busca reparar los tejidos u organos
gue fallan, de manera que recuperen su funcién (Aznar. J 2008). Para lograr esto,
es preciso practicar microtrasplantes de células que, de un modo similar al
trasplante de un érgano entero (higado, corazon, rifidn, u otro) podrian suplantar la
funcidon de las células alteradas y seguir reproduciéndose de manera normal.
Ampliando el concepto de medicina regenerativa se llega a la medicina
reparadora, la cual, ademas de utilizar todas las modernas tecnologias de
trasplantes por donacion de 6rganos, propone reparar los tejidos dafiados
utilizando mecanismos similares a los que de forma natural usa el organismo

humano para este fin (Aznar. J 2008).

La medicina regenerativa se basa, en gran medida, en la utilizacién de células
madre. Una célula madre posee la capacidad de replicarse y diferenciarse dando
lugar a diversos tipos de células especializadas (Rodriguez-Pardo 2011). Las

propiedades que definen a una célula madre son las siguientes:

1. No esta totalmente diferenciada (es decir, no se encuentra al final del proceso

de diferenciacion).

2. Se puede dividir sin limites, por lo menos durante el ciclo vital del organismo.
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3. Cuando se divide, cada célula hija puede permanecer como célula madre, o
puede iniciar una via que conduce irreversiblemente hacia la diferenciacion
terminal (Albert B 2004).

Como células madre, no han alcanzado el estadio de diferenciacion terminal y son
capaces de autorregenerarse indefinidamente, dando lugar a los diferentes tipos
celulares especializados que componen un organismo. Las células madre
presentan la suficiente "flexibilidad" para generar células especializadas de otros
linajes diferentes a los determinados por su propio origen y localizacién. A partir de
ese conocimiento cabe pensar en dirigir estos procesos para originar cultivos
celulares, o cultivos de tejidos in vitro, que pudieran sustituir in situ a los tejidos
dafiados por procesos patolégicos, desarrollando las correspondientes

aplicaciones médicas de estas investigaciones (Nombela. C 2002)

Tradicionalmente se han denominado células madre, a células indiferenciadas
con una variada capacidad de potencia, entendiendo por tal la posibilidad de
desarrollar tipos de células distintas a su linea celular original. También se han
definido como células con capacidad ilimitada de perpetuarse y que pueden

producir al menos un tipo de células adultas (Aznar. J 2008).

Estas células generan gran interés por los diferentes modelos de diferenciaciéon
celular a los que pueden ser conducidas, desde el modelo convencional; célula
madre, célula hija, hasta procesos de transdiferenciacion, de-diferenciacion y re-
diferenciacion celular; es asi como estos modelos son aplicados en la actualidad
para entender el fendbmeno de la “plasticidad” que ha sido reconocido en este tipo
de células. La plasticidad de las células madre se reconoce como la capacidad
gue poseen estas células para generar grupos celulares diferentes a los de su

tejido de origen (Rodriguez-Pardo 2011).
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Segun la plasticidad de las células madre, existen tres categorias:

Células madre totipotentes: El término “totipotencial’ (del latin totus, que
significa completo) hace referencia al potencial que tienen estas células de
generar un embrion completo (tejido embrionario y extraembrionario)
(Rodriguez-Pardo 2011). Estas células derivan de la masa celular interna de un
embrién al estado de blastocisto, esto es, dependiendo de la especie, 4-7 dias
después de la fecundacion. Esta estructura particular surge como resultado de
una serie de divisiones sucesivas de las células embrionarias (o blastémeras),
donde las células que se encuentran en la parte mas interna se desarrollan y
especializan en los tejidos de las diferentes capas germinales del embrion;
endodermo, mesodermo y ectodermo, formando asi todos los tejidos de un

organismo (Arias. M 2009).

Células madre pluripotentes: El término “pluripotente” (del latin plures, que
significa muchos o varios) es utilizado para describir las células madre
pluripotentes que pueden dar origen a progenitores que forman cualquiera de
las tres capas germinales embrionarias: mesodermo, endodermo y ectodermo
(Rodriguez-Pardo 2011).

Células madre multipotentes: Las células madre multipotentes son aquellas
que pueden dar origen a precursores relacionados solamente con una de las
tres capas embrionarias; por ejemplo, células madre que dan origen a tejidos
derivados exclusivamente del endodermo como tejido pancreético o pulmonar
(Rodriguez-Pardo 2011).

Las células madre participan activamente en el desarrollo embrionario pero

también continlan presentes en los organismos adultos. Segun el tejido de origen,

se pueden clasificar en tres tipos: (Rodriguez-Pardo 2011)

Células madre embrionarias: Son aquellas que constituyen la masa interna

del blastocisto temprano (de 4-5 dias en el caso del humano). Estas células
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pueden diferenciarse en los diferentes tipos celulares procedentes de
cualquiera de las tres hojas blastodérmicas: ectodermo, endodermo vy

mesodermo(Aznar. J 2008).

Células madre germinales: Tienen potencialidades similares a las células
madre embrionarias y pueden encontrarse en la cresta gonadal de los fetos
humanos de 5 a 10 semanas. De ellas se derivaran las células germinales que

daran origen a los gametos (Arias. M 2009).

Células madre somaticas o adultas: Se encuentran en el individuo adulto
durante toda su vida postnatal y son capaces de responder a estimulos
regenerativos e iniciar un proceso de autorrenovacion, tras el cual algunas de
ellas son capaces de diferenciarse hacia linajes especializados, propios del
tejido en el que se encuentran, es decir, de la misma hoja blastodérmica de la
que procede el organo que las alberga. Son células multipotentes, ya que
poseen una capacidad limitada para diferenciarse, dando origen sélo a las
células de un 6rgano concreto en el embrion y/o en el adulto. El ejemplo més
clasico de estas células son las células madre de la médula Osea, las cuales
pueden generar los tipos celulares de la sangre y del sistema inmune; las
células madre de la placenta y/o cordén umbilical, que se extraen al momento
del parto, para futuros tratamientos de enfermedades, sobre todo del tipo

hematolégico como leucemias, anemias y linfomas (Arias. M 2009).

La mayoria de los tejidos de un individuo adulto posee una poblacién especifica

propia de células madre que permiten su renovacion periddica 0 su regeneracion

cuando se produce algun dafio tisular (células madre adultas). Algunas células

madre adultas son capaces de diferenciarse en mas de un tipo celular como las

células madre mesenquimaticas y las células madre hematopoyéticas, mientras

gue otras son precursoras directas de las células del tejido en el que se

encuentran, como por ejemplo las células madre de la piel o las células madre

gonadales (células madre germinales) (Hernandez P 2004).
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Las células madre son necesarias siempre que se presenta la exigencia recurrente
de reemplazar células diferenciadas, las cuales no pueden dividirse por si mismas.
En diversos tejidos el estado terminal de diferenciacion celular es incompatible con
la division celular. El nucleo celular, por ejemplo, puede destruirse, como sucede
en las capas mas externas de la piel, o puede ser expulsado como ocurre en los
eritrocitos de los mamiferos. También es posible que el citoplasma esté
sobrecargado de estructuras, como por ejemplo de miofibrillas en las fibras
musculares estriadas, que dificulten la mitosis y la citocinesis. En otras células
diferenciadas de forma terminal, las propiedades quimicas de la diferenciacién han
de ser incompatibles con la division celular de algun modo mas sutil. En cualquiera
de estos casos, la renovacion ha de depender de las células madre (Albert B
2004).

La misién de las células madre no consiste en llegar a diferenciarse, sino en
producir células que se diferencien. A consecuencia de ello, las células madre
tienen a menudo un aspecto poco conspicuo, por lo que resultan dificiles de
identificar. Pero esto no quiere decir que todas las células madre sean iguales. No
estan diferenciadas de forma terminal, pero si estan determinadas: la célula
satélite muscular, que origina el masculo esquelético, la célula madre epidérmica,
gue origina las células epidérmicas queratinizadas, las espermatogonias, que
originan espermatozoides, la célula basal del epitelio olfatorio, que origina las
neuronas olfatorias, entre otros (Albert B 2004).

La mayor dificultad técnica de la medicina regenerativa viene dada por la
obtencién de los tipos celulares deseados. La controversia sobre las células madre
es el debate ético sobre las investigaciones de la creacion, uso y destruccion de
las células madre embrionarias. Este es también el punto que plantea mayores
dilemas y discusiones éticas, tanto en la comunidad cientifica como entre la
poblacion en general. La oposicion a las investigaciones dice que esta practica
puede llevar a la clonacion y fundamentalmente a la desvalorizacion de la vida
humana. Contrariamente, las investigaciones médicas opinan que es necesario

25



proceder con las investigaciones de las células madre embrionarias porque las
tecnologias resultantes podrian tener un gran potencial médico, y que el exceso
embrionario creado por la fertilizacion in vitro puede ser donado para las
investigaciones. Existe un amplio debate ético que suscita, por utilizar embriones
para la obtencion de las células madre necesarias para el desarrollo de nuevos
tejidos (Wagner S 2008). Por ello, tratar de obtener células madre embrionarias
humanas o células de caracter biologico similar a éstas, por un procedimiento
técnico que no conlleve dificultades éticas, es uno de los problemas biomédicos

mas atractivos en la actualidad.

En relacion con las células madre embrionarias, son dos las posibilidades de
obtenerlas: de embriones congelados sobrantes de las técnicas de fecundacioén in
vitro o de embriones humanos generados por transferencia nuclear somatica, la
denominada donacion terapéutica. Desde un punto de vista ético, varias de estas
soluciones presentan una importante dificultad afladida, derivada del hecho de que
los embriones humanos a utilizar, sean destruidos o no, tienen que ser generados
por fecundacion in vitro, técnica que en si misma conlleva objetivas dificultades
morales (Aznar. J 2008).

Desde el punto de vista ético se desarrolla un debate, producido por las técnicas
de obtencion de células madre, uno de los aspectos mas interesantes en relacion
con la medicina reparadora ha sido la busqueda, en los dultimos afios, de
procedimientos alternativos que no requirieran la utilizacion de embriones, para asi
evitar estas dificultades éticas derivadas de su uso. Esto se ha conseguido al
demostrar la existencia de células madre en diversos tipos de tejidos (Costa J.
2005).
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4.1 Ceélulas madre y membrana amniotica en medicina regenerativa.

Gracias a los ultimos avances cientificos se demostré que el liquido amnidtico
contiene células de tejidos embrionarios y extra embrionarios diferenciados y no
diferenciados derivados del ectodermo, del mesodermo y del endodermo.
Recientemente, se ha descrito que derivados de células amnidticas tienen la
capacidad de diferenciacion multipotente, y estas células han llamado la atencién
como una nueva fuente de células para la terapia de trasplante celular. Por otro
lado, las células aisladas de la membrana amnittica se pueden diferenciar en
células de las tres capas germinales, tienen baja immunogenecidad, poseen
funcién antiinflamatoria, y no requieren de la destruccién de embriones humanos
para su aislamiento (Yu, Soncini et al. 2009), ya que su obtencion se realiza de las
placentas una vez que haya ocurrido el alumbramiento y cuando este tejido es
desechado, debido a que no posee ninguna funcién para la madre ni el recién
nacido . De esta manera, esquivando el debate ético cominmente asociado con
el uso de células madre embrionarias humanas, la acumulaciéon de pruebas ahora
sugiere que el amnios, que ha sido desechado después del parto junto con la
placenta, sea un material biolégico de gran utilidad en el campo de la medicina
regenerativa (Yu, Soncini et al. 2009).

Las células madre podrian ser utilizadas en las terapias de reemplazo celulary en
el tratamiento de un gran numero de enfermedades humanas genéticas y
degenerativas, incluyendo enfermedades del sistema hematopoyético e inmune, la
diabetes, insuficiencias cardiacas, lesiones crénicas del higado, y enfermedades

neurodegenerativas, osteoarticulares, entre otras (Yu, Soncini et al. 2009).
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5. Células madre derivadas del amnios.

Las células madre derivadas del amnios son de gran interés por su potencial para
utilizarse en la medicina regenerativa; su plasticidad, la baja inmunogenicidad, y la
falta de barreras éticas para su adquisicion los hacen candidatos ideales para la
restauracion de los tejidos en el tratamiento de enfermedades degenerativas (Yu,
Soncini et al. 2009).

La membrana amniética se ha utilizado de manera clinica y sus células han sido
ampliamente investigadas. Ningun procedimiento invasivo es necesario para
obtener el amnios, porque la placenta se expulsa naturalmente después del parto.
A partir del amnios humano, es posible aislar principalmente dos tipos de células,
las células del epitelio amniético (hAEC) y células mesenquimales del estroma del
amnios humano (hAMSC) (Yu, Soncini et al. 2009). Estos dos tipos de células
tienen un origen embrioldgico diferente: hAEC se derivan del ectodermo
embrionario y hAMSC se originan en el mesodermo extraembrionario. Ambos han
demostrado que se diferencian in vitro hacia los linajes mesodérmicos clasicos

(osteogénico, condrogénica, adipogénica) (Parolini, Alviano et al. 2008).
5.1. Diferenciacion de células madre del amnios.

Luego de un largo proceso iniciado en la fecundacién y tras la implantacion del
embrién se dara origen a multiples estructuras las cuales son fundamentales para
la viabilidad del nuevo ser, entre ellas se puede mencionar la placenta y sus
membranas (corion y amnios), las que actualmente han recibido una atencion
especial como fuente de células madre adultas con multi y pluripotencia de

diferenciacion. (Carmen L. Insausti 2010).

Es importante indicar que en términos generales el proceso biolégico de
diferenciacion celular es la traduccion de multiples procesos nucleares y
citoplasmaticos que determinan cambios complejos y fundamentales en la

ultraestructura, bioquimica y fisiologia celular (Cornejo R. 2010).
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Se ha demostrado que el epitelio amnibtico puede diferenciarse en tejido
neuronal (linea ectodérmica) el cual tuvo expresion evidente por RT-PCR de
genes especificos neuronales (Miki, Lehmann et al. 2005), observandose que las
células que fueron expuestas a diferenciacion neuronal adquieren una forma
elongada, morfologia neuronal, el 90% reacciona a GFAP (la proteina glial fibrilar
acida) un marcador para linea de células gliales y 5% a CNP (nucleoétidos ciclicos
de fosfodiesterasa) un marcador de la linea de oligodendrocitos (Miki, Lehmann et
al. 2005).

También se han hecho otras investigaciones sobre este tipo de diferenciacion
neuronal donde se observaron que estas células tienen la capacidad de sintetizar
y liberar acetilcolina, catecolaminas y dopamina (Elwan and Sakuragawa 1997)
(Kakishita, Elwan et al. 2000) lo que podria servir en la terapia de algunas

enfermedades neuronales degenerativas.

Otro tipo de diferenciacion del epitelio amnidtico es la pancreética, de origen
endodérmica, siendo demostrado a través RT-PCR por la temprana expresion del
factor de transcripcion PDX-1 y después con los factores PAX-6, NKZ2.2 y la

expresion de genes tales como insulina y glucagén (Miki, Lehmann et al. 2005).

La diferenciacion hepatica también se ha observado derivada del epitelio
amniético (linea endodérmica) la cual tuvo una expresion cuantitativa con RT-PCR
de mRNA de albumina y de genes (alfa)-1 antitripsina ((alfa)-1 AT), la produccién
de proteinas y pruebas de actividad funcional (Miki, Lehmann et al. 2005). Otro
estudio sobre este tipo de diferenciacion fue el efectuado por Sakuragawa el afio
2000, el cual reporté que el cultivo de células epiteliales del amnios produjo
albumina y alfa-fetoproteinas, y células similares a hepatocitos, las células con
inmunohistoquimica positiva para albumina y alfa-fetoproteinas podrian ser
identificadas como integrantes en el parénquima del higado en raton
(Sakuragawa, Enosawa et al. 2000).
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Y por udltimo la diferenciacion a células cardiacas (linea mesodérmica) fue
evaluada a través de la determinacion con RT-PCR de genes relacionados con
cardiomiocitos. Se ha demostrado la presencia de genes de la cadena ligera de
miosina. (Miki, Lehmann et al. 2005).

Por otro lado como se menciona anteriormente estan las células del mesénquima
amniotico las cuales producen otro tipo de lineas celulares y al igual que las

células epiteliales del amnios son pluripotentes (Parolini, Alviano et al. 2008).

Las células mesenquimaticas amnidticas son capaces de diferenciarse “in vitro” en
condiciones estandares de cultivo, hacia las tres lineas basicas que exige el
Comité de las células madre mesenquimales de tejido de la Sociedad
Internacional para la terapia celular: Osteoblastos, Adipocitos y Condrocitos
(Dominici, Le Blanc et al. 2006).

La diferenciacion Osteoblastica ha quedado demostrada en la primera semana
de induccién, por los cambios morfolégicos y mas tarde por la formacién de una
matriz mineralizada. También se demostré depdsitos de calcio con la coloracion

de Von Kossa (Steigman and Fauza 2007).

La diferenciacion Adipogénica fue evidenciada por la presencia de células
adiposas simples multivacuoladas, uniéndose en colonias pequefias y grandes,
cuyo tamafio crecio con el tiempo de induccién. Los agregados de mayor tamafio
de gotas segregadas de lipidos neutros, se tefiian intensamente con Red oil O,
(Int"Anker P. 2004) colorante especifico de lipidos.

Diferenciacion condrogénica se demostr0 después de tres semanas de la
induccion por la aparicién de una abundante matriz extracelular cartilaginosa cuya
naturaleza era demostrada por la coloracién por azul de alcian o por analisis de
inmunocitoquimica de colageno de tipo Il, especifico del cartilago (Portmann-
Lanz, Schoeberlein et al. 2006).
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6. Investigaciones de la membrana amnidtica.

Han existido diversos estudios acerca de la membrana amni6tica y su utilizacion
de células epiteliales, teniendo una mirada en la medicina regenerativa, a

continuacion mencionaremos alguno de ellos.

Las membranas fetales humanas ¢;Una fuente de células madre para la

regeneracion y reparacion de tejidos? (llancheran S. 2009)

Hoy en dia la investigacion de células madre es una base fundamental para la
terapia celular, gracias a la capacidad regenerativa y reparadora que poseen estas
células. Asimismo, una caracteristica esencial, para que las células madre sean
utilizadas en la terapia celular, es su capacidad de diferenciarse en linajes
celulares in vitro y reconstruir tejidos in vivo. Lamentablemente la obtencion de
estas células estad asociada a problemas tantos econémicos como éticos, que
dificultan su utilizacion. Debido a esto es que se comienzan a investigar las
membranas fetales como fuente de células madre, ya que poseen varias ventajas;
son un suministro ilimitado, de facil acceso, con pocos problemas éticos y juridicos

asociados a su uso y son tejidos inmuno privilegiados. (llancheran S. 2009)

Gracias a estudios recientes, se ha demostrado que las hACS (células madre
amniéticas humanas) y las hCSC (células madre corionicas humanas) pueden
diferenciarse en varios linajes celulares tales como condroblastos, osteoblastos,
adipositos y miocitos, que son células dentro del linaje del mesodermo y también
células neuronales que derivan del ectodermo (Sakuragawa, Kakinuma et al.
2004) (In 't Anker, Scherjon et al. 2004). Adn asi, las hCSC se diferencian en
mayor porcentaje en células osteogénicas, condrogénicas y miogénicas, mientras
gue las hASC mas en adipocitos y en células neurogénicas, y también en otros
linajes importantes que son las células endoteliales, hepatocitos y cardiomiocitos.
Igualmente in vitro, tanto en cultivos primarios como en el pasaje 1, las hASC
presentan diferenciacion en linajes derivados del ectodermo (células neuronales y
astrocitos), mesodermo (osteocitos, adipocitos, cardiomiocitos y miocitos) vy
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endodermo (hepatocitos y células pancreaticas) (Portmann-Lanz, Schoeberlein et
al. 2006).

Por otro lado se ha estudiado que las hASC expresan diversos marcadores,
dependiendo del linaje, por ejemplo en el linaje neurogénico se expresan
marcadores de células neuronales y gliales, y marcadores del desarrollo neuronal
como MAP2 y GFAP (Sakuragawa, Kakinuma et al. 2004). En el linaje
cardiogénico se expresan genes cardiacos como GATA—-4, entre otros (Zhao, Ise
et al. 2005). Y en el linaje hepatogénico se expresan ARNm tipico de los
hepatocitos como la albumina, alfa-fetoproteina y otros genes hepatogénicos.
(Tamagawa, Oi et al. 2007), (Takashima, Ise et al. 2004).

Estos hallazgos sugieren que las hAEC producen factores y/o crean un
microambiente para la reparacion efectiva de los tejidos y/o la regeneracion,
posiblemente mediante la estimulacion enddgena de las poblaciones de células

madre, por lo menos en algunos estados patologicos. (llancheran S. 2009)

Potencial de diferenciacion neuronal de células epiteliales amnidticas de rata
(Shinya, Komuro et al. 2010)

El amnios se desarrolla a partir del epiblasto, de la parte anteromedial, de la cual
se especifica para formar la placa neural. Estudios previos han demostrado que es
probable que las AEC puedan diferenciarse en linajes neuronales. Por lo tanto, la
terapia de la transferencia del AE puede ser una estrategia terapéutica atractiva
para los trastornos perinatales neurogénicos. Los autores investigaron el potencial
de diferenciacion neuronal de las células madre amnidticas epiteliales de rata
mediante la realizacion de experimentos de diferenciacion in vitro. (Shinya,
Komuro et al. 2010)

En este estudio, las AEC de ratas expresaron nestina y vimentina. Nestina es un
marcador especifico de lineas neuroectodérmicas y vimentina se expresa en las

células mesenquimales. Estudios recientes han demostrado que vimentina no solo
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estd presente en todos los tejidos mesenquimales, sino que también aparece de
forma transitoria en una variedad de células durante el desarrollo y puede ser co-
expresada con nestina en el SNC. Estudios previos han demostrado que hAEC
expresan proteinas que se encuentran en progenitores indiferenciados como
nestina y vimentina. Estos hechos sugieren el potencial de las AEC para

someterse a la diferenciacion neuronal. (Shinya, Komuro et al. 2010)

Células mesenquimales del amnios humano diferenciadas a condrocitos (Wei,
Nawata et al. 2009)

Es bien sabido que el cartilago dafiado tiene una respuesta limitada a la
reparacion espontdnea. Un dafio o enfermedad del cartilago articular con
frecuencia conduce a una debilitacion progresiva, dando lugar a una marcada

disminucion en la calidad de vida.

La osteoartritis es una enfermedad con alta incidencia entre los adultos mayores,
y es un objetivo importante de la ingenieria de tejidos mejorar la calidad de vida

de los pacientes con patologias osteoarticulares (Worster A. 2001).

Se han utilizado diferentes métodos para el tratamiento de estas enfermedades
entre los que encontramos, el uso del trasplante de condrocitos el cual es
limitado, por la necesidad de una gran cantidad de células para realizarlo ademas

del riesgo de rechazo, y la escasez de donantes (Pittenger M.F. 1999).

Las células utilizadas en la reparacion de cartilago son las células mesenquimales
del amnios humano (hAMC) las que poseen pluripotencia, y por lo tanto seria un
buen candidato para una fuente alternativa de células para la terapia de trasplante

celular. (Dominici, Le Blanc et al. 2006)

En este estudio se utilizaron hAMC, las cuales fueron estimuladas con la proteina
recombinante morfogenética 6sea humano 2, luego fue evaluado el potencial de
las células a diferenciarse en condrocitos. Posteriormente pudiendo determinar la
expresion de marcadores especificos condrogénicos. (Wei, Nawata et al. 2009)
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Cultivo v caracterizacion de las células epiteliales de la mucosa oral en membrana

amnidtica humana para la reconstrucciéon de la superficie ocular (Madhira,
Vemuganti et al. 2008)

Las células madre que estan alrededor de la cornea son responsables de la
regeneracion del epitelio corneal y existen condiciones en las cuales estas células
se pierden, como por ejemplo lesiones quimicas o térmicas, radiacion ionizantes o
ultravioleta, infecciones microbianas severas y crioterapia en la regién timbal,
entre otras. Esto nos lleva a una deficiencia de las células madre limbales (DCML)

lo que podrian llevar a la ceguera. (Madhira, Vemuganti et al. 2008)

Al ocurrir una DCML, puede ser tratada con el trasplante de tejido limbico de un
0jo sano, ya sea por transferencia directa o de un cultivo in vitro en una matriz

adecuada, como la membrana amnidtica. (Madhira, Vemuganti et al. 2008)

El epitelio corneal es de tipo escamoso estratificado, por lo que existen varias

células epiteliales con morfologia similar.( Madhira, Vemuganti et al. 2008)

Se realizaron biopsias orales, limbales y conjuntivales, la membrana amniética fue
obtenida de cesareas, el corion fue separado del amnios y este se depositdé en un
portaobjetos y sobre la membrana amnidtica desepitelizada se depositaron los
cultivos de células orales, limbales y conjuntivales, a este cultivo se le realizaron
técnicas de tincidn, microscopia electronica y técnica moleculares. (Madhira,
Vemuganti et al. 2008)

Las células epiteliales orales pueden ser cultivadas como explantes de membrana
amnidtica desepitelizada. Los explantes son tejidos removidos de un organismo y
transferido para su crecimiento a un medio artificial de nutrientes) La
caracterizacion demostré que estas células mantienen las caracteristicas
fenotipicas de las células epiteliales orales y que el cultivo es una poblaciéon
heterogénea de células diferenciadas y células madre. Se mostro que el cultivo de

células epiteliales orales son utiles para la reconstruccion de la superficie ocular
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en pacientes con enfermedades de la superficie ocular bilateral. (Madhira,
Vemuganti et al. 2008)

Efecto de las citoquinas derivadas de las células del amnios en la curacién de

gquemaduras de espesor parcial (Payne, Wachtel et al. 2010)

Las células progenitoras multipotentes derivadas del Amnios (AMP) son la base de
una plataforma tecnoldgica que se esta desarrollando para el tratamiento de
guemaduras (Xing L 2007). Estas, aisladas de la placenta de término, se

encuentran disponibles en abundancia.

Las células madre, producen factores de crecimiento de citoquinas que sirven
como mediadores para los procesos celulares para la curacion de heridas (Han SK
2005).

La solucion de citoquinas derivadas del amnios (ACCS), es un producto secretado
por las células AMP existente a nivel fisiolégico (Steed DL 2008). La ACCS podria
ser utilizada para tratar cuatro tipos de quemaduras:
e Quemadura de espesor parcial: Si se protege puede cicatrizar por
epitelizacion.
e Quemadura total
¢ Heridas intersticiales: Vistas en los injertos de piel mallada.

e Zonade la piel de los donantes de injertos (Payne, Wachtel et al. 2010).

Se logro demostrar que la adicion de las células AMP fue beneficiosa,
manifestandose con la aceleracion de la curacion de quemaduras de espesor
parcial experimental que mejor6 cuando las células AMP estuvieron presentes

permitiendo la secreciéon continua de ACCS. (Payne, Wachtel et al. 2010)

En resumen, dentro de los estudios mencionados anteriormente, podemos
determinar que una importante caracteristica del tejido amniético es su capacidad
de diferenciarse en linajes celulares in vitro y reconstruir tejidos in vivo en

presencia de alguna patologia.
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A partir de lo anteriormente sefalado, se ha demostrado que las células madres
amnidticas pueden diferenciarse en varios linajes celulares del mesodermo y del
ectodermo, utilizandose en mdltiples terapias regenerativas tales como;
reconstruccion de la superficie ocular, tratamiento de enfermedades

osteoarticulares, quemaduras epiteliales e incluso en regeneracion neuronal.

En Chile el nimero de nacimientos en el afio 2009 fue 252.240, el 40,4% de los
nacimientos se registran en la Region Metropolitana, 11,2% en Biobio y 9,4% en
Valparaiso, aportando estas tres regiones en conjunto el 61,0% del total de
nacimientos. Las restantes regiones aportan entre menos de 1 (Aysén, Magallanes
y Antartica) y menos de 6 (Maule y La Araucania) nacimientos vivos por cada cien
del total de nacidos del pais. (INE 2009)

El 9,4% de nacimientos anuales en la regién de Valparaiso (23.735 nacimientos)
corresponde a la tercera region con mas nacimientos del pais. Ya sea via parto
vaginal o parto cesarea, las placentas obtenidas tras estos nacimientos son
consideradas por el reglamento REAS (reglamento sobre residuos de
establecimientos de salud) (ver anexo F) como desechos organicos, la cual es
eliminada e incinerada por empresas particulares en un gran numero de

hospitales.

Segun el Cdédigo sanitario, en el articulo 153 “las placentas y otros érganos y
tejidos que determinen el reglamento podran destinarse a la elaboracion de
productos terapéuticos y a otros usos que el mismo reglamento indique” (ver
anexo E) (Gobierno de Chile 2010). Considerando lo anterior, se puede decir que
no existe ningun articulo que impida la utilizacion de este tejido para fines
cientificos, por lo cual, existe una gran fuente de investigacion para fines
terapéuticos y cientificos que no es utilizada y que es desaprovechada en nuestro
pais. Por esta razon, a través de esta investigacion, fueron elaborados protocolos

de extraccion de células madre a partir de amnios humano.
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Capitulo 2

1. Delimitacion del problema, tipos de estudio y objetivos.

1.1. Delimitacion del problema.

Protocolizar la obtencion de células madre epiteliales de membrana amniética
humana vy el posterior cultivo de estas células. Ademas de identificar y evaluar la
morfologia vy viabilidad celular in vitro.

1.2. Tipo de estudio.
Experimental descriptivo.
1.3. Objetivo General.

Generar protocolos de extraccion y cultivos in vitro de células madre amnioticas

humanas para su posterior diferenciacién y uso en medicina regenerativa.

Comparar morfologia y viabilidad celular segun los distintos protocolos de

extraccién y cultivo de células madre a partir de la membrana amniética.
1.4. Objetivos especificos.

e Establecer protocolos de extraccion, separacion y cultivo de células madre
a partir de la membrana amniética humana.

e Determinar la viabilidad celular a través de técnicas colorimétricas
(tinciones e inmunohistoquimica) de las células madre amni6ticas humanas
en diferentes pasajes y condiciones de cultivo.

e Caracterizar a través de la morfologia las células madre obtenidas a partir

de la membrana amnidtica humana.
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1.5. Criterios de inclusién.

Se utilizaron placentas de gestantes que tuvieron su parto en el Hospital Carlos

Van Buren de Valparaiso y que cumplieron con las siguientes variables clinicas:

o Edad gestacional entre 37 y 40+6 semanas.

o Edad materna entre 18 y 40 afios.

o Paridad: Primigestas y multiparas.

o Tipo de parto: Vaginal y cesarea.

1.6Criterios de exclusion.

Las siguientes gestaciones y urgencias obstétricas se excluyeron, debido a que

podrian generar alteraciones placentarias (isquemia, infecciones, envejecimiento

placentario, etc.) que podrian afectar el protocolo de extraccién de células madre y

en el cultivo de estas.

1. Gestaciones de alto riesgo, tales como:

(@]

O

©)

Sindrome hipertensivo del embarazo.
Diabetes gestacional.

Restriccion del crecimiento intrauterino.
Rotura prematura de membranas.
Gestacion de post-término.

Gestacion gemelar.

Patologias genéticas, etc.

2. Urgencias obstétricas, tales como:

(@]

©)

o

o

3. Habito tabaquico, alcohol y drogas de la madre durante la gestacion.

Desprendimiento prematuro de placenta normoinserta.
Parto prematuro.
Sufrimiento fetal agudo.

Meconio (+++).
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1.7 Variables clinicas.

1. Edad gestacional: Sistema estandarizado que utiliza el tiempo estimado en
semanas desde el primer dia de la Ultima menstruacion hasta el término de
la gestacion y que cuantifica el progreso de este. Esta variable se clasificara
de la siguiente forma:

o Pre —término (Gestacion menor de 36 semanas)
o Término (Gestacion entre 37 — 40 semanas)

o Post - término (Gestacién de mas de 41 semanas).

2. Edad materna: Tiempo transcurrido desde el nacimiento de un individuo, en
este caso la gestante. Esta variable se clasificara de la siguiente forma:
o Edad comprendida entre 12 — 19 afos
o Edad comprendida entre 20 — 35 afos

o Edad comprendida entre 35 - 50 afios.

3. Paridad: Numero de gestaciones previas a la actual. Esta variable se
clasificara de la siguiente forma:
o Primigesta: Mujer que cursa su primera gestacion.

o Multipara: Mujer con uno 0 mas partos previos.

4. Tipo de Parto: Forma en que puede terminar una gestacion y que puede ser
de las siguientes formas:
o Cesarea: Tipo de parto en el cual se realiza una incision quirdrgica
en el abdomen y Utero materno para extraer uno o mas fetos.
o Parto vaginal: Tipo de parto en el cual el feto nace a través del canal

del parto (vagina).
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2. Material y método

2.1 Obtencién de Membrana amniética humana:

Para este estudio se utilizaron placentas humanas, las cuales se obtuvieron de
partos vaginales y partos cesareas realizados en el hospital Carlos Van Buren de
Valparaiso durante el afio 2010-2011 y que contdé con la colaboracién del Dr.
Marcelo Rodriguez, encargado de la Unidad de Perinatologia del mismo Hospital,

para la obtencion de las muestras.

Para la obtencion de la membrana amnidtica, no fue necesaria la solicitud de una
autorizacion del comité de ética, ya que el codigo sanitario, en el articulo 153 (ver
anexo E) autoriza la utilizacion de placentas, 6érganos u otros tejidos para usos

terapéuticos.

La obtencién de placentas humanas fue inmediata tras el alumbramiento lo que
permitié trabajar con ellas dentro del hospital Carlos Van Buren de Valparaiso, en
un area del servicio de Maternidad, de manera de obtener la muestra requerida
(membrana amnidtica de la placa basal de la placenta humana) y eliminar el resto
de placenta en el depdsito de desechos biolégicos del Hospital Carlos Van Buren
de Valparaiso.

2.2 Procesamiento de tejidos:

Las placentas humanas fueron recolectadas entre los meses de diciembre del
2010 a noviembre del 2011. Cuando fueron conseguidas las placentas, se les
extrajo la membrana amnidtica ubicada en la placa basal utilizando técnica estéril.
Una vez obtenida la membrana amniética, se quitaron los restos placentarios y
codgulos de sangre utilizando medio de transporte y fueron depositadas en
frascos con la misma solucion para ser trasladadas al Centro de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad de Valparaiso (CIB). Una vez en el Centro, se
procesO la membrana de acuerdo al protocolo de extraccién de células madre
epiteliales de amnios humano, el cual fue variando de manera experimental hasta
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obtener la mayor cantidad de células. Las células fueron sembradas en placas de
cultivo y se les agregd medio de cultivo estandar Epilife Mepi 500 CA mas
suplemento S7, amphotericina B y penicilina. Estos cultivos se mantuvieron
incubados a 37°C y a 5% CO..

Los medios de cultivo fueron cambiados cada 48 horas, previa evaluacion de los
cultivos celulares, utilizando técnica limpia y en una campana de flujo laminar, de

manera de evitar formas de contaminacion.

A los cultivos celulares les fueron aplicadas diferentes técnicas; tincion
hematoxilina eosina, inmunohistoquimica en cultivo celular y fijacion de cultivos
celulares, ademés se realizaron cortes histologicos, a los cuales se les aplico la
técnica de tincion hematoxilina — eosina e inmunohistoquimica en corte
histologico. Todas estas técnicas se utilizaron para comprobar viabilidad,

caracterizacion e identificacion de la morfologia de las células obtenidas.
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3. Métodos.

3.1 Protocolo N°1

Obtencién y transporte de tejido amnidtico.
Materiales

e Bandeja estéril.

e Pinza estéril.

o Tijera estéril.

e Bisturi esteéril.

e Guantes estériles.

e Frascos estériles (frascos de toma de muestra).

e Medio de transporte (Solucion salina equilibrada de HBSS, calcio y
magnesio-libre; CMF-HBSS) mas amphotericina B 250 pug/ml y penicilina
10.000 pg/ml.

La obtencion de membrana amniotica debe ser inmediata tras el parto (ya sea
parto vaginal o parto cesarea).

Previo a la obtencién de la membrana amnidtica se debe preparar un area estéril
para la diseccion del tejido, esta area tendra preparada una bandeja estéril, tijera

estéril, pinza estéril y bisturi estéril.

Para realizar la diseccion del tejido, realizar lavado de manos clinico y utilizar

guantes estériles.

La placenta humana es depositada en un campo estéril, con la superficie fetal
hacia arriba. En esta posicion, la membrana amniotica se estira sobre la superficie
de la placenta.

Para comenzar la diseccion, tomar el cordén umbilical y estrujarlo para retirar la
sangre que contenga, luego cortarlo con la tijera estéril desde su insercion

placentaria. Con el bisturi estéril, realizar un corte en cruz sobre la base de la cara
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fetal de la placenta, este corte debe ser suave, de manera de cortar solamente
amnios y no corion. Comenzar a separar suavemente la membrana amniotica del
corion, desde el borde de la insercion del cordon umbilical hasta el borde externo

de la placenta, se pueden utilizar pinzas estériles para facilitar el procedimiento.

Las muestras de membrana amnidtica se depositan en un frasco estéril y se lavan

con medio de transporte, de manera de retirar coagulos de sangre.

Las muestras son transportadas en frascos estériles con medio de transporte, a

temperatura ambiente. El traslado debe ser rapido (aproximadamente 10 minutos).
Extraccion de células madre epiteliales de amnios humano.
Materiales

e Etanol al 70%.

e Tripsina /EDTA 0,05% (w/v).

e Medio de cultivo estandar Hyclone DMEN/HIGH glucose 1000ml mas suero
fetal bovino, amphotericina B 250 pg/ml y penicilina 10.000 pg/ml.

e Solucidon salina equilibrada de HBSS méas amphotericina B 250 pg/ml y
penicilina 10.000 pg/ml.

e Tampodn de pre-digestion (HBSS mas ETHyleneglycol-bis)

e Campana de flujo laminar (BSL-2).

e Pinzas estériles.

e Guantes de procedimiento.

e Guantes estériles.

e Tubos de centrifuga conicos de polipropileno de 50 ml.

e Centrifuga refrigerada.

e Rifidn metdlico estéril.
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Procedimientos

e Para manipular el amnios humano se trabaja bajo una campana de flujo
laminar, de manera de conservar la asepsia y evitar contaminacion.

e La muestra se deposita en un rindbn metéalico estéril y es lavada con medio de
transporte hasta que quede libre de coagulos de sangre (el amnios puede ser
masajeado con los dedos para ayudar en el lavado).

e Colocar el amnios en un tubo de centrifuga estéril y afiadir 20 ml de tampon de
pre-digestion.

e Mover suavemente la membrana en la solucion durante 30 segundos a
temperatura ambiente.

e Transferir la membrana con una pinza estéril a dos nuevos tubos. Afadir 20 ml
de tampon de pre-digestion en cada uno de los tubos. Incubar 10 min a 37°C.

e Retirar la solucién de pre-digestion de la estufa y transferir la membrana a 2
nuevos tubos, agregar 30 ml de tripsina/ EDTA. Incubar durante 40 min a
37°C. Guardar el digerido de la pre-digestion.

e Retirar la solucion de tripsina de la estufa y transferir nuevamente la
membrana a 2 tubos con 30 ml de tripsina/ EDTA, pero en este caso la
membrana se comprime con los dedos, de manera de retirar la tripsina
sobrante de la membrana. Guardar el digerido de tripsina.

e Incubar los nuevos tubos con la membrana durante 40 min a 37°C.

e Retirar la solucion de tripsina de la estufa y transferir la membrana a un frasco
estéril para congelar, previa compresion de la membrana para retirar la tripsina
sobrante. Guardar el digerido de tripsina.

e Agregar medio de cultivo a todos los digeridos, de manera que los tubos
queden con el mismo volumen.

e De los digeridos de tripsina y del tampon de pre digestion que fueron

guardados, centrifugar durante 10 min a 200 rpm a 4°C.
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e Luego de la centrifugacion, los tubos quedan con un pellet de células. Para
sembrar las células obtenidas, se debe retirar la cantidad de tripsina que
gueda por decantacion dejando el pellet de células en la base del tubo.

e Agregar 5 ml de medio de cultivo a la solucién y homogeneizar la solucion con
una pipeta.

e Para contar las células obtenidas, extraer 100 ul de la solucion y mezclar con
100ul de azul tripano en un Eppendorf.

e Extraer 10 pl y colocar la solucion en una camara de Neubauer. Contar las
células.

e Luego pasar las células a una placa de cultivo con 10 ml de medio de cultivo

estandar y 5 ml en otra placa mas pequefa.

Mantencién de cultivo celular.

Los medios de cultivo fueron cambiados cada 48 horas, previa evaluacion de los
cultivos celulares, utilizando técnica limpia y en una campana de flujo laminar, de
manera de evitar formas de contaminacién. Cada placa se lava con PBS para
quitar los restos membranosos previo al cambio de medio de cultivo. Incubar las
placas a 37°C y 5% de CO2.
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3.2 Protocolo N°2
Obtencién y transporte de tejido amniaotico.
Materiales

e Bandeja estéril.

e Pinza estéril.

e Tijera estéril.

e Bisturi esteéril.

e Guantes estériles.

e Frascos estériles (frascos de toma de muestra).

e Medio de transporte (Solucién salina equilibrada de HBSS, calcio y
magnesio-libre; CMF-HBSS) mas amphotericina B 250 pg/ml y penicilina
10.000 pg/ml.

La obtencion de membrana amniotica debe ser inmediata tras el parto (ya sea
parto vaginal o parto ceséarea).

Previo a la obtencion de la membrana amniética se debe preparar un area estéril
para la diseccion del tejido, esta area tendra preparada una bandeja estéril, tijera

estéril, pinza estéril y bisturi esteéril.

Para realizar la diseccion del tejido, realizar lavado de manos clinico y utilizar

guantes estériles.

La placenta humana es depositada en un campo estéril, con la superficie fetal
hacia arriba. En esta posicion, la membrana amniética se estira sobre la superficie
de la placenta.

Para comenzar la diseccion, tomar el cordon umbilical y estrujarlo para retirar la
sangre que contenga, luego cortarlo con la tijera estéril desde su insercidon
placentaria. Con el bisturi estéril, realizar un corte en cruz sobre la base de la cara
fetal de la placenta, este corte debe ser suave, de manera de cortar solamente

amnios y no corion. Comenzar a separar suavemente la membrana amniotica del
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corion, desde el borde de la insercién del cordéon umbilical hasta el borde externo

de la placenta, se pueden utilizar pinzas estériles para facilitar el procedimiento.

Las muestras de membrana amniética se depositan en un frasco estéril y se lavan

con medio de transporte, de manera de retirar coagulos de sangre.

Las muestras son transportadas en frascos estériles con medio de transporte, a

temperatura ambiente. El traslado debe ser rapido (aproximadamente 10 minutos).
Extraccion de células madre epiteliales de amnios humano.

Materiales

e Etanol al 70%.

e Tripsina /EDTA 0,05%.

e Medio de cultivo estandar Hyclone DMEN/HIGH glucose 1000ml més suero
fetal bovino, amphotericina B 250 pg/ml, penicilina 10.000 pg/ml y 2
mercaptoethanol.

e EGF (factor de crecimiento epitelial) mas 0,1mg/ml de PBS BSA.

e Solucion salina equilibrada de HBSS méas amphotericina B 250 pg/ml y
penicilina 10.000 pg/ml.

e Campana de flujo laminar (BSL-2).

¢ Pinzas estériles.

e Guantes estériles.

e Tubos de centrifuga conicos de polipropileno de 50ml.

e Frascos estériles (frascos de toma de muestra).

e Filtros BD Falcon cell strainer de 100 um nylon.

e Centrifuga refrigerada.

e Rifidn metdlico estéril.
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Procedimientos

e Para manipular el amnios humano se trabaja bajo una campana de flujo
laminar, de manera de conservar la asepsia y evitar contaminacion.

e La muestra se deposita en un riidn metalico estéril y es lavada con medio de
transporte hasta que quede libre de coagulos de sangre (el amnios puede ser
masajeado con los dedos para ayudar en el lavado).

e Colocar el amnios en un tubo de centrifuga estéril y afiadir 20 ml de tampon de
pre-digestion.

e Mover suavemente la membrana en la solucion durante 30 segundos a
temperatura ambiente.

e Transferir la membrana con una pinza estéril a dos nuevos tubos. Afadir 20 ml
de tampon de pre-digestion en cada uno de los tubos. Incubar 10 min a 37°C
en agitacion.

e Retirar la solucién de pre digestion de la estufa y transferir la membrana a 2
nuevos tubos, agregar 30 ml de tripsina/ EDTA. Incubar durante 40 min a 37°C
en agitacion.

e Retirar la solucion de tripsina de la estufa y transferir nuevamente la
membrana a 2 tubos con 30 ml de tripsina/ EDTA, pero en este caso la
membrana se comprime con los dedos, de manera de retirar la tripsina
sobrante en la membrana.

e Tomar los digeridos de la tripsina y traspasarlos a 2 nuevos tubos a través de
un filtro de 100 pum y centrifugar durante 10 min a 300 rpm, a 4°C.

e Incubar los nuevos tubos con la membrana durante 40 min a 37°C en
agitacion.

e Retirar la solucion de tripsina de la estufa y transferir la membrana a un frasco
estéril para congelar, previa compresiéon de la membrana para retirar la tripsina
sobrante.

e Tomar los digeridos de la tripsina, pasarlo a través de los filtros y centrifugar
durante 10 min a 300 rpm, a 4°C.
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e Luego de la centrifugacion, los tubos quedan con un pellet de células. Para
sembrar las células obtenidas, se debe retirar la cantidad de tripsina que
gueda por decantacion dejando el pellet de células en la base del tubo.

e Agregar 5 ml de medio de cultivo a la solucién y homogeneizar la solucion con
una pipeta.

e Para contar las células obtenidas, extraer 100 ul de la solucion y mezclar con
100ul de azul tripano en un Eppendorf.

e Extraer 10 pl y colocar la solucion en una camara de Neubauer. Contar las
células.

e Luego pasar las células a las placas de cultivo con 5ml de medio de cultivo

estandar y agregar 1 ul de EGF.

Mantencién de cultivo celular.

Los medios de cultivo fueron cambiados cada 48 horas, previa evaluacion de los
cultivos celulares, utilizando técnica limpia y en una campana de flujo laminar, de
manera de evitar formas de contaminacion. Incubar las placas a 37°C y 5% de
Cco2.
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3.3 Protocolo N°3.
Obtencién y transporte de tejido amniadtico.
Materiales

e Bandeja estéril.

e Pinza estéril.

e Tijera estéril.

e Bisturi esteéril.

e Guantes estériles.

e Frascos estériles (frascos de toma de muestra).

e Medio de transporte (Solucion salina equilibrada de HBSS, calcio y
magnesio-libre; CMF-HBSS) mas amphotericina B 250 pg/ml y penicilina
10.000 pg/ml.

La obtencion de membrana amniotica debe ser inmediata tras el parto (ya sea
parto vaginal o parto ceséarea).

Previo a la obtencion de la membrana amniética se debe preparar un area esteéril
para la diseccion del tejido, esta area tendra preparada una bandeja estéril, tijera

estéril, pinza estéril y bisturi esteéril.

Para realizar la diseccion del tejido, realizar lavado de manos clinico y utilizar

guantes estériles.

La placenta humana es depositada en un campo estéril, con la superficie fetal
hacia arriba. En esta posicion, la membrana amniética se estira sobre la superficie
de la placenta.

Para comenzar la diseccion, tomar el cordon umbilical y estrujarlo para retirar la
sangre que contenga, luego cortarlo con la tijera estéril desde su insercion
placentaria. Con el bisturi estéril, realizar un corte en cruz sobre la base de la cara
fetal de la placenta, este corte debe ser suave, de manera de cortar solamente

amnios y no corion. Comenzar a separar suavemente la membrana amniética del
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corion, desde el borde de la insercién del cordéon umbilical hasta el borde externo

de la placenta, se pueden utilizar pinzas estériles para facilitar el procedimiento.

Las muestras de membrana amnidtica se depositan en un frasco estéril y se lavan

con medio de transporte, de manera de retirar coagulos de sangre.

Las muestras son transportadas en frascos estériles con medio de transporte, a

temperatura ambiente. El traslado debe ser rapido (aproximadamente 10 minutos).
Extraccion de células madre epiteliales de amnios humano.
Materiales

e Etanol al 70%.

e Tripsina /EDTA 0,05%.

e Medio de cultivo estandar Epilife Mepi 500 CA 500ml mas, suplemento S7
100X 5ml amphotericina B 250 pg/ml y penicilina 10.000 pg/ml.

e Solucién salina equilibrada de HBSS mas amphotericina B 250 pg/ml y
penicilina 10.000 pg/ml.

e Campana de flujo laminar (BSL-2).

e Pinzas estériles.

e Guantes estériles.

e Tubos de centrifuga conicos de polipropileno de 50ml.

e Frascos estériles (frascos de toma de muestra)

e Filtros BD Falcon cell strainer de 100 um nylon

e Centrifuga refrigerada.

e Rifdn metalico estéril.
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Procedimientos

e Para manipular el amnios humano se trabaja bajo una campana de flujo

laminar, de manera de conservar la asepsia y evitar contaminacion.

e La muestra se deposita en un rifidn metalico estéril y es lavada con medio de
transporte hasta que quede libre de coagulos de sangre (el amnios puede ser
masajeado con los dedos, utilizando guantes estériles, para ayudar en el

lavado).

e Colocar el amnios en un frasco estéril y afiadir 30 ml de tripsina/EDTA. Incubar

15 min a 37°C en un bafio termorregulador en agitacion.

e Transferir la membrana a un nuevo frasco estéril y agregar 70 ml de tripsina/
EDTA. Incubar durante 60 min a 37°C en un bafo termorregulador en

agitacion. Guardar digeridos de tripsina.

e Retirar la membrana de la estufa y transferirla a un frasco estéril con 70 ml de
tripsina/EDTA e incubar durante 60 min a 37°C en un bafio termorregulador en

agitacion. Guardar digeridos de tripsina.

e Tomar los digeridos de la primera tripsina y transferirlos a dos tubos conicos a

traves de filtros de 100 pum.

e Centrifugar durante 10 min a 1000 rpm, a temperatura ambiente. Realizar el

mismo procedimiento con los digeridos de la segunda tripsina.
e Luego de la centrifugacion, los tubos quedan con un pellet de células.

e Para sembrar las células obtenidas, se debe retirar la cantidad de tripsina que
queda por decantacién dejando el pellet de células, agregar 3 ml de cultivo,

homogeneizar la solucién con una pipeta.
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e Para contar las células obtenidas, extraer 100 pl de la solucién y mezclar con
100ul de azul tripano en un Eppendorf. Extraer 10 ul y colocar la solucién en

una camara de Neubauer. Contar las células.

e Luego pasar las células a las placas de cultivo con 3ml de medio de cultivo
estandar Epilife Mepi 500 CA 500ml mas, suplemento S7 100X 5ml
amphotericina B 250 pg/ml y penicilina 10.000 pg/ml.

Mantencion de cultivo celular.

Los medios de cultivo fueron cambiados cada 48 horas, previa evaluacion de los
cultivos celulares, utilizando técnica limpia y en una campana de flujo laminar, de
manera de evitar formas de contaminacion. Incubar las placas a 37°C y 5% de
CO2.
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3.4 Protocolo N°4.
Obtencién y transporte de tejido amniaotico.
Materiales

e Bandeja estéril.

e Pinza estéril.

e Tijera estéril.

e Bisturi esteéril.

e Guantes estériles.

e Frascos estériles (frascos de toma de muestra).

e Medio de transporte (Solucion salina equilibrada de HBSS, calcio y
magnesio-libre; CMF-HBSS) mas amphotericina B 250 pg/ml y penicilina
10.000 pg/ml.

La obtencion de membrana amniotica debe ser inmediata tras el parto (ya sea
parto vaginal o parto ceséarea).

Previo a la obtencion de la membrana amniética se debe preparar un area esteéril
para la diseccion del tejido, esta area tendra preparada una bandeja estéril, tijera

estéril, pinza estéril y bisturi esteéril.

Para realizar la diseccion del tejido, realizar lavado de manos clinico y utilizar

guantes estériles.

La placenta humana es depositada en un campo estéril, con la superficie fetal
hacia arriba. En esta posicion, la membrana amniética se estira sobre la superficie
de la placenta.

Para comenzar la diseccion, tomar el cordon umbilical y estrujarlo para retirar la
sangre que contenga, luego cortarlo con la tijera estéril desde su insercidon
placentaria. Con el bisturi estéril, realizar un corte en cruz sobre la base de la cara
fetal de la placenta, este corte debe ser suave, de manera de cortar solamente

amnios y no corion. Comenzar a separar suavemente la membrana amniotica del
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corion, desde el borde de la insercién del cordéon umbilical hasta el borde externo

de la placenta, se pueden utilizar pinzas estériles para facilitar el procedimiento.

Las muestras de membrana amniética se depositan en un frasco estéril y se lavan

con medio de transporte, de manera de retirar coagulos de sangre.

Las muestras son transportadas en frascos estériles con medio de transporte, a

temperatura ambiente. El traslado debe ser rapido (aproximadamente 10 minutos).

Extraccion de células madre epiteliales de amnios humano.
Materiales

e Etanol al 70%.

e Tripsina /EDTA 0,05%.

e Medio de cultivo estandar Epilife Mepi 500 CA 500ml mas, suplemento S7
100X 5ml amphotericina B 250 pg/ml y penicilina 10.000 pg/ml.

e Solucion salina equilibrada de HBSS mas amphotericina B 250 pg/ml y
penicilina 10.000 pg/ml.

e Campana de flujo laminar (BSL-2).

¢ Pinzas estériles.

o Tijera estéril.

e Guantes estériles.

e Tubos de centrifuga conicos de polipropileno de 50ml.

e Tubos de centrifuga conicos de polipropileno de 15mi

e Frascos estériles (frascos de toma de muestra)

e Filtros BD Falcon cell strainer de 75 um nylon

e Centrifuga refrigerada.

e Rifidn metdlico estéril.
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Procedimientos

e Para manipular el amnios humano se trabaja bajo una campana de flujo

laminar, de manera de conservar la asepsia y evitar contaminacion.

e La muestra se deposita en un rifidn metalico estéril y es lavada con medio de
transporte hasta que quede libre de coagulos de sangre (el amnios puede ser
masajeado con los dedos, utilizando guantes estériles, para ayudar en el

lavado).

e Cortar la membrana amnidtica en trozos de 2cm x 2cm (se obtienen

aproximadamente entre 20 y 25 trozos).

e Dividir la cantidad de trozos de amnios obtenidos en dos tubos de centrifuga
de 50 ml, afadir 30 ml de tripsina/EDTA. Incubar 15 minutos a 37°C en un

bafio termorregulador en agitacion.

e Transferir 3 trozos de amnios y 10 ml de tripsina/EDTA por cada tubo de
centrifuga de 15ml (se obtienen aproximadamente entre 6 y 8 tubos). Incubar
durante 60 min a 37°C en un bafio termorregulador en agitacion. Guardar

digeridos de tripsina.

e Retirar la membrana de la estufa y transferir los 3 trozos de amnios de cada
tubo a nuevos tubos de centrifuga de 15 ml, afadir 10 ml de tripsina/EDTA a
cada tubo (se obtienen aproximadamente entre 6 y 8 tubos). Incubar durante
60 min a 37°C en un bafio termorregulador en agitacion. Guardar digeridos de

tripsina.

e Tomar los digeridos de la primera tripsina y transferirlos a dos tubos conicos a

través de filtros de 75 um.

e Centrifugar durante 10 min a 1000 rpm, a temperatura ambiente. Realizar el

mismo procedimiento con los digeridos de la segunda tripsina.
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e Luego de la centrifugacion, los tubos quedan con un pellet de células.

e Para sembrar las células obtenidas, se debe retirar la cantidad de tripsina que
qgueda por decantacién dejando el pellet de células, agregar 3 ml de cultivo,

homogeneizar la solucion con una pipeta.

e Para contar las células obtenidas, extraer 100 pl de la solucion y mezclar con
100ul de azul tripano en un Eppendorf. Extraer 10 pl y colocar la solucién en

una camara de Neubauer. Contar las células.

e Luego pasar las células a las placas de cultivo con 3ml de medio de cultivo
estandar Epilife Mepi 500 CA 500ml mas, suplemento S7 100X 5ml
amphotericina B 250 pg/ml y penicilina 10.000 pg/ml.

Mantencion de cultivo celular.

Los medios de cultivo fueron cambiados cada 48 horas, previa evaluacion de los
cultivos celulares, utilizando técnica limpia y en una campana de flujo laminar, de
manera de evitar formas de contaminacion. Incubar las placas a 37°C y 5% de
CO2.
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3.5 Resumen de diferencias entre protocolos.

Protocolo N°1

Protocolo N°2

Protocolo N°3

Protocolo N°4

Obtencion y No hay No hay cambios. | No hay cambios. | No hay cambios.
transporte cambios.
Procesos de -20 ml de - [dem (en NO - Cortar amnios
digestion tampdn de pre | agitacion) en trozos de 2cm
digestion se X2cm.
mueve durante
30 segundos a
temperatura
ambiente.
- 20 ml tampén | - idem (en NO NO
de pre digestion | agitacion)
se incuba
durante 10
minutos a 37°C.
- 30 ml de - [dem (en -30 ml tripsina -ldem protocolo
tripsina se agitacion) durante 15 N°3
incuba durante minutos a 37°C
40 minutos a en un bafo
37°C. termorregulador
y en agitacion.
-Comprimir -Comprimir NO NO
membrana. membrana.
- 30 ml tripsina | - idem (en - 70 ml tripsina - 3 trozos de
durante 40 agitacion) durante 60 amnios y 10 mi
minutos a 37°C minutos a 37°C tripsina por cada
en un bafo tubo de 15 ml,
termorregulador | durante 60
y en agitacion. minutos a 37°C
en un bafio

termorregulador
y en agitacion.
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NO NO - 70 ml tripsina - 3 trozos de
durante 60 amnios y 10 ml
minutos a 37°C tripsina por cada
en un bafio tubo de 15 ml,
termorregulador | durante 60
y en agitacion. minutos a 37°C

en un bafio

termorregulador

y en agitacion.
NO - Traspasar - i[dem Protocolo | - Traspasar

solucién a través
de filtro de 100
pm.

N°2

solucion a través
de filtro de 75
pm.

Centrifugados

10 minutos a
200 rpmy en
una temperatura
de 4°C

10 minutos a 300
rpmy en una
temperatura de
4°C

10 minutos a
1000 rpmy a
temperatura
ambiente.

- idem Protocolo
N°3

Medio de Medio de cultivo | Medio de cultivo | Epilife Mepi mas | - idem Protocolo

cultivo estandar. estandar mas 2 suplemento S7. N°3
mercaptoethanol.

Mantencion Lavar placas NO NO NO

con PBS antes
de cada cambio
de medio.

Tablal: Diferencia entre protocolos N°1, N°2, N°3 y N°4 para la extraccién de

células epiteliales de amnios humano.
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3.6 Caracterizacion histologica.

Corte histolégico de Amnios: fijacidn de la muestra (Protocolo en anexo A)

Se procesaron muestras de membrana amnidtica para caracterizar los diferentes
componentes tisulares del amnios. Las muestras se fijaron en una solucion de
Methacarn, durante 4 horas a 4°C. Una vez fijadas, las muestras se depositaron
en cassettes histolégicos, de manera de facilitar su manipulacion. Las muestras se
deshidratan en una bateria de alcoholes ascendentes y son clarificadas en xilol.
Luego se impregnan en parafina por 30 minutos a 60°C. Una vez terminado este

proceso se forma el taco de parafina con el tejido amniético.

Del taco de parafina se obtienen cortes de tejido amniético de 5 micras. Para esto
se utiliza un micrétomo. Los cortes se colocan en un recipiente con una solucién
de agua y alcohol. Posteriormente son retirados de la solucion y son depositados
en un recipiente con agua a una temperatura de 40°C. Retirar la muestra del agua
con un portaobjeto con polisilina, lo cual genera atraccién entre el portaobjetos y el
corte, sin generar presencia de burbujas entre ambos. El portaobjetos que

contiene la muestra amnioética se deja secar durante una hora a 37°C.

Los cortes obtenidos se utilizan para estudiar morfologia celular y de la membrana
amnidtica, mediante la tincidbn hematoxilina-eosina y también para realizar la

técnica de inmunohistoquimica.

Tincién Hematoxilina — Eosina (Protocolo en anexo B)

Para realizar la tincion hematoxilina-eosina se utiliza un coupling, donde se
colocan los portaobjetos con las muestras de tejido amniético, de manera de
facilitar el protocolo de tincién.

Posteriormente, la muestra es desparafinada y deshidratada con una bateria de
xiloles y alcoholes descendentes. Cada alcohol actia por 5 minutos y cada xilol

por 3 minutos. Agregar agua destilada durante 5 minutos.
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La primera tincién se realiza con hematoxilina de Mayer durante 10 segundos.
Para el viraje instalar el coupling con las muestras bajo agua potable durante 5

minutos. Agregar alcohol 95% durante 2 minutos.

La segunda tincién se realiza con eosina alcohdlica al 0,5%. Aplicar por un periodo

corto, de 1 a 2 segundos de exposicion.

Para finalizar, continuar con la deshidratacion en una bateria de alcoholes
descendentes aplicados cada uno durante 2 minutos y xiloles aplicados por 5

minutos cada uno.

Para el montaje se tomé el portaobjetos que contiene la muestra de tejido
amniédtico ya tefiido con hematoxilina y eosina y se le agrega medio hidréfobo,
para luego colocar el cubreobjetos sobre la muestra, esto se deja secar durante 20

minutos para que el cubre objetos se adhiriera al portaobjetos.

3.7 Protocolos imunohistoquimicos (Protocolos en anexo C)

La inmunohistoquimica es un procedimiento que se basa en la utilizacion de un
anticuerpo especifico, previamente marcado mediante un enlace quimico con una
enzima que puede hacer que un sustrato sea visible, sin afectar la capacidad del

anticuerpo para formar un complejo con el antigeno. (Pefafiel C, 2008)

La inmunohistoquimica fue realizada en cultivos celulares y en cortes histologicos
de amnios para la identificacion de proteinas asociadas al citoesqueleto del

epitelio amnidtico (citoqueratina) y mesénguima (vimentina).

Inmunohistoguimica en cortes histolégicos de amnios.

Preparar los cortes histol6gicos segun protocolo (Protocolo en anexo C).

61


http://es.wikipedia.org/wiki/Anticuerpo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno

Inmunohistoguimica en corte histolégico para Vimentina.

- Colocar los cortes seleccionados en un coupling.

- Desparafinar con una bateria de xiloles descendentes y deshidratar con
alcoholes descendentes, lavar con agua destilada durante 5 minutos.

- Realizar el bloqueo de peroxidasa al 3% (1,5 ml de peroxido de hidrégeno mas
48,5 ml de PBS), mantener durante 30 minutos a 37°C y en agitacion.

- Lavar los cortes con PBS durante 5 minutos, repetir 3 veces.

- Pasar los cortes a una camara humeda, marcar cada uno con un lapiz
hidréfobo.

- Bloqueo de sitios inespecificos. Agregar 50 ul de Cas-Block a cada corte y
dejar durante 30 minutos a 25°C.

- Aplicar a cada corte 50 pl de suero normal de cabra, incubar durante 20
minutos a 25°C.

- Agregar a cada corte 40 pl de anticuerpo primario, el cual es, en este caso,
Vimentina (RTU de vector), incubar durante 12 horas a 4°C.

- Traspasar los cortes al coupling y lavarlos con PBS durante 5 minutos, repetir
3 veces.

- Nuevamente colocar los cortes en la camara humeda y agregar 40 ul de
anticuerpo secundario (anticuerpo anti-conejo hecho en cabra, 1:500), incubar
durante 1 hora a 25°C.

- Traspasar los cortes al coupling y lavarlos con PBS durante 5 minutos, repetir
3 veces.

- Revelacion Peroxidasa, para esto se utiliza un kit de revelado (Kit NovaRed
Vector), el cual contiene 4 soluciones. La primera y la segunda son
desconocidas. La tercera es el cromoOgeno, que en este caso sera
aminoetilcarbazol. Y la ultima es el peroxido de hidrégeno. De esta mezcla se
agrego a los portaobjetos lo suficiente para cubrir los cortes.

- Lavar con agua destilada durante 5 minutos a temperatura ambiente.
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- Finalmente los cortes fueron tratados con hematoxilina por 10 segundos, luego
se deshidraté con una bateria de alcoholes ascendentes y con alcohol — xilol
(dipping).

- Cubrir los cortes con Hydramount.

Para los controles negativos fueron utilizados tejidos procesados de acuerdo al
protocolo descrito previamente, sin embargo no fue adicionado el anticuerpo

primerio y solo PBS.

Inmunohistoguimica en corte histolégico con Citogueratina-5,

- La inmunohistoquimica se realizara con y sin recuperacion antigénica

- Colocar los cortes seleccionados en un coupling.

- Desparafinar con una bateria de xiloles descendentes y deshidratar con
alcoholes descendentes, lavar con agua destilada durante 5 minutos.

- Con uno de los cortes se realizara la recuperacion antigénica, agregar a este
PBS a 90 °C y colocar en una vaporera por 15 minutos, luego dejar el corte en
reposo durante 15 minutos.

- Agregar a todos los cortes Buffer y mantener por 15 minutos a temperatura
ambiente.

- Realizar el bloqueo de peroxidasa al 3% (1,5 ml de perédxido de hidrogeno mas
48,5 ml de Buffer), mantener durante 30 minutos a 37°C y en agitacion.

- Nuevamente agregar Buffer durante 15 minutos a temperatura ambiente.

- Pasar los cortes a una camara humeda, marcar cada uno con un lapiz
hidréfobo.

- Bloqueo de sitios inespecificos. Agregar 50 ul de Cas-Block a cada corte y
dejar durante 30 minutos a 25°C. Aplicar a cada corte 50 pl de suero normal
de conejo, incubar durante 20 minutos a 25°C.

- Agregar a cada corte 40 pl de anticuerpo primario, el cual es, en este caso,

Citoqueratina-5 (RTU de vector), incubar durante 1 hora a 25°C.
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- Traspasar los cortes al coupling y agregar Buffer, mantener durante 15
minutos a temperatura ambiente.

- Nuevamente colocar los cortes en la camara humeda y agregar 40 pl de
anticuerpo secundario (anticuerpo anti-ratén hecho en conejo) 1:1000, incubar
durante 1 hora a 25°C.

- Traspasar los cortes al coupling y agregar Buffer, mantener durante 15
minutos a temperatura ambiente.

- Revelar los cortes, para esto se utiliza un kit de revelado (Kit NovaRed
Vector), el cual contiene 4 soluciones. La primera y la segunda son
desconocidas. La tercera es el cromdgeno, que en este caso sera
aminoetilcarbazol. Y la ultima es el peroxido de hidrégeno. De esta mezcla se
agrego a los portaobjetos lo suficiente para cubrir los cortes.

- Lavar con agua destilada durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- Finalmente los cortes fueron tratados con hematoxilina por 10 segundos, luego
se deshidraté con una bateria de alcoholes ascendentes y con alcohol — xilol
(dipping).

- Cubrir los cortes con Hydramount.

Para los controles negativos fueron utilizados tejidos procesados de acuerdo al
protocolo descrito previamente, sin embargo no fue adicionado el anticuerpo

primerio y solo PBS.
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Capitulo 3

1. Resultados.

Protocolo N°1.

Membrana | Edad | EG | Paridad | Tipo de N° Células Observaciones
amniotica | Madre Parto | Centrifugado | Centrifugado
1(C1) 2(C2)
1 29 38+5 | G4P2A1 | Ceséarea 0 < 500.000 Pellet escaso
2 24 39+3 PG Cesarea | 2.350.000 1.800.000 Con restos de
membrana
3 19 37+5 PG PTVCA 8.225.000 2.300.000 Se centrifuga 5
veces a 200x g
4°C. Con restos
de membrana
4 21 | 39+3 PG PTVCA 1.500.000 0 En C2 solo
restos de
membrana
5 20 | 40+4 PG PTVCA 0 0 Solo restos de
membrana
6 20 38+1 | G2P1A0 | PTVCA 0 <500.000 Pellet escaso

Tabla 2: Variables clinicas y células obtenidas en Protocolo N°1.

Para la obtencién de las muestras de tejido amnidtico, se recolectaron placentas

de madres de una edad promedio de 22 afios, con una desviacion estandar de

3,76 y con una edad gestacional promedio de 39 semanas, con una desviacion

estandar de 0,75. El 66,6% de las muestras fue obtenido de primigestas y el
33,4% de multiparas. El 66.6% de las muestras fue obtenido de PTVCA y el 33,4

% fueron obtenidas de cesareas.
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Los resultados obtenidos del protocolo N° 1 se basaron en la extraccién de 6
tejidos amnioticos, los cuales fueron centrifugadas dos veces, obteniendo un
promedio en el centrifugado 1 de 2.012.500 células con una desviacion estandar
de 3.197.567 y en centrifugado 2 de 850.000 células con una desviacion estandar
de 969.020. El promedio total de ambas centrifugaciones fue de 1.431.250 células.

Posterior al centrifugado, en el tejido amnidtico N°5 no se obtuvo pellet celular,
s6lo restos de membrana disgregada. En los tejidos amnibticos N° 1 y N°6 se
consiguidé un pellet celular escaso, de las cuales el numero de células extraidas
fue menor a 500.000 células. De los tejidos amnidticos N°2, N°3 y N° 4 se logré
conseguir pellet celular con restos de membrana y un conteo celular superior a
1.500.000 células. Los pellet obtenidos presentaban una gran cantidad de restos
de membrana disgregada, siendo esto directamente proporcional con el niumero

de centrifugaciones realizadas al mismo pellet.

Las células de los tejidos amnidticos N°1 y N°6 fueron sembradas en placas de
cultivo pequefias, debido al nimero de células obtenidas. Una parte de las células
de los tejidos amnidticos N°2, N°3 y N°4 fueron sembradas en placas de cultivo
grandes y otra parte en placas de cultivo pequefias. Cualitativamente, se pudo
observar que las células que fueron sembradas en placas de cultivo grandes
desarrollaron una menor adhesion y crecimiento celular que las células

sembradas en placas de cultivo pequeiias.

Los cultivos celulares de los tejidos amnioticos N°1, N°3, N°4, N°5 y N°6 sélo se
desarrollaron como cultivo primario, ya que no sobrevivieron debido a factores
externos. Los cultivos de los tejidos amnidticos N°1, N°3 y N°4 tuvieron que ser
desechados ya que presentaron contaminacién por hongos y los cultivos de los
tejidos amnidticos N°5 y N°6 no sobrevivieron debido a una ausencia brusca de
CO; en la estufa de cultivo. Solo del cultivo celular del tejido amnittico N°2 se
logré obtener, ademds del cultivo primario, un pasaje 1 y un pasaje 2 (a medida

gue existia un aumento del crecimiento y multiplicacién celular).
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Documentacién fotogréfica Protocolo N°1
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Figura a: Cultivo celular del tejido amniético N°1, dia uno, pasaje 0. Se observa
células amnidticas epiteliales humanas (flecha) en escasa cantidad celular que no

se encuentran adheridas a la placa. Aumento 40X.

Figura b: Cultivo celular del tejido amnidtico N°2, pasaje 0. Se observa células
amniébticas epiteliales humanas (flecha) adheridas a la placa y restos de

membrana disgregada. Aumento 40X.

Figura c: Cultivo celular del tejido amniotico N°2, pasaje 1. Se observa aumento
del crecimiento y multiplicacion de células amniéticas epiteliales humanas (flecha)

adheridas a la placa. Aumento 40X.

Figura d: Cultivo celular del tejido amniotico N°2, pasaje 2. Se observa aumento
del crecimiento y multiplicacion de células amnidticas epiteliales humanas (flecha)

adheridas a la placa. Aumento 40X.

Figura e: Cultivo celular del tejido amnibtico N°5, pasaje 0. No se observan
células amnidticas epiteliales humanas (flecha), solo presencia de membrana

amniética disgregada. Aumento 40X.
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Protocolo N° 2

Membrana | Edad EG | Paridad | Tipo de N° Células Observaciones
amniotica |Madre Parto |Centrifugado | Centrifugado
1 2
7 40 38+5 | G3P2A0 | Ceséarea 2.775.000 2.500.000
8 35 34 | G2P1A0 | Ceséarea 0 0 No se observa
pellet
9 34 37+4 | G3P1A1 | Ceséarea <500.000 1.750.000 C2 con escasos
restos de
membrana
10 28 39+2 PG PTVCA 0 <500.000 C1 con escasos
restos de
membrana
11 19 38 PG PTVCA < 500.000 <500.000 Pellet escaso
con escaso resto
de membrana
12 38 38+5 | G2P1A0 | Ceséarea 800.000 1.700.000
13 30 40+1 | G3P2A0 | PTVCA 700.000 1.500.000

Tabla 3: Variables clinicas y células obtenidas en Protocolo N°2

Para la obtencion de las muestras de tejido amniotico, se recolectaron placentas

de madres de una edad promedio de 32 afios, con una desviacién estandar de

7,29 y con una edad gestacional promedio de 38 semanas, con una desviacion

estandar de 2,0. El 28,58% de las muestras fue obtenido de primigestas y el
71,42% eran multiparas. El 42,86 % de las muestras fue obtenido de PTVCA y el

57,14 % fueron obtenidas de cesareas.
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Los resultados obtenidos del protocolo N° 1 se basaron en la extraccion de 6
tejidos amnioticos, las cuales fueron centrifugadas dos veces, obteniendo un
promedio en el centrifugado 1 de 753.521células con una desviacion estandar de
944.769 y en centrifugado 2 de 1.207.143 células con una desviacion estandar de
889.957. El promedio total de ambas centrifugaciones fue de 980.357 células.

Posterior al centrifugado, en el tejido amni6tico N°8 no se obtuvo pellet celular ni
restos de membrana. En los tejidos amni6ticos N° 10 y N°11 se consiguio un pellet
celular escaso, de las cuales el nimero de células extraidas fue menor a 500.000
células. Del tejido amniotico N°9 se logré conseguir pellet celular con escasos
restos de membrana y un conteo celular superior a 1.750.000 células. De los
tejidos amnidticos N°7, N°12 y N°13 se obtuvo pellet celular sin restos de
membrana y un conteo celular entre 700.000 células y 2.775.000 células. Los

restos de membrana disminuyeron debido al uso de filtros de 100 pl.

Las células fueron sembradas en placas de cultivo pequefias, independiente del

numero de células obtenidas.

Los cultivos celulares de los tejidos amnioticos solo se desarrollaron como cultivo
primario, al observar las células identificamos que estas presentaban escasos
restos de membrana amnidtica disgregada y ademas una baja adherencia a la
placa e incluso las células que se adherian se desenganchaban de la placa y

finalmente el cultivo celular se perdia al ir cambiando de medio cada 48 horas.
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Documentacién fotografica Protocolo N° 2
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Figura a: Cultivo celular del tejido amnidtico N°7, pasaje 0. Se observan células
epiteliales amnidticas humanas (flecha) que no se encuentran adheridas a la

placa. Aumento 40X.

Figura b: Cultivo celular del tejido amniético N°9, pasaje 0, centrifugado 1. Se
observa células epiteliales amnioticas humanas (flecha) en escasa cantidad

celular que no se encuentran adheridas a la placa. Aumento 40X.

Figura c: Cultivo celular del tejido amnidtico N°9, pasaje 0, centrifugado 2. Se
observan células epiteliales amniéticas humanas (flecha) que no se encuentran

adheridas a la placa. Aumento 40X.

Figura d: Cultivo celular del tejido amnidtico N°12, pasaje 0, centrifugado 2. Se
observan células epiteliales amniéticas humanas (flecha) que no se encuentran

adheridas a la placa. Aumento 10X.
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Protocolo N° 3

Membrana | Edad EG | Paridad | Tipo de N° Células Observaciones
amniotica | Madre Parto : :
Centrifugado | Centrifugado
1 2
14 19 38+2 | PG Cesarea | 10.230.000 23.775.000 Pellet hematico
15 32 39+3 | G3P2 PTVCA 2.350.000 3.775.000 Pellet hematico
16 22 37+5 | PG PTVCA 2.650.000 3.800.000 Pellet hematico
17 40 39+2 | G4P2Al | Cesarea | 10.000.000 20.880.000 Pellet hematico
18 25 38+4 | G2P1 PTVCA 50.000 50.000 Pellet escaso
19 36 38+6 | G2P1 PTVCA 100.000 50.000 Pellet escaso
20 29 39+2 | G2P1 PTVCA 100.000 50.000 Pellet escaso

Tabla 4: Variables clinicas y células obtenidas en Protocolo N°3

Para la obtencion de las muestras de tejido amniotico, se recolectaron placentas

de madres de una edad promedio de 29 afios, con una desviacién estandar de

7,57 y con una edad gestacional promedio de 39 semanas, con una desviacion

estandar de 0,53. El 28,57% de las muestras fue obtenido de primigestas y el
71,43% eran multiparas. El 71,43% de las muestras fue obtenido de PTVCA y el

28,57 % fueron obtenidas de cesareas.

Los resultados obtenidos del protocolo N° 3 se basaron en la extraccion de 7

tejidos amniéticos, las cuales fueron centrifugadas dos veces, obteniendo un

promedio en el centrifugado 1 de 3.640.000 células con una desviacion estandar

de 4.554.726 y en centrifugado 2 de 7.482.857 células con una desviacion
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estdndar de 10.311.572. El promedio total de ambas centrifugaciones fue de
5.561.429 células.

Posterior al centrifugado, en los tejidos amnidticos N° 18, N°19 y N°20 se
consiguié un pellet celular escaso, de las cuales el numero de células extraidas
fue entre 50.000 y 100.000 células por centrifugado. De los tejidos amnidticos
N°14, N°15, N°16 y N° 17 se logr6é conseguir pellet celular el cual presentaba
restos de globulos rojos decantados y un conteo celular entre 2.350.000 y
23.775.000 células por centrifugado. Los pellet obtenidos no presentaban restos

de membrana disgregada.

Las células de los tejidos amni6ticos N°14, N°15, N°16 y N° 17 fueron sembradas
en placas de cultivo pequefias y las células de los tejidos amnidticos N°18, N°19 y
N°20 fueron sembradas en placas de cultivo de 96 pocillos, en las cuales cada
50.000 células era utilizado un pocillo, debido a la escasa cantidad de células

extraidas.

Los cultivos celulares de los tejidos amnioticos solo se desarrollaron como cultivo
primario, al observar las células identificamos que estas no presentaban restos de
membrana amnidtica disgregada. Las células lograban adherirse a las placas pero
no sobrevivieron debido a la ausencia de antibidticos dentro del medio de cultivo
en el tejido amnidtico N°14, mientras que el resto a causa de la contaminacién por

hongos.
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Documentacion fotografica Protocolo N°3
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Figura a: Cultivo celular del tejido amnidtico N°18, pasaje 0, centrifugado 1, en
placa de 96 pocillos. Se observan células epiteliales amnioticas humanas (flecha)

gue no se encuentran adheridas a la placa. Aumento 40X.

Figura b: Cultivo celular del tejido amnidtico N°19, pasaje 0, centrifugado 1, en
placa de 96 pocillos. Se observan células epiteliales amnioticas humanas (flecha)

gue no se encuentran adheridas a la placa. Aumento 40X.

Figura c: Cultivo celular del tejido amniético N°17, pasaje 0, centrigugado 2.. Se
observan células epiteliales amnidticas humanas (flecha) que presentan forma

estrellada, adheridas a la placa. Aumento 40X.

Figura d: Cultivo celular del tejido amnidtico N°14, pasaje 0, centrigugado 2.. Se
observan células epiteliales amnidticas humanas (flecha) que presentan forma

estrellada, adheridas a la placa. Aumento 40X.
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Protocolo N° 4

Membrana
amniotica

Edad
Madre

EG

Paridad

Tipo de
Parto

N° Células

Centrifugado
1

Centrifugado
2

Observaciones

21

20

38

PG

Ceséarea

10.250.000

14.300.000

Cultivo
contaminado al
siguiente dia.

22

35

37+3

G3P2

PTVCA

11.250.000

13.700.000

Cultivo
contaminado al
siguiente dia.

23

23

38+5

PG

Ceséarea

10.150.000

9.950.000

Cultivo
contaminado al
siguiente dia.

24

20

37+4

PG

PTVCA

2.500.000

4.350.000

Cultivo
contaminado al
siguiente dia.

25

19

39+1

PG

PTVCA

2.300.000

2.500.000

Meconio intra-
parto.

Cultivo
contaminado al
siguiente dia.

26

30

40

G3P2

PTVCA

1.500.000

1.750.000

Cultivo
contaminado al
siguiente dia.

27

28

39+4

G2P1

PTVCA

1.710.000

1.715.000

Cultivo
contaminado al
siguiente dia.

Tabla 4: Variables clinicas y células obtenidas en Protocolo N°4

Para la obtencion de las muestras de tejido amnidtico, se recolectaron placentas

de madres de una edad promedio de 25 afios, con una desviacién estandar de

6,11 y con una edad gestacional promedio de 38 semanas, con una desviacion

estandar de 1,13. Un 50% de las muestras fue obtenido de primigestas y el otro

50% fue obtenido de multiparas. El 85,71% de las muestras fue obtenido de

PTVCAy el 14,28 % fueron obtenidas de cesareas.
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Los resultados obtenidos del protocolo N° 4 se basaron en la extraccion de 7
tejidos amnioticos, los cuales fueron centrifugadas dos veces, obteniendo un
promedio en el centrifugado 1 de 5.665.714 células con una desviacion estandar
de 4.594.551 y en centrifugado 2 de 6.895.000 células con una desviacién
estandar de 5.620.966. El promedio total de ambas centrifugaciones fue de
6.280.357 células.

Posterior al centrifugado, en los tejidos amnidticos N° 26 y N°27 se obtuvieron
conteos celulares entre 1.500.000 y 1.750.000 células. De los tejidos amnidticos
N°21, N°22, N°23, N°24 y N° 25 se obtuvieron conteos celulares entre 2.300.000 y
14.300.000 células. Los pellet obtenidos no presentaban restos de membrana

disgregada.

Las células de los tejidos amnidticos N°21, N°22, N°23 y N° 24 fueron sembradas
en placas de cultivo pequefias y las células de los tejidos amnioticos N°25, N°26 y
N°27 fueron sembradas en placas de cultivo de 6 pocillos, sobre un portaobjetos,
preparando dichas células para la realizacibn de una inmunohistoquimica en

cultivo celular.

Al observar las células identificamos que estas no presentaban restos de
membrana amniotica disgregada. Los cultivos celulares no tuvieron viabilidad, ya
gue todos se encontraron contaminados al dia siguiente de haber sido sembrados,
por lo que las células no lograban adherirse a las placas y debieron ser eliminados

para evitar nuevos brotes de contaminacion en la sala de cultivo.

No se obtienen fotografias de los cultivos celulares del Protocolo N°4 debido a que

estos estaban contaminados.
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Corte histoldgico de amnios post-tripzinacion.

En el corte histologico de amnios post-tripzinacion (2,25 horas) del protocolo N°3,
se observan restos de células epiteliales, la capa mesenquimatica y las redes
fibrosas. En el corte histolégico de amnios post-tripzinacion (2,25 horas) del
protocolo N°4, solo se observa la capa mesenquimatica y las redes fibrosas de la

membrana amnibtica

Figura a: Zona del corte histologico de amnios post-tripzinacion del protocolo N°3
gue presenta células epiteliales levemente ancladas a la membrana basal.
Aumento 40X.

Figura b: Zona del corte histol6gico de amnios post-tripzinacién del protocolo N°3
donde no se observan células epiteliales ancladas a la membrana basal. Aumento
10X.
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Figura c: Corte histolégico de amnios post-tripzinacién del protocolo N°4 donde no

se observan células epiteliales ancladas a la membrana basa. Aumento 10X.

Caracterizacién Morfolégica

Caracterizacion morfoldgica en cultivo celular de amnios.

En el cultivo se observan células que presentan una morfologia epitelioide, de
forma estrellada, ovalada y cubicas, El nicleo presenta forma redondeada, éste

no siempre se encuentra ubicado al centro de la célula. Las células del cultivo se

encuentran formando agrupaciones.
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Caracterizacién morfoldgica en corte histol6égico de amnios

En el corte histol6gico de amnios se observa una capa epitelial, una capa fibrosa y
una capa mesénquimatica. La capa superior presenta una estructura epitelial
cuboidea simple, las células contienen un solo nucleo ubicado en la zona central.
En el corte también se observa la membrana basal, ubicada entre la capa epitelial
y la capa mesenquimética. Bajo la membrana basal se observa la capa compacta,
la cual presenta estructura fibrosa. A nivel de la capa de fibroblastos se observan
células alargadas, las que presentan un nucleo de forma irregular, ademas
presenta una abundante red fibrosa. Finalmente se encuentra la capa esponjosa,

la cual también presenta una red fibrosa, pero menos densa que las capas

anteriores.

Figura a: Cultivo celular obtenido de amnios humano. Aumento 40X.

Figura b: Corte histologico de amnios humano. Aumento 40X.
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Caracterizacién Inmunohistoquimica

Inmunohistoguimica en cortes histolégicos de amnios.

Anticuerpo: Citoqueratina-5 Vicentina

Capa celular: | Epitelio Mesénquima | Epitelio Mesénquima

Resultado: Positivo Negativo Negativo Positividad
débil

Tabla 5: Resumen de resultados obtenidos en inmunohistoquimica en cortes

histologicos de amnios.

Al realizar la inmunohistoquimica en cortes histologicos de amnios se observa que

la Citoqueratina-5 marca en color cobrizo las células del epitelio amniotico en mas

de un 50%, siendo el resultado positivo y no marca células mesenquimales, siendo

el resultado negativo. Al utilizar Vimentina se observa que marca en un color

cobrizo menos del 50% del epitelio, siendo el resultado negativo y el 50% del

mesenquima, siendo el resultado de positividad débil.
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Documentacion fotografica Inmunohistoquimica en cortes histolégicos de amnios

Figura a: Corte histolégico de amnios con inmunihistoquimica, control (-).Aumento
40X.

Figura b: Corte histolégico de amnios con inmunihistoquimica, con positividad

débil para vimentina en mesénquima. Aumento 40X.

Figura c: Corte histolégico de amnios con inmunihistoquimica, positivo para

Citoqueratina-5 en epitelio. Aumento 40X.
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Capitulo 4

1. Discusion

Protocolos de obtencidon de células epiteliales a partir de membrana amnidtica

humana.

A lo largo del estudio se obtuvieron diferentes cantidades de células, estos datos

iban variando a medida que se experimentaba y se modificé dicho protocolo.

En el protocolo N°1 se obtuvo un promedio de 1.431.250 células, en el protocolo
N°2 se obtuvo un promedio de 980.357 células, en el protocolo N°3 se obtuvo un
promedio de 5.561.429 células y en el protocolo N°4 se obtuvo un promedio de
6.280.357.

En el cuarto protocolo se obtuvo la mayor cantidad de células, debido a las
modificaciones que se realizaron al primer, segundo y tercer protocolo, estas

modificaciones se dieron a partir de las siguientes razones:

En el protocolo N°1 se obtuvieron cultivos celulares con restos de membrana, por
lo cual en el protocolo N°2 se agreg6 la utilizaciéon de filtros de 100 um, con esto
logramos disminuir notablemente la cantidad de restos de membrana en los pellet
y cultivos celulares, pero aun asi en algunos cultivos persistian estos restos, por lo
cual en el protocolo N°3 se elimind la compresion de la membrana con los dedos
al momento de traspasar la membrana del digerido de tripsina al siguiente paso,

finalmente en este protocolo no se observaron restos de membrana.

A pesar de haber obtenido los conteos celulares mas altos en el protocolo N°3,
también se obtuvieron conteos celulares menores a 100.000, por lo que se realizé
un corte histolégico con tincibn hematoxilina-eosina a una membrana amniética
post-tripzinacion del protocolo N°3, donde se pudo observar que habian zonas de
la membrana que aun presentaban células epiteliales ancladas a la membrana

basal y zonas que no la presentaban, por lo que se realiz6 el protocolo N°4, donde
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la membrana amniética fue seccionada en trozos de 2cm x 2cm vy distribuida en
mas tubos de centrifuga con tripsina, de manera que estuviese mas expuesta a la

tripsina.

En el protocolo N°1, centrifugando a 200 rpm, no se obtuvo un conteo celular
superior a 4.150.000 células, a excepcion del amnios N°3, en el cual se centrifugo
5 veces a 200 rpm y se obtuvo 10.525.000 células, es por esto que en protocolo
N°2 se aumentd las revoluciones a 300 rpm, sin obtener resultados favorables, por
lo cual en el protocolo N°3 se aumentaron las revoluciones a 1000 rpm,
obteniendo pellet cualitativamente mayores pero con presencia de restos
sanguineos, por lo que en el protocolo N°4 se mantuvo la centrifugacion a 1000
rpm, pero se cambié el filtro de 100pum a 75um, obteniendo como resultado
conteos celulares superiores a 1.500.000 células y sin restos hematicos. En el
protocolo N°1 y N°2 las centrifugaciones fueron realizadas a 4°C y el protocolo
N°3 y N°4 a temperatura ambiente, estos cambios en la temperatura no afectaron

en la cantidad de pellet celular ni en la sobrevida de estas células.

Dentro del los protocolos N°1 y N°2, se utilizé tampdn de pre digestion, con la
finalidad de preparar el tejido para la tripsinizacion de la membrana amnidtica y en
el protocolo N°3 y N°4 no se realizd este paso, si no que se reemplazé por una
incubacion de la membrana amniética en tripsina por 15 minutos; al ser la tripsina
una enzima gque rompe las uniones celulares de mejor manera que el tampon de
pre digestion, esta aisla una mayor cantidad de células amniédticas epiteliales.
Asimismo en el protocolo N°2, N°3 y N°4, se realizaron las incubaciones en
agitacion para aumentar la superficie de contacto de la membrana con la solucion,

lo cual permitié una mayor accion de las soluciones.

En el protocolo N°3 y N°4, ambas tripsinizaciones se aumentaron de 40 minutos
(protocolo N°1 y N°2) a 60 minutos, de manera de incrementar el tiempo de
contacto de la membrana amnid6tica con la solucion y permitir una mejor extraccion

celular.
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Durante la investigacién en cada protocolo se utilizd6 un medio de cultivo diferente,

para evaluar su eficacia en la mantencién y crecimiento de los cultivos celulares.

En el protocolo N°1 se utiliz6 un medio de cultivo estandar (Hyclone DMEN/HIGH
glucose 1000 ml més suero fetal bovino, amphotericina B 250 pg/ml, penicilina
10.000 pg/ml), con el cual las células se adherian a la placa pero tenian un
crecimiento lento. En el protocolo N°2 se utilizé el medio de cultivo estandar mas 2
mercaptoethanol y a cada placa se le agregé EGF (factor de crecimiento epitelial),
con esta nueva solucién se observé una baja adherencia a la placa, de la cual con
el tiempo las células de desprendian. Luego en el protocolo N°3 se utiliz6 medio
de cultivo Epilife Mepi 500 CA 500ml mas suplemento S7 100X 5ml amphotericina
B 250 pg/ml y penicilina 10.000 pg/ml, con este medio se observd una mejor
adherencia y crecimiento celular. En el protocolo N°4 se utilizé el mismo medio de
cultivo que en el protocolo N°3, pero al observar que en este Ultimo protocolo
todos los cultivos celulares se encontraban contaminados y ante la sospecha de
gue el factor de contaminacion podria ser dicho medio de cultivo, en el amnios
N°26 y N°27 las células obtenidas fueron sembradas con medio de cultivo
estandar mas suplemento S7 100X 5ml, adn asi los cultivos celulares se
encontraron contaminados al dia siguiente de haber sido sembrados, por lo que el

medio de cultivo fue descartado como fuente de contaminacion.

Corte histolégico de amnios post-tripzinacion.

Las células que en este estudio se intentan aislar presentan caracteristicas tipicas
de los epitelios, se organizan en capas celulares que se enlazan estrechamente
mediante estructuras especializadas asociadas a la membrana, como las uniones
estrechas, uniones de anclaje (desmosomas en cinturén, puntuales vy

hemidesmosomas) y uniones en hendidura (Kirszenbaum. A L 2008)

Para romper las uniones que forman el epitelio amniético, es necesaria la

utilizacién de una enzima llamada tripsina.

86



Al analizar los resultados del los protocolos N°1, N°2 y N°3 no se obtuvieron los
conteos celulares esperados, por lo cual, con una membrana del protocolo N°3 se
realizé un corte histologico post-tripsinizacion, en el cual logramos observar la

presencia de zonas con células epiteliales adheridas a la lamina basal.

La persistencia de células epiteliales se relaciona con la superficie de contacto de
la membrana con la tripsina, ya que en los protocolos anteriores la membrana se
encontraba plegada en el frasco con la solucion, o que no permitia su completa

exposicion.

En el protocolo N°4 la membrana fue seccionada en trozos de 2cm x 2cm y fue
distribuida en una mayor cantidad de tubos de centrifuga con tripsina, de esta
forma la membrana tuvo mayor cantidad de zonas expuestas a la tripsina. En el
corte histologico de amnios post-tripsinizacién del protocolo N°4 se observaron
escasas zonas con células epiteliales ancladas a la membrana basal, y una mayor
cantidad de zonas que no presentaban células epiteliales ancladas a la membrana

basal del amnios.

Caracterizacién Morfolégica

Caracterizaciéon morfoldgica en corte histolégico de amnios:

Se evidencid en los cortes histolégicos de amnios con tincidn hematoxilina-eosina
gue la morfologia celular observada es homologable a la descrita en la literatura,
ya que a microscopia directa se diferencian las 5 capas estructurales del tejido
amnidtico (capa epitelial, basal, compacta, fibroblasto y esponjosa), asi mismo en

cada capa se distinguen sus componentes celulares y fibrosos.

Es importante destacar que mediante estos cortes podemos comprobar que en el
protocolo de extraccion de amnios solo es extraido tejido amniético y no tejido

coriénico.
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Caracterizacién morfoldgica en cultivo celular de amnios.

Comparando con revisiones bibliograficas las células en cultivo no presentan una
morfologia especifica, ya que tienden a extender su citoplasma en la placa donde
se encuentran, intentando abarcar la mayor area posible, de manera de adherirse
a esta. Estas células forman agrupaciones, lo cual es una caracteristica tipica de

las células epiteliales.

Por lo tanto, segun lo observado, las células cultivadas tienen una morfologia que

corresponde a células epiteliales amnioticas humanas.

Caracterizacion Inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica en cortes histoldégicos de amnios.

La inmunohistoquimica de este estudio fue realizada con Citoqueratina-5 y con

Vimentina, los cuales son marcadores de filamentos intermedios del citoesqueleto.

Las células del amnios presentan una estructura celular diferente, en epitelio
podemos encontrar células con filamentos intermedios tipo 1 y tipo 2, mientras que
en mesénquima solo presentan filamentos intermedios tipo 3 (Kirszenbaum. A L
2008).

Filamento intermedio tipol (queratinas acidas) y tipo 2 (queratinas neutras o
basicas): esta clase de proteinas forman el citoesqueleto de filamentos
intermedios de las células epiteliales denominadas citoqueratinas. Una cantidad
igual de citoqueratinas acidas y neutras-basicas se combinan para formar este tipo

de proteinas del filamento intermedio (Kirszenbaum. A L 2008).

Filamento intermedio tipo 3: este tipo de filamento incluye la proteina vimentina,
gue suele encontrarse en células de origen mesenquimal. En algunas células la
vimentina forma un vinculo estructural entre la membrana plasmatica y la lamina

nuclear (Kirszenbaum. A L 2008).
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En la inmunohistoquimica realizada se comprobé que las células del corte
histologico de amnios presentan una capa epitelial, puesto que estas células,
luego de realizar la técnica, dio resultado positivo para Citoqueratina-5. Se utilizd

Citoqueratina-5, ya que este es un marcador especifico para epitelio amnigtico.

Al utilizar Vimentina, dio como resultado positividad débil, ya que se marco el 50%
de las células blanco, por lo tanto se pudo comprobar que el amnios extraido tiene

una capa de mesénquima.
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2. Conclusiones y sugerencias

La medicina regenerativa es una rama de la medicina que ha surgido como una
nueva disciplina médica y como se ha mencionado anteriormente, para esté fin, se
ha comenzado a utilizar la membrana amniédtica, ya sea de manera integra, en
trasplantes de membrana amniotica, como también parcial, extrayendo sus células
epiteliales y utilizdndolas en el tratamiento de un gran nimero de patologias. Sin

embargo la protocolizacion de su uso aln se encuentra en desarrollo.

La importancia fundamental de este estudio, y su objetivo principal, es la
determinacion del tipo de protocolo adecuado para permitir la utilidad de la
membrana amniotica como fuente de células epiteliales utiles en el desarrollo de
un tratamiento de terapia celular. Gracias a lo estudiado durante esta tesis se
concluy6 que lo esencial en el trabajo con estas células es mantener un buen
manejo estéril y meticulosidad en la técnica de extraccion, ya que se trata de un
tipo de cultivo celular muy labil. Aun asi, la membrana amnidtica es un tejido
abundante y de facil obtencién, debido a que se desecha luego de ocurrido el
parto y no posee barreras éticas y legales que nos impida su utilizacion, por lo que
representa un valioso material que puede ser utilizado en medicina regenerativa y
por ende, un gran paso para la ciencia y para lo que en el futuro la medicina

moderna nos podria ofrecer.

Durante todo el desarrollo de la tesis fue necesario realizar diversos cambios a los
protocolos para facilitar una mejor y mayor extraccion de células epiteliales
amnidticas humanas, lo cual permiti6 determinar un protocolo final, que
corresponde al protocolo N° 4, apto para ser manejado en futuras extracciones,
debido a que proporciond satisfactoriamente la obtencion de células epiteliales a
pesar de que no se pudo mantener los cultivos in vitro por factores externos al

protocolo.
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Es de suma importancia sugerir que a través de este protocolo de extraccion de
células epiteliales derivadas de amnios pueden nacer nuevas ideas que completan
este trabajo. Dentro de los futuros estudios que podrian ser realizados se sugiere
la busqueda de un medio de cultivo que permita el rapido crecimiento y adherencia
de las células a las placas de cultivo, estudiar la viabilidad celular, diferenciacion
celular en las diversas lineas para ser implantadas en los tejidos del cuerpo de

animales para su posterior utilizacion en humanos, entre otros.

91



Bibliografia

v

(\

Albert B, B. D., Lewis J, Raff M, Roberts K, Watson J (2004). Biologia
Molecular de la Célula, Panamericana.

Arias. M, R. F. (2009). "Biologia de las células madre embrionarias (ES cells)
en distintas especies: potenciales aplicaciones en biomedicina." Arch Med Vet
41: 185 - 195.

Aznar. J, L. (2008). "Alternativas para la obtencién de celulas madre similares

a las embrionarias sin tener que destruir a los embriones de los que se

obtienen." Observatorio de Bioética de la UCV.

Bourne G. (1962). "The foetal membranes. A review of the anatomy of normal
amnion and chorion and some aspects of their function.” Postgrad Med J 38:
193-201.

Carlson B. (2005). Embriologia Humana y Biologia del Desarrollo. Madrid,
ELSEVIER.

Carmen L. Insausti, M. B., Patricia Bleda, Paqui Iniesta, Maria J. Majado,

Gregorio Castellanos and Jose M. Moraleda (2010). "The amniotic

membrane as a source of stem cells." Histol Histopathol 25: 91-98.

CordbloodbankChile. "Banco de celulas madres." from

http://www.cordbloodbankchile.cl/.

CordonVital. "Presenvacion de celulas madre." from

http://www.cordonvital.com/Index.html.

Cornejo R., U. P. (2010). "Morfometria del nucleolo en la diferenciacién celular
del epitelio mamario.” Revista Chilena Obstetricia y Ginecologia 2: 107-111.
Costa J. (2005). "Etica de la vida y de la salud." (Cuestiones de Bioética): 59.
CryoCell. "Banco de celulas madre." from http://www.cryo-cell.cl/.

Dominici, M., K. Le Blanc, et al. (2006). "Minimal criteria for defining
multipotent mesenchymal stromal cells. The International Society for Cellular
Therapy position statement.” Cytotherapy 8(4): 315-317.

92


http://www.cordbloodbankchile.cl/
http://www.cordonvital.com/Index.html
http://www.cryo-cell.cl/

\

Elwan, M. A. and N. Sakuragawa (1997). "Evidence for synthesis and release
of catecholamines by human amniotic epithelial cells." Neuroreport 8(16):
3435-3438.

Gobierno de Chile (2010). Codigo sanitario, Editorial juridica de Chile.

Han SK, T. T., Lee DG et al. (2005). "Potential of human bone marrow stromal

cells to accelerate wound healing in vitro." Ann Plast Surg 55: 414-419.

Hernandez P, D. E. (2004). "Medicina regenerativa. Células madre
embrionarias y adultas, Instituto de Hematologia e Inmunologia." Revista
Cubana Hematologia

llancheran S., M. Y., Manuelpillai U. (2009). "Human fetal membranes: a
source of stem cells for tissue regeneration and repair?" Placenta 30(1): 2-10.
In 't Anker, P. S., S. A. Scherjon, et al. (2004). "Isolation of mesenchymal
stem cells of fetal or maternal origin from human placenta.” Stem Cells 22(7):
1338-1345.

INE (2009). "Estadisticas vitales, Informe anual."

Int"Anker P., S. S., Kleijburg-van der Keur C., Groot-Swings G., Claas F.,
Fibb W. and Kanhai H. (2004). "Isolation of Mesenchymal stem cells of fetal
or maternal origin from human placenta." Stem Cells 22: 1338-1345.
Kakishita, K., M. A. Elwan, et al. (2000). "Human amniotic epithelial cells
produce dopamine and survive after implantation into the striatum of a rat
model of Parkinson's disease: a potential source of donor for transplantation
therapy." Exp Neurol 165(1): 27-34.

Kirszenbaum. A L (2008). "Histologia y biologia celular." Elsevier 22 edicion.

Langman T.W. (2004). Embriologia Medica, Mdica Panamericana.

Madhira, S. L., G. Vemuganti, et al. (2008). "Culture and characterization of
oral mucosal epithelial cells on human amniotic membrane for ocular surface
reconstruction." Mol Vis 14: 189-196.

Mihu, C. M., S. Susman, et al. (2009). "Aspects of placental morphogenesis
and angiogenesis." Rom J Morphol Embryol 50(4): 549-557.

93



Miki, T., T. Lehmann, et al. (2005). "Stem cell characteristics of amniotic
epithelial cells." Stem Cells 23(10): 1549-1559.

Miki, T. and S. C. Strom (2006). "Amnion-derived pluripotent/multipotent stem
cells.” Stem Cell Rev 2(2): 133-142.

Moore T., K. L. (2004). Embriologia Clinica, Elsevier.

Niknejad, H., H. Peirovi, et al. (2008). "Properties of the amniotic membrane

for potential use in tissue engineering.” Eur Cell Mater 15: 88-99.

Nombela. C, B. C. (2002). "Informe sobre la investigacion con celulas
troncales "Comité Asesor de Etica en la Investigacion Cientifica y Tecnoldgica
Parolini, O., F. Alviano, et al. (2008). "Concise review: isolation and
characterization of cells from human term placenta: outcome of the first
international Workshop on Placenta Derived Stem Cells." Stem Cells 26(2):
300-311.

Payne, W. G., T. L. Wachtel, et al. (2010). "Effect of amnion-derived cellular
cytokine solution on healing of experimental partial-thickness burns." World J
Surg 34(7): 1663-1668.

Pérez A, D. E., Ed. (2005). Obstetricia, Mediterraneo.

Pittenger M.F., M., A.M., Beck, S.C., et al. (1999). "Multilinage potential of
adult human mesenchymal stem cells." Science: 143-147.

Portmann-Lanz, C. B., A. Schoeberlein, et al. (2006). "Placental
mesenchymal stem cells as potential autologous graft for pre- and perinatal
neuroregeneration.”" Am J Obstet Gynecol 194(3): 664-673.

Rivera Z, R. e. a. (2004). "Fisiopatologia de la rotura prematura de las
membranas ovulares en embarazos de pretérmino.” Rev. chil. obstet. ginecol
69: 250.

Rodriguez-Pardo, V. M. (2011). "Células Madre: Conceptos generales y

perspectivas de investigacion.” Revista de la Facultad de Ciencias "Pontificia

Universidad Javeriana" 10.

94



Sakuragawa, N., S. Enosawa, et al. (2000). "Human amniotic epithelial cells
are promising transgene carriers for allogeneic cell transplantation into liver." J
Hum Genet 45(3): 171-176.

Sakuragawa, N., K. Kakinuma, et al. (2004). "Human amnion mesenchyme
cells express phenotypes of neuroglial progenitor cells." J Neurosci Res 78(2):
208-214.

Shinya, M., H. Komuro, et al. (2010). "Neural differentiation potential of rat
amniotic epithelial cells." Fetal Pediatr Pathol 29(3): 133-143.

Steed DL, T. C., Duffy D et al (2008). "Amnion-derived cellular cytokine

solution: a physiological combination of cytokines for wound healing." ePlasty
8: 157-165.
Steigman, S. A. and D. O. Fauza (2007). "Isolation of mesenchymal stem

cells from amniotic fluid and placenta.” Curr Protoc Stem Cell Biol 1: Unit 1E 2.

Takashima, S., H. Ise, et al. (2004). "Human amniotic epithelial cells possess

hepatocyte-like characteristics and functions." Cell Struct Funct 29(3): 73-84.

Tamagawa, T., S. Oi, et al. (2007). "Differentiation of mesenchymal cells
derived from human amniotic membranes into hepatocyte-like cells in vitro."
Hum Cell 20(3): 77-84.

Vidacel. "Banco de células madre." from http://www.vidacel.cl/sitio/.

Wagner S, J. B. (2008). "Investigacion con células madre: ¢crimen o cura?"
perspectiva 16(temas & debates).

Wei, J. P., M. Nawata, et al. (2009). "Human amniotic mesenchymal cells
differentiate into chondrocytes.” Cloning Stem Cells 11(1): 19-26.

Worster A. (2001). "Chondrocytic differentiation of mesenchymal stem cells
sequentially exposed to transforming growth factor-betal in monolayer and
insulin-like growth factor-1 in a three-dimensional matrix." J Orthop Res: 738-
749.

Xing L, F. M., Marcelo CL et al . (2007). "Amnion-derived multipotent

progenitor cells increase gain of incisional breaking strength and decrease

incidence and severity of acute wound failure. ." J Burns Wounds 7: 39-52.

95


http://www.vidacel.cl/sitio/

v Yu, S. J., M. Soncini, et al. (2009). "Amnion: a potent graft source for cell
therapy in stroke." Cell Transplant 18(2): 111-118.

v’ Zhao, P., H. Ise, et al. (2005). "Human amniotic mesenchymal cells have

some characteristics of cardiomyocytes." Transplantation 79(5): 528-535.

96



ANEXOS

ANEXO A: Protocolo de fijaciobn de Methacarn para corte histolégico de
amnios humano.

Methacarn: 8 horas

Alcohol 100% n°1: 40 minutos
Alcohol 100% n°2: 40 minutos
Alcohol 100% n°3: 40 minutos
Xilol n°1: 15 minutos
Xilol n°2: 15 minutos
Xilol n°3: 15 minutos
Parafina n°1 a 60°C: 30 minutos
Parafina n°2 a 60°C: 30 minutos
Parafina n°3 a 60°C: 30 minutos
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ANEXO B: Protocolo de tincién Hematoxilina-Eosina

Desparafinacion:
Xilol n°1:
Xilol n°2:
Xilol n°3:

Hidratacion:
Alcohol 100% n°1:
Alcohol 100% n°2:
Alcohol 96%:
Alcohol 70%:
Agua destilada:

Coloracién con hematoxilina de Mayer:
Viraje en agua corriente:
Alcohol 95%

Coloracién con Eosina Alcohélica 0,5%:

Deshidratacion:
Alcohol 100% n°1;
Alcohol 100% n°2;

Montaje:
Xilol n°1:
Xilol n°2:
Xilol n°3:

5 minutos
5 minutos

5 minutos

3 minutos
3 minutos
3 minutos
3 minutos

5 minutos

10 segundos

5 minutos

2 minutos

1 segundo

2 minutos

2 minutos

2 minutos
2 minutos

2 minutos
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ANEXO C: Protocolos de Inmunohistoquimica en cortes histolégicos

(Vimentina, Citoqueratina-5y Control negativo)

Protocolo para Inmunohistoquimica en corte histolégico con Vimentina:

Desparafinacion:
Xilol n°1:
Xilol n°2:
Xilol n°3:

Hidratacion:
Alcohol 100% n°1.:
Alcohol 100% n°2:
Alcohol 96%:
Alcohol 70%:

Agua destilada x 3 veces:

Bloqueo peroxidasa enddgena:

Peroxidasa al 3% 1,5 ml + PBS 48,5 ml a 37 °C:

PBS 1X x 3 veces:

Bloqueo de sitios inespecificos:
CAS Block 50 pul a 25 °C:

Bloqueo suero normal:

Suero normal de cabra 50 ul a 25°C

Incubacion Anticuerpo primario:
Vimentina (RTU de vector) 40 pl a 4 °C:

PBS 1X x 3 veces:

10 minutos
10 minutos

10 minutos

10 minutos
10 minutos
10 minutos
10 minutos

5 minutos

30 minutos

5 minutos

30 minutos

20 minutos

12 horas

5 minutos
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Incubacion Anticuerpo secundario:

PBS 1X 499 ul + Ac secundario anti-conejo HRP hecho 1 hora

en cabra 1 pl a 25 °C:

Revelacion Peroxidasa:

Kit de revelado (Kit NovaRed Vector): Maximo 5 minutos

Agua destilada: 5 minutos

Contraste coloracién Hematoxilina:

Hematoxilina: 10 segundos

Deshidratacion:

Alcohol 70%: 2 segundos
Alcohol 96%: 2 segundos
Alcohol 100% n°1: 2 segundos
Alcohol 100% n°2: 2  segundos
Alcohol/xilol: 2  segundos
Montaje:

Xilol n°1: 5  minutos
Xilol n°2: 5  minutos
Xilol n°3: 5  minutos

100



Protocolo para Inmunohistoquimica en corte histolégico con Citoqueratina-5

Desparafinacion:

Xilol n°1 10 minutos
Xilol n°2 10 minutos
Xilol n°3 10 minutos
Hidratacion:

Alcohol 100% n°1 10 minutos
Alcohol 100% n°2 10 minutos
Alcohol 96% 10 minutos
Alcohol 70% 10 minutos
Agua destilada x 3 veces 5 minutos

Bloqueo peroxidasa enddgena:
Peroxidasa al 3% 1,5 ml + PBS 48,5 ml a 37°C 30 minutos
Buffer 15 minutos

Bloqueo de sitios inespecificos:
CAS Block 50 pl a 25 °C: 30 minutos

Bloqueo suero normal:

Suero normal de conejo 50 pl a 25°C: 20 minutos

Incubacion Anticuerpo primario:

. . o
Citoqueratina-5 (RTU de vector) 40 ul a 25°C 1 hora

Buffer 15 minutos

Incubacion Anticuerpo secundario:
PBS 1X 999 ul + Ac secundario anti-ratbn HRP 1 hora
hecho en conejo 1 pl a 25 °C:
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Revelacion Peroxidasa:
Kit de revelado (Kit NovaRed Vector): Maximo 5 minutos

Agua destilada: 5 minutos

Contraste coloracién Hematoxilina:

Hematoxilina: 10 segundos

Deshidratacion:

Alcohol 70%: 3 segundos
Alcohol 96%: 3 segundos
Alcohol 100% n°1: 3 segundos
Alcohol 100% n°2: 3 segundos
Alcohol/xilol: 3 segundos
Montaje:

Xilol n°1: 6 minutos

Xilol n°2: 6 minutos

Xilol n°3: 5 minutos
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Protocolo para Inmunohistoquimica en corte histolégico con Control (-)

Desparafinacion:
Xilol n°1:
Xilol n°2:
Xilol n°3:

Hidratacion:

Alcohol 100% n°1:
Alcohol 100% n°2:
Alcohol 96%:

Alcohol 70%:

Agua destilada x 3 veces:

Bloqueo peroxidasa enddégena:

Peroxidasa al 3% 1,5 ml + PBS 48,5 ml a 37 °C:

PBS 1X x 3 veces:

Bloqueo de sitios inespecificos:
CAS Block 50 pul a 25 °C:

Incubacién n°1:
CAS Block 50 pl:

PBS 1X x 3 veces:

Incubacién n°2:

Polimero marcado a 25 °C:

Revelacion Peroxidasa:
Kit de revelado:

Agua destilada:

10 minutos
10 minutos

10 minutos

10 minutos
10 minutos
10 minutos
10 minutos

5 minutos

30 minutos

5 minutos

30 minutos

12 horas

5 minutos

1 hora

Méaximo 5 minutos

5 minutos
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Contraste coloracién Hematoxilina:

Hematoxilina:

Deshidratacion:
Alcohol 70%:
Alcohol 96%:
Alcohol 100% n°1:
Alcohol 100% n°2:

Alcohol/xilol:

Montaje:
Xilol n°1:
Xilol n°2:
Xilol n°3:

10 minutos

A A B B b

62

segundos
segundos
segundos
segundos

segundos

minutos
minutos

minutos
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ANEXO D: Protocolos para preparacion de soluciones.

Preparacion Buffer de transporte:

HBSS Hy Clone: 1Lt
Amphotericina B: 10 ml.
Penicilina: 10 ml.

Preparacion Buffer de Pre-digestion:

HBSS Hy Clone: 1Lt
ETHyleneglycol-bis 190 mg.

Preparacion Tripsina al 1X:

HBSS Hy Clone: 500 mi
Tripsina al 10X 5 ml.

Preparaciéon Medio de cultivo estandar Protocolo 1

Hyclone DMEN/HIGH glucose 1000ml.
Suero fetal bovino 250 pg/ml.
Amphotericina B 250 pg/ml.
Penicilina 10.000 pg/ml.

Preparaciéon Medio de cultivo estandar Protocolo 2

Hyclone DMEN/HIGH glucose 1000ml.
Suero fetal bovino 250 pg/ml.
Amphotericina B 250 pg/ml.
Penicilina 10.000 pg/ml.
2 mercaptoethanol 1 pl
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Preparacion Medio de cultivo estandar Protocolo 3y 4

Epilife Mepi 500 CA 500ml
Suplemento S7 100X 5ml
Amphotericina B 250 pg/ml
Penicilina 10.000 pg/ml
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ANEXO E: Extracto Cédigo Sanitario.
Biblioteca del Congreso Nacional

- Identificacion de la Norma : DFL-725; DTO-725
- Fecha de Publicacion : 31.01.1968

- Fecha de Promulgacioén : 11.12.1967

- Organismo : MINISTERIO DE SALUD PUBLICA
- Ultima Modificacién : LEY-20029 13.07.2005

CODIGO SANITARIO RECTIFICACION
DECRETO CON FUERZA DE LEY N° 725 D.O. 06.02.1968

Num. 725.- Santiago, 11 de diciembre de 1967.-
Visto: lo dispuesto en el articulo 14 de la Ley N°16.585,
Decreto:

Modificase el decreto con fuerza de ley N° 226, de 15 de mayo de 1931, que

aprobo el Cédigo Sanitario, en la forma que aparece en el presente texto:
LIBRO NOVENO (ARTS. 145-154)

DEL APROVECHAMIENTO DE TEJIDOS O PARTES DEL CUERPO DE UN
DONANTE VIVO Y DE LA UTILIZACION DE CADAVERES, O PARTE DE ELLOS,
CON FINES CIENTIFICOS O TERAPEUTICOS.

Art. 145. El aprovechamiento de tejidos o partes del cuerpo de un donante vivo,
para su injerto en otra persona, solo se permitird cuando fuere a titulo gratuito y

con fines terapéuticos.

Art. 152. Serd nulo y sin ningun valor el acto o contrato que, a titulo oneroso,
contenga la promesa o entrega de un tejido o parte del cuerpo humano para

efectuar un injerto.
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Art. 153. Las placentas y otros 6rganos y tejidos que determine el reglamento
podran destinarse a la elaboracion de productos terapéuticos y a otros usos que el

mismo reglamento indique.
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ANEXO F: Extracto de Reglamento sobre manejo de residuos de

establecimientos de atencidon de salud (REAS).
- DTO. N °6 DE 2009
- Publicado en el Diario Oficial de 04.12.09

- Modificaciones: Dto. N° 64/10, Minsal, publicado en el Diario Oficial de
17.07.10

Ministerio de Salud
SUBSECRETARIA DE SALUD PUBLICA

APRUEBA REGLAMENTO SOBRE MANEJO DE RESIDUOS DE
ESTABLECIMIENTOS DE ATENCION DE SALUD (REAS)

Publicado en el Diario Oficial de 04.12.09

Visto: Lo dispuesto en los articulos 67, 78, 80, 81 y 82 del Cédigo Sanitario,
aprobado por decreto con fuerza de ley N° 725 de 1967, del Ministerio de Salud;
en los articulos 4°, 7° y 12 del DFL N° 1 de 2005, del Ministerio de Salud y
teniendo presente las facultades que me confiere el articulo 32 N° 6 de la

Constitucién Politica del Estado, y

Considerando: La necesidad de prevenir y controlar los riesgos provenientes de
los residuos que se generan en los establecimientos de atencién de salud
respecto de sus usuarios, de quienes se desempefian en ellos, de quienes

participan directamente en el manejo de los mismos y de la poblacion en general,

Decreto: Apruébase el siguiente Reglamento sobre Manejo de Residuos de

Establecimientos de Atencion de Salud:
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TITULO |
Disposiciones generales

Articulo 1°.- El presente reglamento establece las condiciones sanitarias y de
seguridad basicas a las que debera someterse el manejo de los residuos

generados en establecimientos de atencién de salud.

Articulo 2°.- Para los efectos del presente reglamento, las expresiones que aqui

se indican tendran el significado que se sefala:

Almacenamiento: Conservaciéon de residuos en un sitio y por un lapso

determinado;

Contenedor: Recipiente portatil o envase, en el cual un residuo es almacenado o

transportado previo a su eliminacion;

Desecho radiactivo: Cualquier sustancia radiactiva o material contaminado por

dicha sustancia que, habiendo sido utilizado con fines médicos, sea desechado;

Eliminacion: Conjunto de operaciones mediante las cuales los residuos son
tratados o dispuestos finalmente mediante su depdsito definitivo, incluyéndose en

estas operaciones aquellas destinadas a su reutilizacion o reciclaje;

Establecimientos de Atencién de Salud: Establecimientos asistenciales en los que

se diagnostica, trata o rehabilita a las personas;

Generador: Establecimiento de atencion de salud que dé origen a residuos
correspondientes a las categorias de residuos especiales a que se refiere el

presente reglamento;

Manejo de residuos: Conjunto de operaciones a las que se someten los residuos
de establecimientos de atencidn de salud luego de su generacion, que incluyen su

almacenamiento, transporte y eliminacion;
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Minimizacién: Acciones para evitar, reducir o disminuir en su origen, la cantidad o
peligrosidad de los residuos de establecimientos de atencién de salud generados.
Considera medidas tales como la reduccion de la generacion, la concentracion y el

reciclaje;

Residuo o desecho: Sustancia, elemento u objeto que el generador elimina, se

propone eliminar o esta obligado a eliminar;

Sustancia radiactiva: Cualquier sustancia que tenga actividad especifica mayor de

dos milésimas de microcurio por gramo o0 a 74 becquerels por gramo; y

Tratamiento: Todo proceso destinado a cambiar las caracteristicas fisicas,
guimicas o biolégicas de los residuos, con el objetivo de neutralizarlos, recuperar

energia o materiales o eliminar o reducir su peligrosidad.
TITULO Il
De laidentificacion y clasificacion

Articulo 3°.- Los residuos generados en establecimientos de atencion de salud,

se clasifican en las siguientes categorias segun su riesgo:
Categoria 1: Residuos Peligrosos;

Categoria 2: Residuos Radioactivos de Baja Intensidad;
Categoria 3: Residuos Especiales; y

Categoria 4: Residuos Sélidos Asimilables a Domiciliarios.

Articulo 6°.- Son residuos especiales aquellos residuos de establecimientos de
atencion de salud sospechosos de contener agentes patégenos en concentracion
o cantidades suficientes para causar enfermedad a un huésped susceptible. En

esta categoria se incluyen los siguientes:
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1 Cultivos y muestras almacenadas: Residuos de la produccion de material
biolégico; vacunas de virus vivo, placas de cultivo y mecanismos para transferir,
inocular o mezclar cultivos; residuos de cultivos; muestras almacenadas de
agentes infecciosos y productos bioldgicos asociados, incluyendo cultivos de
laboratorios médicos y patolégicos; y cultivos y cepas de agentes infecciosos de

laboratorios.

2 Residuos patoldgicos: Restos bioldgicos, incluyendo tejidos, 6rganos, partes del
cuerpo que hayan sido removidos de seres o restos humanos, incluidos

aquellos fluidos corporales que presenten riesgo sanitario.

3 Sangre y productos derivados incluyendo el plasma, el suero y demas
componentes sanguineos y elementos tales como gasas y algodones,
saturados con éstos. Se excluyen de esta categoria la sangre, productos
derivados y materiales provenientes de bancos de sangre que luego de ser
analizados se haya demostrado la ausencia de riesgos para la salud. Ademas
se excluye el material contaminado que haya sido sometido a desinfeccion.

4 Cortopunzantes: Residuos resultantes del diagnostico, tratamiento,
investigacion o produccion, capaces de provocar cortes o punciones. Se incluye
en esta categoria residuos tales como agujas, pipetas Pasteur, bisturis, placas

de cultivos y demas cristaleria, entre otros.

5 Residuos de animales: Cadaveres o partes de animales, asi como sus camas,
que estuvieron expuestos a agentes infecciosos durante un proceso de

investigacién, produccion de material biolégico o en la evaluacion de farmacos.

Articulo 9°.- Cada servicio o zona de generacion de residuos debera contar con
una adecuada cantidad de contenedores, segun las categorias y volimenes de

éstos que en ella se generan y sus respectivas frecuencias de recoleccion.

En cada servicio o zona de generacion los contenedores se deberdn ubicar en un
lugar previamente determinado y debidamente identificado.
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Articulo 11.- Los generadores de residuos de establecimientos de atencion de
salud que deban sujetarse a un Plan de Manejo de Residuos deberan cumplir con

lo sefialado en el Titulo IX, Sistema de Seguimiento de Residuos Especiales.
TITULO IV

Parrafo 1l

Retiro y transporte interno

Articulo 15.- Los REAS deberan ser trasladados desde la zona o servicio de
generacion a la sala de almacenamiento de acuerdo a los requisitos establecidos

en el presente titulo.
Parrafo Il
Almacenamiento de residuos

Articulo 21.- Todo establecimiento que genere REAS deberd contar con, al
menos, un area o sala de almacenamiento para los residuos, la que debera estar
ubicada y ser operada de forma tal que se minimicen las molestias y riesgos.
Dicha sala o area debera contar con autorizacion emitida por la autoridad sanitaria
competente, a la que asimismo deberd entregarse copia del respectivo plan de

operacion.
TITULO V
De la eliminacién

Articulo 24.- Todos los Residuos de Establecimientos de Salud deberan ser

eliminados en instalaciones que cuenten con autorizacion sanitaria.

Articulo 25.- La disposicion final de residuos especiales, tanto la efectuada por los
propios generadores como aquella efectuada por terceros que presten servicio de
eliminacién, solo podré efectuarse si se dispone de autorizacion sanitaria para ello,

la que se otorgara, previa aprobacion por la Secretaria Regional Ministerial de
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Salud competente del respectivo proyecto de ingenieria que debera contemplar, al

menos, los siguientes aspectos:

1.- Descripcion técnica del proyecto.

2.- Plano de las instalaciones.

3.- Capacidad de tratamiento de residuos.

4 - Descripcion de las operaciones.

5.-  Almacenamiento de los residuos, si corresponde.
6.- Planes de operacion y mantencion.

7-  Plan de contingencia.

Articulo 26.- ElI manejo de residuos especiales en las instalaciones de
eliminacién se debe realizar sin que exista manipulacién directa de éstos por parte
de los operarios o trabajadores. Durante su manejo debe evitarse tanto la rotura
de los recipientes o contenedores como el derrame de los residuos fuera del

sistema de tratamiento.

Articulo 27.- El sistema de eliminacién de residuos especiales debera cumplir con

los siguientes requerimientos:

1.- Llevar un registro de origen, categoria, fecha de recepcion, fecha de
eliminacién y cantidad en peso o volumen de los residuos recibidos.

2.- Llevar un registro de los parametros relevantes propios de la operacion del
equipo de eliminacién.

3.- El almacenamiento de residuos especiales no debera ser superior a 24 horas,
salvo que se cuente con equipos de refrigeracion.

4.- Los equipos deberan mantenerse en condiciones adecuadas de operacion.

5.- Contar con personal capacitado para la correcta operacion de la instalacion.
6.- Mantener los registros mencionados en este articulo a disposicion de la
autoridad sanitaria por un periodo de al menos 2 afios.
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7.- Entregar un Informe trimestral a la Autoridad Sanitaria Regional que indique el

establecimiento de origen y la cantidad de residuos especiales eliminados.

Articulo 29.- Las instalaciones que den tratamiento de incineracion de residuos
especiales, sin perjuicio de observar la normativa ambiental vigente, deberan

cumplir, a lo menos, con los siguientes requerimientos:

1.- Contar con doble camara de combustion.

2.- Contar con quemadores de combustible auxiliar.

3.- Asegurar que en ambas camaras se alcancen temperaturas minimas de
operacion de 850°C y que los tiempos de retencion de los gases en la camara

secundaria no sea inferior a 1 segundo.

TITULO VI
Del transporte

Articulo 37.- Los vehiculos empleados en el servicio de transporte de residuos

especiales deberan ser de uso exclusivo para ello y ajustarse a lo siguiente:

1.- La caja de carga debe ser completamente cerrada y estanca para impedir el
derrame de sdlidos y/o liquidos. Su interior debera ser liso, facilmente lavable y de
material impermeable y resistente a la corrosion.

2.- Contar con equipamiento para el control de derrames, que debe consistir, a lo
menos, en material absorbente, desinfectante, bolsas o contenedores y equipos
de proteccion personal.

3.- En el caso de utilizarse contenedores en el transporte de estos residuos, se
debera dar cumplimiento con lo sefialado en el articulo 12 del presente

reglamento.
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Articulo 38.- La caja de carga de los vehiculos debera ser lavada luego de cada
traslado de residuos y desinfectada semanalmente con una solucién de cloro al

0.5% o una solucion desinfectante de efectividad equivalente.
TITULO X
De la fiscalizacion y sanciones

Articulo 51.- Corresponde a las Secretarias Regionales Ministeriales de Salud, en
su calidad de Autoridad Sanitaria, otorgar a las entidades ubicadas en sus
territorios de su competencia las autorizaciones de que trata este reglamento,
fiscalizar el cumplimiento de sus disposiciones y sancionar las infracciones al
mismo, de conformidad con las normas que establece el Libro Décimo del Cédigo
Sanitario.
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