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RESUMEN:

La membrana amniética, ha demostrado ser util en el tratamiento de pacientes
con deficiencia de células limbales de diversas etiologias. Los mecanismos de
accion propuestos de la membrana amniética son actuar como parche
bioldgico, trasplante de membrana basal, promotor de epitelizacién, supresor
de inflamacién e inhibidor de angiogénesis. La membrana amnidtica tiene
componentes en comun con la membrana basal de conjuntiva y cérnea como
laminina-1 y 5, fibronectina, acido hialurénico y colagena tipo VII. El
procesamiento de la membrana amniética incluye criopreservaciéon a -80°C,+4°
C. Se ha demostrado que después de 2 meses de criopreservacion, al menos
50% de células amnidticas son viables y capaces de proliferar. Después de 18
meses no hay supervivencia celular. El objetivo de este estudio es demostrar el
componente estructural de la membrana amnidtica que promueve la

proliferacion de células epiteliales limbales.



INTRODUCCION:

La membrana amnidtica es la capa interna de 3 capas que conforman las
membranas fetales, se encuentra en contacto con liquido amniético y la piel
fetal. Al término de la gestacién, la membrana amniotica varia en grosor de
0.02 mm a 0.5 mm de grosor, no contiene vasos sanguineos, y consiste en
cinco capas: epitelio, membrana basal, capa compacta, capa de fibroblastos y

capa esponjosa. Figura 1.

Figura 1. Donde se demuestra el desarrollo fetal como principal componente en
la aportacién de material para la formacién de las membranas corioamnioticas.
En la figura de la derecha se observan las estructuras histolégicas de las

membranas corioamnioticas.

La capa epitelial consiste en epitelio amnidtico simple (células poligonales), la
membrana basal es una capa delgada, compuesta de fibras reticulares. La
capa compacta es densa, carente de células, consistente en una compleja
malla reticular. La capa de fibroblastos es la mas gruesa y estda compuesta por
fibroblastos dispersos en una malla reticular menos densa. Y la capa esponjosa
esta formada por fibras reticulares onduladas cubiertas de mucina. Figura 1. (

3) (donde se encuentra la referencia 1)



Las células madre epiteliales de la cornea, estan situadas en el limbo
esclerocorneal, esta area especializada tiene un microambiente que es crucial
para funcionamiento de estas células madre.

Enfermedades que destruyen a estas células o su microambiente estromal,
provocan deficiencia de células madres limbales (LSCD Limbal Stem Cell
deficiency).1 Histopatolégicamente, LSCD se caracteriza por invasion corneal
progresiva de células epiteliales conjuntivales, vascularizacién superficial,

destruccion de la membrana basal e infiltracion de células inflamatorias. (2)

La membrana amniética, ha demostrado ser util en el tratamiento de pacientes
con LSCD de diversas etiologias, como pueden ser quemaduras térmicas o
quimicas, sindrome de Stevens Johnson, y penfigoide ocular cicatrizal; o
defectos epiteliales persistentes como Uulceras neurotréficas y perforaciones
corneales; también reconstruccion conjuntival, cirugia de pterigion, vy

queratopatia bulosa sintomatica.

Los mecanismos de accidn propuestos de la membrana amnidtica son:

e Parche bioldgico

e Transplante de membrana basal
e Promotor de epitelizacién

e Supresor de inflamacién

e Inhibidor de angiogénesis (3)

Al usarse como parche para cubrir areas inflamadas o expuestas secundarias a
trauma o cirugia, tiene un efecto favorable al disminuir el dolor, lo cual parece

ser un efecto simplemente mecanico(4).

Ademas provee una membrana basal que actia como substrato para el
crecimiento epitelial, por sus caracteristicas similares a las de la membrana

basal corneal (5).



Uno de los componentes de la membrana basal corneal es la laminina, sin
embargo, existen varias isoformas de laminina en la membrana amniotica que
no estan presentes en la membrana basal de la cérnea, las cuales favorecen la
rapida adhesion y propagacion de células epiteliales corneales(6). La laminina-
5 contenida en la membrana amnidtica, se encuentra unida covalentemente a
la laminina-6 y con otra isoforma laminina-7. La asociacion entre estas
lamininas permite una asociacion estable de células epiteliales a la membrana

basal.

Tseng postuld que la membrana amniotica, no solo actia como membrana
basal, sino que también facilita la migracion de células epiteliales, promueve su

diferenciacién y previene apoptosis(7).

Se ha encontrado una disminucion de TGF-B con sus 3 isoformas, y su
receptor 11(3). Lo anterior podria explicar la razén por la que impide una
respuesta exagerada de fibroblastos durante la cicatrizacion en patologias
como penfigoide cicatrizal. Por lo tanto, el efecto antiproliferativo que tiene
TGF-B sobre macréfagos, células endoteliales y linfocitos T y B esta también
disminuido. Sin embargo, se ha encontrado la presencia de mRNA para IL-
1RA(antagonista de receptor para IL-1) e IL-10, los cuales son potentes

inhibidores de la inflamacion. 8

Todas las células epiteliales amnidticas, expresan Trombospondina-1,
endostatina e inhibidores de metaloproteasas, que tienen efecto

antiangiogénico(9).

Se ha demostrado que después de 2 meses de criopreservacion, al menos
50% de células amnidticas son viables y capaces de proliferar. Después de 18
meses no hay supervivencia celular(10). Con lo que se sustenta que la
viabilidad de los componentes celulares de la membrana amniética, no son
esenciales para su efectividad. De lo que podemos sugerir que la viabilidad
celular no es indispensable para el funcionamiento de la membrana amnidtica,
se infiere que se puede prescindir del epitelio amniotico y las substancias que

secreta.



Por lo tanto, el promotor de epitelizacion, podria tener su origen en un
componente estuctural de la membrana amnidtica por el que tiene afinidad el

epitelio corneal.

Entre los componentes estructurales exclusivos de la membrana amnidtica se
encuentra la laminina, unida covalentemente a otras dos isoformas (6). El
epitelio corneal y conjuntival tiene receptores para laminina, conocido como
Galectina, considerado como la principal protiina no perteneciente al grupo de

integrinas, que actua como receptor para laminina celular(11).

La Galectina pertenece al grupo de las lectinas que son una clase de proteinas
de adhesion que reconocen residuos de oligosacaridos especificos (mucinas)
que se muestran sobre la superficie celular. Estas lectinas se enlazan
principalmente a residuos de hidratos de carbono en las cadenas laterales de
mucina(12). Se clasifican en cinco categorias: tipo C, tipo |, tipo P, galectinas y

pentraxinas.

Funcionalmente, se piensa que las galectinas tienen un papel bioldgico crucial
en el reconocimiento de ligandos de hidratos de carbono en compartimentos
intra y extracelulares y glicoproteinas de la matriz extracelular, lo cual
contribuye a interacciones célula-célula y célula-matriz, regulacién de

crecimiento celular y apoptosis(11).

La Galectina-3 es una proteina de 29-35 kDa, que es secretada y expresada
por varios tipos celulares, especialmente monocitos, macrofagos, células
cebadas, y células epiteliales, incluyendo al epitelio corneal. Es un mitégeno
capaz de estimular la proliferacién de fibroblastos, con estimulacién paracrina,
a través de interaccion con glucoconjugados de la superficie celular. Los
glucoconjugados representan un importante componente de la superficie
celular y no hay datos al respecto de glucoligandos reactivos a galectina-3 en la

superficie epitelial ocular.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Se desconoce el componente estructural especifico de la membrana amniética
que promueve la proliferacion de células epiteliales corneales. Aunque se ha
usado ampliamente en cirugia ocular, unicamente se proponen teorias para

determinar este mecanismo.

HIPOTESIS:

Hipétesis alterna
Los componentes estructurales de la membrana amnidtica son un factor

promotor de la proliferacion de células epiteliales corneales

Hipotesis nula
Los componentes estructurales de la membrana amnidtica no tienen efecto

sobre el crecimiento de las células epiteliales

OBJETIVO GENERAL.:

Determinar el componente estructural responsable de la proliferacién de células

epiteliales en el uso de membrana amnidtica

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Evaluar proliferacién celular en presencia de estroma de membrana

amnidtica

2. Medir proliferacion celular en presencia de componentes estructurales de

membrana amnidtica por separado



MATERIAL Y METODOS:

1. Obtencidon de membrana amniotica bajo condiciones de esterilidad, a
través del Instituto Nacional de Perinatologia, se lavé con antibiéticos de
amplio espectro, y se colocé en DMEM vy glicerol v/v (glicerol al 50% en
Dulbeco’s Modified Eagle Medium). Las piezas obtenidas se colocaron

en papel de nitrocelulosa con epitelio hacia arriba. Los fragmentos

obtenidos se ultracongelaron a -80 ° (Figura 2).

Figura 2. En la figura de la izquierda se observa la separacién del amnios
del corion. En la figura de la derecha se observa la colocacion de la
membrana amniética sobre el papel de nitrocelulosa, epitelio hacia arriba.

Nétese que todo el procedimiento se realizé en condiciones de esterilidad.

2. Obtencion de células madre de rodetes obtenidos durante cirugias de
transplante de cérnea realizadas en el Instituto de Oftalmologia Conde
de Valenciana y cultivo de las mismas en medio selectivo

(Keratyonocyte Serum Free Medium) (Fig 3)



Figura 3. Microfotografia por microscopio invertido con contraste de fases. En
la figura de la izquierda se observan células epiteliales limbales a 200x y en la

figura de la derecha se observan células epitelilales limbales 400x.

3. Tincién intracelular con CFSE (5-carboxyfluorescein diacetate
succinimidyl ester). Para determinar la proliferacién celular, se incubaron
las células con 0.5 mM de CFSE durante 15 min a temperatura ambiente
en la oscuridad. Se pard la reaccion con medio suplementado con suero
fetal bovino. Las células marcadas se cultivaron por 96 h con diferentes

estimulos. Fueron cosechadas y analizadas mediante citometria de flujo.

4. Realizacién de cultivos de células madre (1x10°) durante 96 horas con

4.1  Membrana amnidtica

4.2  Acido hialurénico 0.1 mg/mL
4.3 Fibronectina 0.03 mg/mL
44 Laminina 0.007 mg/mL

4.5 Plastico



RESULTADOS:

Se realizaron cultivos celulares por triplicado con los diferentes componentes,
mediante el analisis con citometria de flujo obtuvimos graficas como las siguientes,
en el eje de las X se mide la concentracion de CSFE (5-carboxyfluorescein
diacetate succinimidyl ester) y en el eje de las Y el numero de eventos. En M1, se
determinaron las células sin mitosis; en M2 las células con una mitosis; en M3 las

células con 2 mitosis; en M4 las células con tres mitosis.
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Grafica 1. Citometria de flujo de cultivo en plastico
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Grafica 2. Citometria de flujo de cultivo con fibronectina
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Tabla 1. Porcentaje de células sin mitosis
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Tabla 2. Porcentaje de células con 1 mitosis
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Tabla 3. Porcentaje de células con 2 mitosis
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Tabla 4. Porcentaje de células con 3 mitosis

Se encontré un mayor numero de células sin mitosis en los cultivos con membrana
amniodtica y en plastico, la mayor cantidad de células con una mitosis fue para los

cultivos realizados con laminina y acido hialurénico.

La membrana amniética presenté un mayor porcentaje de células con dos mitosis,

y disminuye de manera importante para la tercer mitosis.

Se demostré una gran cantidad de células con tres mitosis en los cultivos

realizados con fibronectina seguido de plastico.



CONCLUSIONES

La membrana amnidtica ha demostrado ser util en la reconstruccion de la
superficie ocular, se le han atribuido multiples efectos como antiinflamatorio,

antiangiogénico, inhibidor de fibroblastos y actuar como substrato celular.

En este estudio encontramos que la membrana amniética es buena promotora
de proliferacion celular, sobretodo para la segunda mitosis de las células
preexistentes, sin embargo, algunos de sus componentes estructurales por

separado demostraron un comportamiento global similar.

La fibronectina obtuvo una mayor cantidad de células con 3 mitosis de manera
significativa, esto nos habla de ser un buen promotor para la proliferacion

celular.
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