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RESUMEN

Uno de los campos de la medicina que mas expectativas ha despertado en los
ultimos afios es la investigacion con células madre. Las actuales fuentes de obtencion de
estas células plantean muchos problemas, tanto éticos como técnicos por lo que el
hallazgo de otras opciones que no acarreen dichos inconvenientes, sea de facil acceso sin
que suponga ningun riesgo para el donante y provean un material suficiente y numeroso;
han proporcionado grandes progresos en este &mbito. Una nueva fuente que cumple con
todos estos requisitos es la membrana amnidtica humana, la cual es un tejido descartable
que se compone de una sola capa de células epiteliales, una membrana basal gruesa y un
estroma avascular; con dos poblaciones celulares con caracteristicas de células madre.
Las mismas no presentan mutaciones somaticas y son inmaduras desde el punto de vista
inmunologico, favoreciendo la compatibilidad.

Diversos estudios hacen referencia a la potencialidad de diferenciacion de estas
células hacia linajes de origen mesodérmico como el condrogénico, mediante el
suministro de nichos o microambientes particulares in vitro que pueden dar respuesta en
un futuro al establecimiento de técnicas para el abordaje terapéutico de patologias
asociadas al cartilago, ya que debido al comportamiento de los condrocitos en
condiciones de cultivo donde existe un proceso de desdiferenciacion, son poco viables
para la produccion de este tejido por bioingenieria.

Basandonos en lo anterior y en los antecedentes de la aplicacion de la Membrana
Amniotica Humana como biosustrato, que facilita la proliferacion y el mantenimiento del
fenotipo de los condrocitos luego de métodos de criopreservacion, el objetivo de éste

trabajo fue determinar el potencial de diferenciacion condrogénica de las células epiteliales



provenientes de la membrana amnidtica humana. Para ello, se aislaron y establecieron
cultivos primarios de células epiteliales provenientes de la Membrana Amni6tica Humana
para luego subcultivar en sistemas en monocapa y sobre el estroma de la Membrana
Amniodtica Humana como sistema tridimensional, que permitieron posteriormente realizar
los ensayos de diferenciacion con el uso de un medio inductor condrogénico. La induccioén
hacia el linaje condrogénico se evalud mediante técnicas histoquimicas como Azul de
Toluidina y Azul Alcian pH 2,5. Nuestros resultados indican que bajo los sistemas de
cultivos empleados se observa una diferenciacion de las células epiteliales, ya que se
demostr6 en mayor o menor medida la presencia de componentes de Matriz extracelular
cartilaginosa como Glicosaminglicanos &acidos y Proteoglicanos, siendo importante el
contacto célula — célula, célula — matriz y la accion de factores solubles especificos para el

mantenimiento de las células, estimulacion de su proliferacion y biosintesis de matriz.

Palabras claves: membrana amnioética, células epiteliales, induccion, condrogénico.
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1. INTRODUCCION
La medicina regenerativa actualmente estd enfocada en desarrollar nuevas
aplicaciones clinicas destinadas al reemplazo de células y tejidos que lleven, posteriormente,
a la restauracion de la funcion normal de los 6rganos humanos. En este campo, la membrana
amnidtica, asi como el cordon umbilical y el liquido amnidtico, estdn emergiendo como una
fuente inmensamente valiosa de células madre y progenitoras de facil obtencion que son
consideradas como una posible herramienta terapéutica para el manejo de diversas

enfermedades cronicas (Stoltz y col., 2015; Parolini y col., 2010, Fanti y col., 2017).

Uno de los tejidos cuyo deterioro estd directamente relacionado con la edad es el
cartilago hialino, el cual debido a su naturaleza hipocelular y avascular, posee una baja tasa
reparativa experimentando con frecuencia una degeneracion considerable que a menudo
avanza a patologias articulares como la osteoartritis, donde la pérdida progresiva del cartilago
articular da paso a una mayor formacion del hueso subcondral causando discapacidad (Jin 'y
col., 2007; Diaz — Prado y col., 2010b). Esta caracteristica del tejido y la serie de dificultades
intrinsecas relacionadas con el rendimiento limitado y los cambios en el fenotipo celular de
los condrocitos autdlogos producto de las técnicas de cultivo in vitro que se han encontrado
en los tratamientos probados hasta la fecha, lo hacen un gran candidato para un enfoque de

medicina regenerativa (Dale y Forsyth, 2018).

El cartilago es un tejido conectivo que carece de nervios, vasos sanguineos y
linfaticos; y se nutre del liquido sinovial, por un mecanismo de difusion que se realiza durante
los movimientos articulares (Garcia, 2012b). Su funcidn se basa en proveer sostén, siendo
una estructura fuerte y flexible que ademas ofrece poca resistencia a la presion, permitiendo

el movimiento libre de los huesos a nivel de las articulaciones y sirviendo como precursor de



los huesos largos del organismo. Principalmente esta compuesto por condrocitos, que son
células especializadas que sintetizan y mantienen la abundante matriz extracelular (MEC)
que se encarga de retener los factores de crecimiento que modulan la proliferacion celular.
La MEC del cartilago presenta una gran proporcion de macromoléculas estructurales y una
sustancia fundamental constituida en general por agua, minerales y sustancias inorganicas

(Paniagua y col., 2002).

Las macromoléculas estructurales del cartilago se clasifican en 3 grandes grupos:
fibras de colagenos, los proteoglucanos (PG) y proteinas multiadhesivas. Las fibras de
colagenos incluyen las de tipo VI, IX, X, XI y II, siendo este tltimo el de mayor abundancia
en el tejido cartilaginoso representando hasta un 95% aproximadamente del total de colageno.
Los colagenos tipo IX y XI se encuentran asociados al tipo II formando la matriz de fibrillas
donde se encuentran atrapadas otras moléculas como los PG. El coldgeno tipo VI conecta los
condrocitos con su MEC circundante, mientras que el coldgeno tipo X participa en el proceso
de mineralizacion. Entre los PG del cartilago se encuentran el agrecan, el sindecano, la
decorina y el perlecan, los cuales constan de un nucleo de proteina unido covalentemente a
una o mas cadenas laterales de glucosaminoglicanos (GAGs) que son polisacaridos con
abundancia de cargas negativas debido a los grupos amino, carboxilato o sulfato, permitiendo
la difusion de sustancias nutritivas desde los vasos sanguineos del tejido conectivo
circundante. Los GAGs mas representativos dentro del tejido cartilaginoso son el
Hialuronano o 4cido hialurénico, el Condroitin sulfato, el Heparan sulfato y el Queratan
sulfato. Existen otras proteinas denominadas proteinas multiadhesivas que desempefian un
papel importante en la estabilizacion de la MEC y su vinculacion con la superficie celular

tales como la fibronectina que tiene a su cargo la adhesion y migracion celular y la ancorina



CII que actiia como receptora del colageno y de proteinas de fijacion de los condrocitos (Ross

y Pawlina, 2007; Sanchis, 2009 citado por Sandoval, 2012).

Este tipo de tejido se forma a partir de las células mesenquimaticas
condroprogenitoras provenientes del mesodermo dorsal somitico que por accion de diversos
factores paracrinos, activacion de factores de transcripcion y facilitado por la alta densidad
de células, desencadena la diferenciacion de dichas células en condroblastos, los cuales se
van separando progresivamente conforme depositan matriz cartilaginosa a su alrededor y al
quedar rodeados completamente reciben el nombre de condrocitos. La region mas proxima
al condrocito es un espacio denominado condroplasto, el cual es una laguna en la que se
mantiene cada célula o conjunto de células, el interior de esta zona es llamado capsula o
matriz territorial y a medida que la matriz se aleja del condrocito esta zona recibe el nombre
de matriz interterritorial, diferencidndose de la anterior por su baja concentraciéon de PG

(Ross y Pawlina, 2007).

Su crecimiento ocurre mediante dos tipos de mecanismos: El primero es el
crecimiento aposicional, el cual se da a partir de la capa interna del pericondrio generando
de manera continua nuevas capas de cartilago y la aposicion de estas capas sucesivas de
células diferenciadas en condroblastos y su respectiva MEC generan un crecimiento hacia el
exterior; el segundo es el crecimiento intersticial, donde los condrocitos se disponen en
pequetios nidos celulares llamados grupos isdgenos formados luego de varias divisiones
mitdticas de un Gnico condrocito y los cuales dependiendo de la direccion en la cual ocurren
estas divisiones, se denominan grupos axiales (lineal) o coronarios (radial). Cuando el

cartilago madura hay una pérdida de las células progenitoras y los nuevos condrocitos pierden



la capacidad de migrar, proliferar y participar en una respuesta reparadora por lo que la

terapia con células madre toma gran importancia en la medicina regenerativa del cartilago.

Las células madre pueden ser aisladas de diversos tejidos y presentar diferentes
potenciales de regeneracion. Estas son células indiferenciadas, que tienen capacidad de auto-
renovacion durante toda la vida de un individuo y bajo condiciones apropiadas o sefales del
microambiente pueden dar origen a células hijas capaces de diferenciarse a distintos tipos
celulares con caracteristicas morfoldgicas y funcionales especializadas (Watt y Hogan, 2000;
Ivanova y col., 2002). Segtin su potencial de diferenciacion, las células madre pueden ser:
totipotentes como es el caso del cigoto y las células resultantes de las primeras divisiones
embrionarias hasta un estadio de division de ocho (8) células, las cuales pueden generar todos
los tipos celulares de un ser completo, asi como los tejidos extra embrionarios (placenta y
anexos placentarios); pluripotentes, presentes en la masa interna del blastocisto (estadio
ubicado entre los dias 5 y 7 posteriores a la fertilizacion), pueden dar origen a las células de
las tres capas embrionarias (ectodermo, mesodermo y endodermo) incluyendo a las células
germinales, pero no poseen el potencial necesario para originar un individuo completo;
multipotentes, las cuales se encuentran en el tejido adulto y tienen la capacidad de generar
células restringidas a su misma capa embrionaria como por ejemplo células provenientes de
la médula dsea, intestino, tejido adiposo, pulpa dental, entre otros; y unipotentes que s6lo
dan origen a células de una linea celular como por ejemplo las células madre
espermatogonicas (Smith, 2006). Otro tipo de células madre son las células madre
pluripotentes inducidas (iPSC del inglés induced Pluripotent Stem Cells), las cuales se
obtuvieron experimentalmente a partir de células de raton (Takahashi y Yamanaka, 2006) y

posteriormente de células humanas (Takahashi y col., 2007), basandose en la induccion de la



expresion de varios genes exdgenos, tales como Oct4, Sox2, c-Myc y Klf4, que son capaces
de des-diferenciar o reprogramar células adultas diferenciadas convirtiéndolas en una célula

madre con caracteristicas pluripotenciales.

También pueden clasificarse dependiendo de la fuente de obtencion u origen, es decir,
pueden provenir del embridon o de un organismo adulto y ser denominadas células madre
embrionarias (CME) o células madre adultas (CMA), respectivamente. Las embrionarias, son
células pluripotentes que pueden ser obtenidas a partir de las primeras etapas de formacion
del embrion, especificamente de la masa celular interna del blastocisto en el estadio de
embrion pre implantado (Prosper y col., 2006); mientras que las células madre adultas o
somaticas estdn involucradas en el mantenimiento y reemplazo de las células diferenciadas
dentro del propio tejido de origen como consecuencia de la renovacion fisioldgica. A pesar
de ser dificiles de aislar y mantener en cultivo, debido a que solo viven después de un nimero
de pasajes determinados, pueden ser obtenidas directamente del paciente y por lo tanto son

inmunolégicamente compatibles (Toda y col., 2007; Bianco y col., 2008).

Desde el inicio de la terapia celular, la Médula Osea (MO) se ha considerado la fuente
mas importante de CMA. De este tejido es posible obtener al menos dos poblaciones de
células madre: células madre hematopoyéticas (HSC del inglés Human Stem Cells) y células
madre mesenquimales (MSC del inglés Mesenchymal Stem Cell), las cuales representan los
tipos celulares mejor caracterizados y mas utilizados en los ensayos pre-clinicos y clinicos.
No obstante, debido a la dificultad de expansion, bajo rendimiento y al aparente compromiso
de su potencial proliferativo relacionado con la edad avanzada y el estado de enfermedad del
donante, su utilidad ha resultado limitada para una aplicacion clinica amplia (Garcia, 2012a).

Por estas razones, la investigacion se ha centrado en la identificacion de nuevas fuentes de



células madre que estén disponibles en abundancia, sean faciles de obtener, seguras para el
donante y que no presenten rechazo en un receptor. Una nueva fuente que responde
favorablemente con estos requisitos es la placenta humana, ademas de que al ser expulsada
luego del nacimiento la convierte en un material de descarte, disminuyendo los conflictos

éticos (Di Germanio y col., 2016).

La placenta es un 6rgano materno — fetal caracteristico de los mamiferos, y esta
involucrada en el mantenimiento de la tolerancia del feto, al mismo tiempo permite la
absorcion de nutrientes y el intercambio gaseoso con la madre (Parolini y col., 2010). De
acuerdo al primer taller internacional sobre cé¢lulas madre derivadas de la placenta en 2007,
la misma es de forma discoide con un didmetro de 15-20 cm, un espesor de 2-3 cm y esta
constituida por dos capas: la placa corionica de origen fetal que estd orientada hacia la
cavidad amnioética, y esta integrada por el amnios y el coridn, y la placa basal formada por la

decidua (basal y parietal) de origen materno (Figura 1).
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Figura 1. Membranas fetales humanas al término de una gestacion normal. Tomado de
Murube (2006) y modificado por Nieves (2016).

La membrana amniotica (MA) o amnios es una membrana traslucida compuesta por
un epitelio amnidtico el cual forma un tapizado simple y continuo de células cilindricas,
cuboidales o planas en contacto con el liquido amni6tico, que reposa sobre una lamina basal
bien definida compuesta de una malla de fibras de colagenos tipo IIl y IV, asi como
glicoproteinas (laminina, nidogen y fibronectina). Esta a su vez se ubica sobre un estroma de
tejido conectivo avascular denominado mesodermo amnidtico, probablemente la mas fuerte
de todas las capas amnidticas, compuesta de fibronectina, coldgeno intersticial tipo I y III
dispuestos en forma de haces paralelos, y coldgeno tipo V y VI que forman conexiones
filamentosas entre el coldgeno intersticial y la membrana basal. Es en ésta capa donde se
ubican las células estromales de tipo fibroblastos denominadas mesenquimales y son

separadas del corion por una capa esponjosa, rica en elastina, proteoglicanos hidratados



(especialmente perlecan), glicoproteinas que absorben agua, y fibras de colageno,
predominantemente tipo 111, organizadas laxamente (Garcia, 2012a). La membrana amnidtica
humana (MAH) contiene dos tipos de células de diferentes origenes embrioldgicos, que
muestran ciertas propiedades caracteristicas de las células madre: las células epiteliales
amnioticas humanas (CEMAH) del ectodermo embrionario y las células mesenquimales del
estroma de amnios humano (CMMAH) del mesodermo embrionario.

Diversas investigaciones indican que las CEMAH expresan marcadores moleculares
de células madre con capacidad de diferenciarse hacia linajes de las tres capas germinales
(Tabla 1), tales como Oct-4, la proteina Sox-2 y Nanog, ademds de antigenos de rechazo
tumoral TRA-1-60 y TRA-1-81. Las CEMAH también expresan de forma heterogénea
marcadores de superficie y factores de transcripcion asociados con las Células madre
embrionaria (CME), entre los que se encuentran SSEA-4 y SSEA-3, debido a que provienen
del epiblasto embrionario que se forma producto de la division de la masa interna del
blastocisto entre 8-9 dias posterior a la fecundacion (Gilbert, 2005). Asi mismo, expresan
marcadores comunes a las células madre mesenquimales como CD90, CD44 y CD166 que
sugiere que ambas poblaciones tienen inmunofenotipo similar, aunque se diferencian en el

rendimiento de las células obtenidas (Diaz-Prado y col., 2011).



Tabla 1. Marcadores y factores de transcripcion presentes en las células madre embrionarias
expresados por las CEMAH.

Marcadores Referencias Bibliograficas

-De superficie: SSEA-3, SSEA-4, TRA 1-
60, TRA 1-81, ABCG2/BCRP, CD?9,

CD24, CD29, CD73, CD90, CD166, (Miki y col., 2006; Miki y col., 2005;

CD44, E-cadherina, Integrina 0-6, c-Met Ilancheran y col., 2007; Matusbara y col.,
(receptor de HGF). 2004)
-Factores de transcripcion: Oct-4, Sox-2,

Nanog y Rex-1.

Una de las ventajas del uso de éstas células es que no forman teratomas, ademas de
la facilidad y alto rendimiento de obtencion senaldandose aislamientos de mas de 100 millones
de células epiteliales por amnios (Miki y col., 2005; Ilancheran y col., 2007) o de 6.3+1.4x10
6 células por gramo de tejido humedo (Bilic y col., 2008), asi como la capacidad proliferativa

sin la necesidad de un segundo tipo celular que actiie como una capa alimentadora.

Las CEMAH también expresan citoqueratinas (CK), que son filamentos intermedios
tipo I y II de naturaleza proteica que se encuentran en el cito-esqueleto intracitoplasmatico
de las células epiteliales (Ilancheran y col., 2009; Miki y Strom, 2006). Segun algunos
investigadores, la mayoria de las CEMAH también expresa vimentina, una proteina
filamento intermedio tipo III, usualmente presente en las células estromales y en los
precursores neuronales (Parolini y col., 2010; Ilancheran y col., 2007; Sakuragawa y col.,
1995). Otro aspecto que hace a las CEMAH atractivas para posibles terapias es su baja
antigenicidad, teniendo una baja expresion de antigenos leucocitarios humanos, HLA clase I

y Il en su superficie (Sakuragawa y col., 1995). Dichas moléculas tienen la funcién de inducir



la respuesta inmunoldgica lo cual explica, la baja inmunogenicidad de la membrana
amnidtica que, sumado a sus propiedades anti-inflamatorias y anti-bacterianas, ha permitido

su uso como sustrato en la ingenieria de tejidos.

En condiciones in vivo, la diferenciacion de las células madre estd influenciado por
un microambiente especializado denominado nicho de la célula madre, el cual es el entorno
que contiene los diversos factores y componentes necesarios para su mantenimiento,
proliferacion y metabolismo. Estos factores son producidos y secretados de forma natural y
pueden tener un efecto estimulador o inhibitorio, actuando sobre receptores diana por
distintas vias: endocrina, en donde participa una molécula transmisora que es transportada
por la circulacion para actuar sobre una célula diana alejada; paracrina, la cual viene mediada
por una molécula transmisora de sefiales que actiia sobre una célula vecina; y autocrina, en
donde una célula responde a una molécula transmisora de sefiales que ella misma ha

producido (Lodish y col., 2005).

Al conocerse el mecanismo de accion de algunos factores en la diferenciacion celular,
son utilizados en los medios inductores de cultivo. En los medios de diferenciacion
condrogénica los factores de crecimiento de la superfamilia del Transforming Growth Factor
Beta (TGF-B) son ampliamente utilizados in vitro debido a que desempeflan un papel
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis tanto del hueso subcondral como del
cartilago articular (Zhen y Cao, 2014). Diversos estudios han mostrado que los TGF-3 son
capaces de inducir la diferenciacion de las CME a condrocitos, estimular su proliferacion,
aumentar la expresion de proteoglicanos, fibronectina, coldgeno tipo Il y XI, N- Cadherina,
tenascina y decorina, principales componentes de la MEC, e inhibir la osificacion

endocondral (Mazor y col., 2014). Ademds, ayudan a mantener el fenotipo durante la



diferenciacion condrogénica gracias a su capacidad de inducir la sintesis de Colageno tipo II
y PG en condrocitos primarios, siendo TGF-B1 y TGF-B3 los representantes mas destacados

(Demoor y col., 2014).

De igual manera, la Dexametasona es un glucocorticoide sintético utilizado en los
procesos de diferenciacion celular hacia el linaje cartilaginoso, ya que mejora la
condrogénesis asi como también los efectos estimulantes de TGF-f; del mismo modo que la
insulina, una hormona polipeptidica que estimula la incorporacion de aminoacidos a la célula
6sea y la sintesis de colageno (Sanchez y col., 2006). El acido ascorbico, esta relacionado
con la estimulacion de la sintesis de matriz extracelular (MEC) principalmente la secrecion
de procoldgeno y su conversion a colageno (Portal, 2009 citado por Marquez, 2012); y las
proteinas morfogenéticas del hueso (BMP) que regulan la proliferacion y maduracion de los
condrocitos y mejora los efectos estimulantes del TGF-p, entre otros efectos (Mahmoudifar

y Doran, 2012).

Para las estrategias de ingenieria de tejidos, las células generalmente se combinan con
factores inductivos y un sustrato como soporte. Se han descrito varias propiedades benéficas
de la MAH incluyendo sus efectos anti-inflamatorios, anti-cicatrices, anti-fibroticos o de
reduccion del dolor (Dua y col., 2004; Ganatra 2003; Gomes y col., 2005; Ricciy col., 2013),
representando un tejido que estd bien establecido como biomaterial en areas como por

ejemplo, la oftdlmica y la cirugia plastica.

Particularmente el uso de biomatrices en la ingenieria de tejido del cartilago ha
brindado la posibilidad de simular de alguna manera la arquitectura del tejido y las
condiciones “in vivo”, permitiendo ubicar las células espacialmente y retener sus funciones,

lo cual resulta importante en la induccion de la expresion de un fenotipo, pues entran en juego



la accion de fuerzas quimicas y mecanicas como la difusion y la tension, ademads de afectar
el comportamiento celular por medio de las interacciones MEC - célula y alterando las
interacciones célula — célula (Merentes, 2009). Las propiedades mecénicas y bioldgicas de
los biomateriales afectan significativamente a la condrogénesis y al mantenimiento a largo
plazo de la integridad estructural del tejido de nueva formacion (Fuentes-Boquete y col.,
2008), por lo que estos deberian presentar las siguientes caracteristicas (Demoor y col.,

2014):

e Biocompatibles para minimizar, en la medida de lo posible, la respuesta inmune y ser
capaces de integrarse con el tejido adyacente.

e Biodegradables. Se debera reabsorber de manera gradual y simultanea al crecimiento
celular y tisular.

e Porosos para permitir la migracion celular y proporcionar un nicho para el
intercambio de nutrientes a las células.

e Estructural y mecénicamente estables para soportar cargas y deformaciones sin
pérdida de volumen.

En general, los biomateriales pueden dividirse en dos grandes grupos segun la
naturaleza de su procedencia: naturales o sintéticos. Por una parte, los biomateriales naturales
suelen tener una magnifica biocompatibilidad, lo que permite que las células se integren y
crezcan con una excelente viabilidad. Sin embargo, el principal problema radica en su

limitada estabilidad mecénica y fisica (Musumeci, 2014).

En este sentido, la MAH, al tener abundantes componentes naturales del cartilago en

su capa estromal, que son importantes en la regulacion y el mantenimiento del metabolismo



de condrocitos normales, ha sido empleada como un andamio natural en fresco (denudada) y

criopreservada para la ingenieria de tejidos del cartilago.

Los métodos utilizados para la esterilizacién/conservacion de los tejidos, alteran de
una manera u otra las caracteristicas del mismo (Parolini y col., 2008) por lo que es basico el
uso de agentes protectores de la congelacion para evitar la formacion de cristales que dafien
irreversiblemente el citoplasma celular (Freshney, 2010). Perepelkin y col. (2016);
Yazdanpanah y col. (2015) y Tanaka y Demirci (2016) evaluaron la MAH luego de someterse
a la criopreservacion obteniendo que ademads de preservar la membrana basal importante para
la curaciéon de las heridas en la terapia conjuntival, también mantiene su actividad
modulatoria sobre la angiogénesis y una viabilidad celular del 63%, la cual se encuentra
dentro del rango de viabilidad reportado por Lindenmair y col. (2014) para la MAH en fresco

siendo de 43 a 72%.

Debido al comportamiento de los condrocitos mantenidos en cultivo, donde se ha
observado que a partir del segundo pasaje, pierden su morfologia caracteristica, ocurriendo
un proceso de desdiferenciacion (Marquez, 2009; Sandoval, 2012) y los antecedentes de la
aplicaciéon de la MAH como biosustrato observandose que facilita la proliferacion y el
mantenimiento del fenotipo de los condrocitos asi como su alta viabilidad celular luego de
métodos para la conservacion de la misma, es de nuestro interés emplear el uso de factores
inductores condrogénicos combinado con el uso del estroma de la MAH como andamio
celular ya que de ésta manera se puede simular un microambiente natural que permita evaluar
si la diferenciacion condrogénica de las CEMAH se mantiene por un tiempo mayor al
fenotipo de los condrocitos cultivados en monocapa, pudiéndose emplear como alternativa

en la medicina regenerativa del cartilago al poseer éstas células una mayor tasa proliferativa.



2. ANTECEDENTES
Desde los primeros estudios de células madre obtenidas de la membrana amnidtica se ha
avanzado mucho en el conocimiento de las caracteristicas de estas células, sus métodos de

obtencidn y procesamiento, asi como de su potencialidad.

Debido a la facilidad de aislamiento de las células, y la disponibilidad de la placenta como
material de desecho, el amnios es una fuente potencialmente 1util y no controversial de las
células necesarias para el trasplante y la medicina regenerativa (Parolini y col., 2008). Existen
diferentes métodos de aislamiento de las CEMAH pero usualmente comienzan con la
separacion manual de la MA del coridon subyacente donde luego es sometida a soluciones de
dispasa, hialuronidasas, y/o tripsina-EDTA a distintas concentraciones y tiempos de
incubacion (Tabla 2), con lo que se han sehalado aislamientos de més de 100 millones de
células epiteliales por amnios (Miki y col., 2005; Ilancheran y col., 2007; Gottipamula y

Sridhar, 2018) o de 6.3+1.4x10° células por gramo de tejido humedo (Bilic y col., 2008).

Diferentes investigadores han realizado diversas evaluaciones de las propiedades de las
células epiteliales aisladas de la MA. Entre ellos, Tamagawa y col. (2004) quienes fueron los
primeros en describir su caracteristica de pluripotencialidad al crear quimeras xenogénicas
in vitro con células aisladas del amnios (epiteliales y mesenquimales) y células embrionarias
de raton. Las colonias aisladas provenientes del cultivo primario y marcadas con una proteina
fluorescente mediante una transfeccion in vitro, fueron incubadas con las células madre
embrionarias para la formacion de cuerpos embrioides donde obtuvieron fluorescencia
positiva para cada uno de los primordios de 6rganos (higado, tubo neural, corazon,
vasos sanguineos y cartilago fetal), lo cual demuestra la contribucion de las células humanas

a la formacion de células de las tres capas germinales (endodermo, ectodermo y mesodermo).



Tabla 2. Metodologias empleadas en el aislamiento de las CEMAH. Tomado de Garcia
(2012a) y modificado por Nieves (2018).

Temperatura y

Autor Digestion enzimatica tiempo de digestion
Miki y col. 2005 Tripsina/EDTA 0.05% 40 min a 37°C
7 min 37°C
Ilancheran y col. 2007 Dispasa 2.4U/ml; Tripsina 0.25% 20 min a 37°C con
agitacion
20 min 37°C

Whittle y col. 2000

Tripsina 0.25%

agitacion por 30 min

Tripsina 0.25%; Dispasa 3 min a 37°C
Bilic y col. 2008 1.2 U/ml con raspado de la superficie
epitelial 60 min a 37°C
) Hialuronidasa 0.03%; DNAasa 0.025%; (1%) 30 mina 37°C
Wei y col. 2003 Tripsina 0.25%
p 270 (2°)30 min a 37°C
Tripsina 0.25% con raspado de la capa 20 ina 37°C

Sakuragawa y col. 1995

esponjosa

Estudios posteriores indicaron que la diferenciacion hacia células derivadas de las tres

capas germinales de CEMAH puede ser dirigido bajo condiciones apropiadas de cultivo y en

presencia de los inductores adecuados en experimentos in vitro: ectodermo (neuronas, y

células gliales) (Kakishita y col., 2003; Miki y col., 2005; Ilancheran y col., 2007; Marquez

y Nieves, 2016), endodermo (hepatocitos, células pancredticas) (Miki y col., 2005;

Portmann-Lanz y col., 2006; Takashima y col., 2004; Kakishita y col., 2003; Fanti y col.,

2017) y mesodermo (osteocitos, adipocitos, cardiomiocitos, miocitos) (Ilancheran y col.,

2007; Miki y col., 2005; Centurione y col., 2018; Lange-Consiglio y col., 2011). En el caso




de la diferenciacion hacia linajes condrogénico, los medios inductores contienen
principalmente una base de medio DMEM-F12, Suero Fetal Bovino (SFB), 6.25 g/ml
insulina, 10 ng/ml TGF-f y 50 ng/ml &cido ascorbico, los cuales han sido utilizado en los
ensayos de diferenciacion condrogénica en células mesenquimales provenientes de la
membrana amnidtica humana y el corion (Parolini y col., 2008, Portmann-Lanz y col., 2006)
y del amnios de conejo y de bufalo (Borghesi y col., 2017; Ghosh y col., 2015), cuyos
protocolos indican una duracion de 3 semanas para lograr la diferenciacion a células

condrociticas.

Con base a esto, en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores del
Instituto de Biologia Experimental (IBE) de la Facultad de Ciencias de la UCV, han sido
estandarizados y utilizados medios inductores condrogénicos sin presencia de factores como
el TGF en células mesenquimales provenientes de la membrana amnidtica humana (Lopez,
2014), del amnios de raton (Meyer, 2012), de la gelatina de Wharton (Araos, 2009) y del
tejido adiposo (Sandoval, 2012), obteniendo de igual manera cambios morfologicos
acompafiados de sintesis de componentes de MEC evaluados mediante técnicas
histoquimicas como el Azul de Toluidina, Azul Alcian y Safranina O, que sugieren una

diferenciacion a células condrociticas.

Pocos investigadores han reportado una diferenciacion exitosa de las células epiteliales
amnidticas hacia el linaje condrogénico. Diaz-Prado y colaboradores (2010a), aislaron,
caracterizaron fenotipicamente las células derivadas de la MAH y analizaron su
diferenciacion in vitro hacia el linaje condrogénico ademas del adipogénico y osteogénico en
sistemas de micromasas mediante inmunohistoquimica de las moléculas caracteristicas del

cartilago hialino. Sus resultados indican que ambas poblaciones celulares eran capaces de



diferenciarse (CMMAH con mayor potencial que CEMAH), presentando una expresion

similar de marcadores de superficie de progenitores mesenquimales.

En 2011, Zhou y colaboradores evaluaron el papel de la proteina morfogenética o6sea 7
(BMP-7) en la condrogénesis de las células epiteliales amnioticas humanas en sistemas de
micromasas, conocida por favorecer la accion del TGF- que interviene en la expresion de
componentes de MEC fundamentales del cartilago. Luego de 3 semanas, los resultados
fueron evaluados mediante PCR, la coloracion histologica Azul Alcidn a pH 2,5 e hibridacion
in situ, obteniendo que las CEMAH bajo este tratamiento expresaron marcadores
correspondientes con componentes de MEC del cartilago tales como agrecano, Sox-9,

colageno tipo Il y X.

Lindenmair y colaboradores (2014) decidieron inducir la diferenciacion condrogénica de
la MAH intacta sin someterla a técnicas de criopreservacion y determinar la viabilidad de la
misma luego de 56 dias de induccién. En sus resultados lograron la identificacion
inmunohistoquimica de areas positivas para marcadores especificos de cartilago dentro de
las secciones histoldgicas ademas de obtener una viabilidad intermedia durante 4 semanas
entre 72,3 y 43,4%, siendo este el primer estudio que demuestra que tras la induccion in vitro,
el amnios humano viable expresa marcadores especificos del cartilago y acumula GAG

dentro de la biomatriz.

Debido a que solo se habian caracterizado las células epiteliales provenientes del amnios
de humanos y de equinos, Rutigliano y colaboradores (2013) aislaron y caracterizaron por
primera vez en la especie felina células madre de la porcion epitelial del amnios, dentro de
la cual realizaron ensayos de diferenciacion hacia linajes mesodérmicos y ectodérmicos para

demostrar su plasticidad. La induccion hacia el linaje condrogénico, evaluada con la



coloracion Azul Alcian e inmunohistoquimicamente, resulto positiva; ademas observaron la
co-expresion de marcadores de superficie mesenquimales infiriendo la posibilidad de estas

células de presentar espontdneamente una transicion epitelio-mesénquima.

La transicion epitelial-mesenquimal es un proceso bioldgico en el que las células
epiteliales polarizadas que normalmente interactian con su membrana basal pierden su
organizacion y las uniones intercelulares, reprograman la expresion génica y desarrollan
multiples cambios bioquimicos que las capacitan para adquirir un fenotipo mesenquimal, que
incluye cambios en los programas de sefializacion que definen la forma y organizacion del
citoesqueleto, lo que lleva a una capacidad migratoria aumentada, invasividad, resistencia a
la apoptosis y produccion elevada de componentes de la matriz extracelular (Lamouille y
col., 2014; Tiwari y col.,, 2012; Kalluri y Weinberg, 2009). El concepto inicial de
transformacion epitelial-mesenquimal lo introdujo Elizabeth Hay, quien en 1967 se percato
de su participacion en el desarrollo embrionario (Acloque y col., 2008), y hoy en dia es
asociada a 2 contextos bioldgicos adicionales como los procesos de cicatrizacion y

regeneracion tisular y con la progresion tumoral.

En este sentido, autores como Lange-Consiglio y col., (2014) y So y col., (2015) han
caracterizado esta condicion en células progenitoras amnioticas equinas, donde ocurre de
manera espontanea, y en la interaccion entre células cancerigenas y células madre
mesenquimales, respectivamente. So y colaboradores se plantearon que la transicion epitelio-
mesénquima en el microambiente tumoral estd mediada por la interaccion entre las células
cancerosas y las células madre mesenquimales humanas por lo que identificaron cuales
citocinas especificamente, pueden considerarse como potentes inductores de la transicion,

obteniendo que la expresion de interleucina 6 (IL-6) tiene un papel critico en la



transformacion epitelio-mesénquima oncogénica. Por otra parte, Lange-Consiglio y col.,
(2014) realizaron una caracterizacion glicoproteica utilizando histoquimica de lectinas donde
observaron que las células transformadas espontdneamente tienen un perfil especifico de
glucanos en la superficie celular que es distinto al perfil observado en la transicion de células

tumorales y mantenian su multipotencialidad.

En la medicina regenerativa del cartilago, el desarrollo de nuevos planteamientos se
enfoca en el uso de matrices o andamios que permitan mejorar el mantenimiento del fenotipo
tanto de los condrocitos, que en condiciones 2D de cultivo tienden a la desdiferenciacion en
células fibroblasticas, como de las células que tengan la potencialidad de diferenciarse al
linaje condrogénico. Entre algunos de los sustratos de cultivos tridimensionales mas usados
encontramos las matrices de colageno tipo I (Rosenzweig y col., 2013; Compaii, 2016;
Horbert y col., 2018), los hidrogeles de 4cido hialurénico (Zhu y col., 2016) y actualmente
la MAH, que al tener abundantes componentes estructurales del cartilago y por el bajo costo
de la preparacion de injertos a partir del amnios con muy buenos resultados clinicos, la han
convertido en una alternativa natural viable frente a otros apositos sintéticos en la ingenieria

tisular del cartilago.

Davis y col. (1910) fueron los primeros en utilizar membranas fetales (amnios y corion)
en aplicaciones clinicas, especificamente en el trasplante de piel. En oftalmologia su empleo
fue sefialado por primera vez en 1940 por De Rotth quien utilizo las membranas fetales en la

superficie ocular como un apdsito bioldgico para el tratamiento de defectos conjuntivales.

Jin y col. (2007) evaluaron la viabilidad de la MAH como portador de condrocitos
mediante la evaluacion del mantenimiento del fenotipo in vitro, asi como la regeneracion del

cartilago in vivo. Los condrocitos articulares de conejo se sembraron en el lado epitelial de



MAH intacta, en el lado basal de MAH denudada y en el lado estromal de MAH denudada.
Estas muestras de sustrato celular fueron cultivadas durante 4 semanas, examinando la
velocidad de proliferacion celular y la estabilidad fenotipica en las semanas 1 y 4. Como
resultado obtuvieron que los condrocitos tuvieron un crecimiento en monocapa en los
sustratos intacto y lado basal de la MAH denudada pero al ser cultivados sobre el lado
estromal los mismos penetraron y se diseminaron en todo el espesor de la capa estromal.
Ademas, la expresion de coldgeno tipo II aument6 gradualmente con el tiempo en el sustrato
con los condrocitos en el lado estromal, mientras que disminuy6 gradualmente en los
condrocitos sobre el lado basal o no se detectd en absoluto en el grupo de MAH intacta. Estos
resultados sugieren que la MAH denudada fue capaz de mantener el fenotipo in vitro,
aparentemente mas favorable cuando se utiliz6 el lado estromal de la MAH denudada. En
base a estos datos, esta tltima fue utilizada para cubrir el defecto osteocondral de conejo con
el lado estromal haciendo contacto y luego de realizar la tincion Safranina O apreciaron que
el area del defecto se regener6 exitosamente con cartilago hialino, indicando que la MAH
denudada podria ser una de las matrices portadoras de células ideales para la regeneracion

del cartilago.

Liu y col. (2014) también evaluaron el efecto reparador de la MAH denudada en el
defecto del cartilago articular de conejo pero esta vez como soporte de células madre
mesenquimales de medula 6sea (CMMO). Para el experimento colocaron en el area de las
lesiones el complejo MAH-CMMO en el primer grupo y MAH sola en el segundo,
observandose mediante microscopia e histologia en la semana 8 y 12 post-operatoria la
formacién de células densas similares a cartilago en el primer grupo. Posteriormente

evaluaron el nivel del defecto articular asigndndole una puntuacion de 5,31 + 0,68 en la



semana 8 y de 3,23 + 0,52 en la semana 12, indicando un buen efecto de reparacion del

defecto articular.

Para garantizar estos resultados in vivo, es necesario la conservacion de la actividad
celular (factores de crecimiento y citocinas) junto a las propiedades anti-inflamatorias, anti-
bacterial y anti-fibrogénica de la MAH en el tiempo, por tal motivo muchos autores indican
el uso de agentes protectores tales como el DMSO. Yazdanpanah y col., (2015) realizaron
una comparacion entre la MA criopreservada y sin criopreservar en la actividad de
modulacion de la angiogénesis en un modelo animal, obteniendo que después de 6 meses de

criopreservacion la respuesta en el proceso de angiogénesis fue similar a la MA en fresco.

Navarro (2013) evalu6 el uso del estroma de la MAH como biosustrato comparando dos
métodos de preservacion: criopreservacion con glicerol y la vitrificacion utilizando
etilenglicol como crioprotector. Luego de 10 dias de criopreservacion obtuvo que las
caracteristicas intrinsecas del estroma se mantenian tales como la membrana basal y la matriz
extracelular, siendo mejor la adhesion y proliferacion de las células epiteliales subcultivadas

en el estroma vitrificado.

Finalmente, en 2010b, Diaz-Prado y colaboradores evaluaron el uso potencial de la MAH
criopreservada como soporte para los condrocitos en la reparacion del cartilago en humanos.
Los condrocitos aislados del cartilago articular humano, se cultivaron sobre el lado epitelial
y estromal de la MAH, y la reparacion se evalud a las 4, 8 y 16 semanas mediante analisis
histologico. Los condrocitos cultivados en la MAH revelaron que las células crecian en la
capa estromal pero no en el lado epitelial, expresando colageno tipo II pero no tipo I, lo que
indica que después de estar en cultivo durante 3-4 semanas no habia desdiferenciacion. Los

experimentos de reparacion in vitro mostraron formaciéon de un nuevo tejido en el cartilago



OA que expresa colageno tipo II, indicando que las MAH criopreservadas se pueden usar
para apoyar la proliferacion de condrocitos para la terapia de trasplante para reparar el

cartilago OA.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar el potencial de diferenciacion condrogénica de las células epiteliales

provenientes de la membrana amniética humana.

3.2 Objetivos especificos

- Aislar las células epiteliales a partir de la membrana amnidtica.

- Establecer el cultivo en monocapa de las células epiteliales de la membrana

amnidtica y caracterizar las células mantenidas “in vitro”.

- Criopreservar el estroma de la membrana amnidtica.

- Establecer el cultivo de las células epiteliales de la membrana amniotica sobre el

estroma criopreservado.

- Inducir las células epiteliales hacia el linaje condrogénico, en los diferentes

sistemas de cultivo.

- Evaluar la diferenciacion condrogénica de las células epiteliales de la membrana

amniotica.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material biologico

Para el establecimiento del cultivo de células epiteliales de la membrana amniotica se
utilizaron placentas humanas (n=9) entre 38-40 semanas de gestacion, obtenidas mediante
cesareas electivas desde el Instituto Médico Quirturgico Dr. Jiménez Rojas por el Dr. Pedro
Hurtado, realizadas a mujeres sanas, mayores de edad, con un embarazo sin patologias
placentarias y con pruebas seroldgicas del primer trimestre negativas (Virus de
Inmunodeficiencia Adquirida - VIH, Hepatitis B — HBV, Hepatitis C — HCV vy Sifilis), bajo
consentimiento informado y con la aprobacion del Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Central de Venezuela (UCV). Las mismas fueron recolectadas
en un envase plastico previamente esterilizado y transportadas a una temperatura de 4 °C
hasta el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores del Instituto de Biologia

Experimental (IBE) de la Facultad de Ciencias.

Figura 2. Placenta humana.



4.2 Aislamiento de la membrana amnidtica humana (Navarro, 2013).

Se separ6 el amnios del corion y de la placenta de forma manual realizando un corte
transversal a nivel del cordon umbilical en condiciones de asepsia bajo una campana de flujo
laminar horizontal. Posteriormente, la membrana amnidtica fue transferida a un envase de
vidrio estéril, en donde se lavo con agitacion manual, en Solucién Buffer de Fosfato (PBS)
libre de calcio y magnesio suplementado con una mezcla al 2% de Antibidticos —
Antimicoéticos (Penicilina, Estreptomicina y Anfotericina B) + Gentamicina 100 pug/mL. Se
repitié el procedimiento 2 veces mas para luego extender la membrana sobre una placa de
Petri, eliminar restos de sangre y cortarla en secciones pequefias. Luego se realizaron tres
lavados adicionales y se fij6 una parte en Formalina neutra al 10% para su evaluacion
histologica. Se realizaron pruebas de esterilidad de las soluciones del primer, quinto y sexto
de lavado, con el objetivo de descartar la presencia de contaminacion durante la manipulacion

y procesamiento de la misma.

Figura 3. Material utilizado en el aislamiento de la MAH.



4.3 Denudacion de la membrana amnidtica humana y establecimiento de cultivos

primarios en monocapa.

Las secciones de membrana amniotica fueron incubadas en una mezcla de enzima
Dispasa II 1,2 U/mL en base de medio Ham-F12, a 4 °C por aproximadamente 18 h. Pasado
éste tiempo, los trozos de tejido se transfirieron a una placa de Petri estéril donde se
extendieron y cortaron en secciones de 4 x 4 cm aproximadamente, bajo condiciones de
asepsia. Empleando un raspador de células, se obtuvieron las células epiteliales las cuales
fueron recogidas en PBS, trasvasadas a tubos de centrifuga de 50 mL y resuspendidas
vigorosamente con la ayuda de una pipeta, para luego ser centrifugadas a 4°C y 2446,66 g
por 10 min. El taco celular obtenido se resuspendié en PBS y se filtr6 a través de una gasa
estéril, realizando varios lavados y centrifugando nuevamente en las condiciones antes
mencionadas. Una vez obtenidas las células se resuspendieron en medio nutritivo, el cual
consiste en una mezcla de medio de cultivo Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) y
medio Ham-F12 en proporcion 3:1 y suplementado con 15% de Suero Fetal de Bovino (SFB),
1% de Antibidticos — Antimicoéticos, 10 ng/mL de Factor de Crecimiento Epidermal (EGF),
2 mM de L-Glutamina y 1 mM de Piruvato de Sodio, como fuente extra de energia; y se
realizo el contaje celular. Para esto se utiliz6 el colorante de exclusion Azul de tripano asi
como un hemocitometro o camara de Neubauer (BOECO) con lo cual se obtuvo el nimero
de células viables presentes dentro del total de la poblacion celular aislada. Finalmente fueron
sembradas aproximadamente entre 1.000.000 — 5.000.000 células en placas o frascos de
cultivo estériles preparados previamente con una capa de Gelatina al 1%. Los cultivos
celulares fueron mantenidos en una incubadora a 37 °C, en atmodsfera himeda al 5% de CO..

El medio de cultivo fue reemplazado inicialmente a los 3 dias de cultivo para asi eliminar



restos de células y detritus sin interferir en el proceso de adhesion celular y posteriormente
los cambios de medio fueron de manera periddica. Al alcanzar entre el 80 — 90% de
confluencia en la superficie de cultivo, se iniciaron los subcultivos con el fin de amplificar y

obtener una poblacién mas homogénea.

4.4 Establecimiento de los subcultivos.

Las células adheridas de la monocapa fueron sometidas a un proceso de disgregacion
con una soluciéon de Tripsina al 0,125% - EDTA al 0,02 % en una proporcion 1:1,
incubandolas a 37 °C en atmdsfera humeda al 5 % de CO; por un tiempo de 5 minutos. La
enzima se inactivd con medio nutritivo y la suspension fue centrifugada a 2446,66 g por 10
minutos. Las células del primer pasaje se sembraron a una concentracion aproximada de 2
x10° células para el sistema de inducciéon en monocapa y con una concentraciéon aproximada
de 2 x 10° células para los cultivos sobre el estroma vitrificado de la membrana amnidtica.
El mantenimiento de los subcultivos se realizo bajo las mismas condiciones descritas para

los cultivos primarios.

4.5 Obtencion del estroma y criopreservacion.

Después de obtener la membrana amniotica, parte de los trozos intactos y los trozos
de tejidos denudados fueron lavados en PBS y luego extendidos y cortados sobre papel de
nitrocelulosa esterilizado por autoclave en las dimensiones requeridas para luego ser

introducidos individualmente en criotubos para su vitrificacion.



La vitrificacion se realizé segin la metodologia propuesta por Moon y col. (2008),
con algunas modificaciones. Para éste procedimiento las secciones de tejido en conjunto con
el papel se incubaron en una solucioén de equilibrio compuesta por 20% Etilenglicol en una
base de PBS, por 10 min. Posteriormente, se descartd el exceso y se incubo en la solucion de
vitrificacion a 4 °C que contiene 40% Etilenglicol, 18% Linfoprep, 0.3M Sacarosa y 20%

SFB, y se sumergieron directamente en nitrogeno liquido a -180 °C hasta su posterior uso.

4.6 Caracterizacion morfologica de las células epiteliales de la membrana

amniotica humana.

Una vez logrado el establecimiento y mantenimiento de los cultivos, se realiz6 el
estudio de caracterizacion morfologica mediante observaciones y registros periddicos al
microscopio invertido de contraste de fases Olympus IX50 el cual se encuentra acoplado a
una computadora, asi como coloraciones de rutina con May Griinwald ~Giemsa. Para ello las
células se fijaron con metanol 100 % por 5 minutos. Luego se afiadié el colorante May
Griinwald y se dejo actuar por 3 minutos, lavando el exceso para en seguida colocar el
colorante Giemsa, previamente filtrado y diluido en una proporcion 1:18 en agua destilada,
por 20 minutos. Por ultimo, se deshidrataron las muestras pasandola rapidamente por:
acetona, acetona- xilol (2:1), acetona- xilol (1:2), xilol; dejandolas en éste ultimo unos
minutos y posteriormente se realiz6 el montaje permanente en medio Permount (Urbaneja y

col., 1975).



4.7 Cultivo de las células epiteliales sobre el estroma de la membrana amnioética.

El estroma de la membrana amniotica criopreservado fue descongelado de forma
gradual sometiéndolo a las siguientes temperaturas: -20 °C por 5 min, -4 °C por 5 min y por
ultimo bafio de Maria a 37 °C por 5 min. Se descart6 el liquido de vitrificacion y fue
rehidratado en solucion PBS. La poblacion homogénea de células epiteliales provenientes
del primer subcultivo (P1) se sembrd sobre ¢l siguiendo el procedimiento descrito por
Navarro (2013). Las células fueron sembradas en placas multipozos de 3 x 2 que contenian
un anillo de acero inoxidable (Figura 4) el cual delimita el 4rea del biosustrato y se incubaron
en medio nutritivo por 2 dias bajo las condiciones antes mencionadas para que las células se
adhieran al sustrato, haciéndole seguimiento con observaciones al microscopio invertido de

contrastes de fases.

Figura 4. Sistema empleado para el cultivo de las CEMAH sobre el estroma de la
MAH.



4.8 Ensayos para la diferenciacion condrogénica.

Para la induccion condrogénica las CEMAH del primer pasaje en cultivo en
monocapa o tridimensional (sembradas sobre el estroma de la MA) fueron mantenidas con
el medio inductor condrogénico (DMEM:F12 en una relacion 1:1 suplementado con 10 %
SFB, 50 mg/mL 4cido ascérbico, 10 mg/mL insulina recombinante, 1x10”7 M dexametasona,
1% Antibioticos — Antimicoticos) segun el protocolo propuesto por Marquez (2012),
mientras que los cultivos controles de CEMAH de ambos sistemas, se mantuvieron en medio

nutritivo no inductor.

4.8.1 Cultivo en monocapa

Las células epiteliales del primer pasaje fueron cultivadas en monocapa en placas
multipozos de 3 x 4 donde se realiz6 la inducciodn, para lo cual fueron mantenidas en medio
inductor condrogénico a 37 °C en atmoésfera himeda al 5 % de CO; durante 17 dias, con
cambios periddicos de medio. Las observaciones y registros fotograficos se realizaron en un

microscopio de contraste de fases Olympus IX acoplado a una computadora.

4.8.2 Cultivo sobre el biosustrato

Las células epiteliales del primer pasaje previamente sembradas sobre el estroma de
la membrana amnioética, fueron mantenidas en medio inductor condrogénico a 37 °C en
atmosfera humeda al 5% de CO; durante 17 dias, con cambios periddicos de medio y
observaciones al microscopio de contraste de fases. Transcurrido el tiempo de induccion, las

placas se fijaron con Formalina neutra al 10% para su posterior evaluacion histologica.



4.9 Evaluacion histoquimica de la diferenciacion de las células epiteliales de la

membrana amniotica (CEMAH).

Con la finalidad de evaluar los cambios a nivel de morfologia y caracteristicas
histologicas que ocurrieron durante la diferenciacion “in vitro” de las CEMAH en ambos
sistemas de cultivo, se realizaron observaciones periddicas al microscopio invertido de

contraste de fases adicional a las coloraciones descritas a continuacion:

4.9.1 Cultives en monocapa

La coloracién con Azul de Toluidina (Lynch y Mellor, 1985) indica la presencia de
componentes de matriz extracelular como el heparan sulfato y el agrecano, proteoglicanos
caracteristicos del cartilago joven, gracias a su capacidad metacromatica; para ello, las
muestras fijadas con metanol 100% se hidrataron con agua corriente y fueron coloreadas con
una solucion de Azul de Toluidina diluida en agua al 0,1 % dejando actuar el colorante por
10 minutos que posteriormente fue lavada con agua corriente para su visualizacién al

microscopio.

Asi mismo se realiz6 una coloracion con Azul Alcidn a pH 2,5 (Prophet, 1995), la
cual pone en manifiesto la presencia de glucosaminoglucanos (GAGs) con grupos sulfatados
y carboxilados, donde la muestra fijada en metanol 100% se incubo con una solucién de acido
acético al 3 % durante 3 minutos para inmediatamente tefiir con la solucion de Azul Alcian
por 50 minutos y después se lavd con agua corriente por 10 minutos. Por ultimo se
contrastaron los nucleos con hematoxilina férrica (30 segundos), se lavo con agua corriente

y con agua destilada y se observaron al microscopio.



Adicional se realiz6 una coloracion con Sudan III, que permite evidenciar la presencia
de lipidos. Para ello las muestras fijadas en formalina neutra al 10 % fueron tefiidas con la
solucion Sudan III filtrada previamente por 5 min y luego se lavaron con etanol 70% y agua
destilada. Los nucleos fueron contrastados con hematoxilina férrica durante 5 min y lavados
con agua corriente para su posterior montaje en medio acuoso semipermanente de Jalea de

Glicerina.

4.9.2 Cultivo sobre el biosustrato.

Para la preparacion de las muestras se siguié la metodologia descrita por Navarro,
(2013): Las secciones de membrana amnidtica fueron fijadas en formalina al 10% luego de
lo cual se lavaron y deshidrataron en una bateria creciente de etanol alcanzando de manera
gradual el 100% de la concentracion, después de lo cual fueron aclaradas con dos cambios
de tolueno. Posteriormente, las muestras se incluyeron en parafina permitiendo darle un
soporte suficientemente s6lido al tejido para ser cortado en secciones de 5 um de espesor en
un micrétomo rotatorio marca Spencer. Los cortes obtenidos fueron colocados en
portaobjetos, previamente cubiertos con una pelicula de Gelatina al 1%. Por ultimo, fueron
desparafinados en xilol e hidratados en una bateria de concentracion decreciente de etanol
hasta agua destilada y agua corriente. La caracterizacion histologica del tejido se realizo
mediante la coloracion descrita para el cultivo en monocapa demas de la coloracion de rutina

Hematoxilina- Eosina.

La coloracion Hematoxilina — Eosina es una técnica que consiste en una combinacion

de los dos colorantes que dan contrastes entre tonalidades azul- violacea y el rosa, indicando



la ubicacién dentro del tejido de los componentes bésicos o basofilos tefiidos por la
Hematoxilina y los componentes acidos o eosinéfilos que son afines a la eosina

respectivamente.

Una vez hidratadas las muestras, se procedidé a contrastar los nucleos con
Hematoxilina, se lavd el exceso con agua corriente y se colocaron en etanol 50% para
finalmente contrastar el citoplasma con Eosina. Por tltimo, las muestras fueron deshidratadas
sumergiéndolas rapidamente en una bateria creciente de etanol para dejarlas unos minutos en

xilol y realizar el montaje permanente en medio Permount (Urbaneja y col., 1975).



5. RESULTADOS

Los resultados expuestos a continuacion corresponden al estudio del potencial de
diferenciacion condrogénica de las células epiteliales provenientes de la membrana amnidtica
humana (CEMAH) en sistemas de cultivo en monocapa y sobre el estroma de la membrana
amnidtica humana usado como biosustrato tridimensional. También se incluyen las
caracteristicas histologicas de la MAH intacta y denudada, asi como el establecimiento y

caracterizacion de los cultivos de las células epiteliales amnioticas.

5.1 Evaluacion histologica de la membrana amniotica humana y su criopreservacion.

Una vez realizado los cortes histoldgicos, se utilizé 1a coloracion Hematoxilina-Eosina

para examinar las caracteristicas morfologicas de la MAH (Figura 5).

Se observa la capa epitelial del amnios (Fig. SA) la cual esta constituida por un epitelio
simple y continuo de células cilindricas o cuboidales en ciertas zonas, poseen un nicleo
redondeado céntrico e intensamente basofilo con un citoplasma basofilo. Esta se dispone
sobre una membrana basal gruesa que presenta una tonalidad medianamente basofila y separa
el epitelio amnidtico del estroma avascular. Bajo la misma, se encuentra adherida la capa
estromal, cuyo grosor puede variar entre individuos y entre los diferentes estadios
gestacionales. Histologicamente, esta capa es levemente eosinofila y en ella se observan las
células mesenquimales, las cuales son fusiformes, con extensiones citoplasmaticas
levemente basofilas y sus nucleos esféricos u ovalados intensamente basoéfilos, inmersas en

una matriz extracelular que son secretadas por ellas mismas.
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Figura 5. Corte longitudinal de la membrana amnidtica humana (MAH) intacta y denudada
con Dispasa, antes y después la de criopreservacion. Coloracion Hematoxilina — Eosina.
400X. A) MAH intacta sin vitrificar. B) MAH denudada sin vitrificar. C) MAH intacta
vitrificada. D) MAH denudada vitrificada.

En esta micrografia también se observa que después de la disgregacion enzimatica
utilizando Dispasa, se logr6 la remocion completa de las células epiteliales sin afectar la
composicion de la membrana basal ni la matriz extracelular, manteniendo la integridad del

estroma (Fig. 5B).



Con el fin de mantener la funcionalidad y viabilidad del estroma de la membrana
amnidtica humana para su uso como biosustrato en los ensayos de diferenciacion
condrogénica, se sometio el tejido intacto y denudado a un proceso de vitrificacion (Fig. 5C
y 5D), y una vez comparado con el tejido fresco se pueden observar diferencias en la
morfologia celular que conforman ambas capas (epitelial y estromal). Por ejemplo, existe
una pérdida de volumen en los nucleos, ademés se evidenciaron solo algunas células
mesenquimales viables en el estroma y en otras solo se aprecian nicleos picnoticos, asimismo
la MEC luego de la vitrificacion se ve mas compacta. No obstante, y a pesar de estas
diferencias, la membrana basal y la MEC mantienen sus caracteristicas intrinsecas después
del tratamiento, lo que sugiere la conservacion del estroma para ser utilizado como

biosustrato.

5.2 Aislamiento de las células epiteliales de la membrana amniotica humana.

En la tabla 3, se muestra la cantidad de células obtenidas por cada una de las
membranas procesadas. Alli podemos ver que inicialmente la cantidad de células obtenidas
fue mucho menor que en las muestras subsiguientes. En este sentido es importante mencionar
que para el aislamiento de las células epiteliales se utilizo la Dispasa II en la metodologia.
Al inicio de la investigacion se observd que al concentrar las células aisladas se forma una
sustancia mucosa. Luego de procesar 4 membranas, y con la intencion de aumentar el
rendimiento celular, se decidi6 adicionar un paso en el protocolo de aislamiento y utilizar
Tripsina /EDTA 1:4 (muestra 5), luego del cual se observd que la sustancia mucosa se
disolvid y se obtuvo un rendimiento similar al promedio, sin embargo aument6 la mortalidad

de las células y no pudiéndose realizar el cultivo de estas células, se retomo el protocolo



original a partir de la muestra 6. En la tabla N° 3 podemos ver que el rendimiento promedio

fue 16,3x 10° + 10,06 x 10° células.

Tabla 3. Rendimiento celular obtenido por membrana amnio6tica humana procesada.

Numero de Numero de células Cultivo Subcultivo
muestra (n) obtenidas (cél.) primario
1 940.000 - -
2 2.062.500 + -
3 19.950.000 + +
4 33.700.000 + +
5 12.950.000 + -
6 16.800.000 - -
7 19.875.000 - -
8 19.350.000
9 20.960.000 + +
Promedio 16,3x 10°+10,06 x 10°

5.3 Establecimiento de los cultivos primarios de las CEMAH.

Una vez aisladas las células epiteliales se realizo el cultivo primario en monocapa.
En la figura 6 se muestra la evolucion del cultivo desde el cuarto hasta el décimo dia. En
esta podemos observar que inicialmente hay colonias dispersas en las cuales se pueden
diferenciar al menos tres tipos celulares (Fig. 6A); unas células alargadas tipo fibroblastos (f)
que se disponen en la periferia de las colonias, rodeando a los otros tipos celulares que se
observan, como las células de amplio volumen citoplasmatico (avc) y células poligonales,

morfologia caracteristica de las células epiteliales.



Figura 6. Cultivo primario en monocapa de células epiteliales de la MAH. Contraste de fases.
Se observan células en mitosis (M), asi como tres tipos de morfologias: grupos celulares
alargadas o tipo fibroblastos (f), grupos de células poligonales con amplio volumen
citoplasmatico (avc) y grupos de células poligonales de tipo epitelial (p). A) Colonia
establecida a los 4 dias de cultivo. Se observa una disposicion periférica de las células
similares a fibroblastos. 100X. B) 8 dias y C) 10 dias de cultivo, donde se aprecian los nicleos
redondeados (N) que presentan 1 o 2 nucléolos (nc) y la presencia de vacuolas
citoplasmaticas identificadas con asteriscos (*). Uniones intercelulares (adherentes) estan
identificadas con flechas ( —). 200X.



A medida que pasa el tiempo de cultivo (Fig.6 B y C) observamos una mayor cantidad
de células poligonales (p) las cuales presentan un nucleo central redondeado y de gran
tamano, y puede presentar uno o dos nucléolos (nc). El citoplasma es denso y granular en
la regidn perinuclear y presentan vacuolas. Las células de amplio volumen citoplasmatico,
como su nombre lo indica, presentan un citoplasma amplio y su forma tiende a ser
redondeada, presentan un nucleo central con un nucléolo prominente y también pueden
presentar vacuolas (Fig. 6C). Como se menciono6 previamente, se observa otro tipo celular
en menor proporcion, las células tipo fibroblastos (f) con una morfologia ahusada, un nucleo

central ovalado con nucléolo prominente y en estas también se pueden observar vacuolas.

En relacion al tiempo de cultivo, se determind que los cultivos primarios alcanzaron
la confluencia generalmente entre los 12 y 15 dias; luego de lo cual se realizaron los
subcultivos. En este trabajo, se observd que luego del quinto pasaje disminuyo la
proliferaciéon y las células presentaron caracteristicas de senescencia (resultados no
mostrados). Con base en estos resultados, se decidid emplear las células del primer

subcultivo para realizar la diferenciacion condrogénica.

5.4 Caracterizacion morfologica de las células epiteliales de la membrana amniotica

humana.

Para la caracterizacion morfologica de los cultivos primarios, se realizd una
coloracion de rutina May-Griinwald — Giemsa, la cual permite visualizar los componentes

acidos y basicos las células presentes en el cultivo.



En la Figura 7 se pueden ver los 3 fenotipos celulares previamente descritos. Alli
vemos que estas células presentan nucleos basofilos, eucromaticos con la heterocromatina
dispuesta en la periferia, con morfologia redondeada y dos nucléolos intensamente basofilos.
El citoplasma es levemente basofilo y en el caso de las células poligonales de amplio volumen
citoplasmatico, la coloracion es homogénea en comparacion a las poligonales de tipo epitelial
y las alargadas que presentan una region intensamente basoéfila cercana al nticleo. Asi mismo,
se puede observar las uniones adherentes (UI) similares a desmosomas que representa la

comunicacion, reconocimiento ¢ interaccion entre las células.
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Figura 7. Cultivo primario de células epiteliales de la MAH (8 dias). 200X. May Griinwald
- Giemsa. Se observan tres tipos celulares: alargadas o tipo fibroblastos (f), poligonales con

amplio citoplasma (ac) y poligonales de tipo epitelial (p), ademds de las Uniones
intercelulares (UI).




5.5 Establecimiento de los cultivos de las CEMAH sobre el estroma de la membrana

amniotica vitrificado.

Las células epiteliales amnidticas provenientes del primer pasaje fueron cultivadas
sobre el estroma denudado de la MAH previamente vitrificado, para lograr el
establecimiento de las mismas previo a la induccion. Se dejaron al menos dos dias con
medio nutritivo y durante este tiempo se realizaron observaciones al microscopio de contraste
de fases. Como controles se mantuvieron de manera similar, la membrana amnidtica
denudada (estroma) y la membrana amnioética intacta (Figura 8), donde se puede ver que la
disposicion de las células epiteliales es a modo de una capa simple tipo mosaico cuyo
predominio es la morfologia poligonal tipo epitelial (Fig. 8B), mientras que al evaluar las
células del primer pasaje cultivadas sobre el estroma (Figura 8C), se aprecia que la
morfologia de las células es redondeada y que existe una alta adhesion de las mismas sobre
la capa estromal, formando en algunas zonas agregados celulares, asi mismo, existen otras
regiones donde no hay células adheridas que se identifican al compararla con el estroma
denudado (Fig. 8A). De igual manera, se pudo ver que en el tiempo de cultivo bajo las

condiciones de induccién no se formo6 una monocapa continua de células.



Figura 8. Estroma de la MAH previo a los ensayos de diferenciaciéon condrogénica.
Contraste de fases. 100X. A) Estroma de MAH denudado donde no se observan células. B)
Estroma de MAH intacto se puede ver las células poligonales y las uniones entre ellas y C)
Cultivo de las CEMAH provenientes del Primer pasaje sobre el estroma denudado, se pueden
ver zonas donde hay células adheridas (c), zonas sin células (sc) y zonas donde hay agregados
(ag ).



5.6 Diferenciacion condrogénica de las células epiteliales amnidticas.

Para la induccion condrogénica las células epiteliales del primer pasaje en ambos
sistemas de cultivo fueron mantenidas durante 17 dias en el medio inductor condrogénico
(DMEM: F12 en una relacion 1:1 suplementado con 10 % SFB, 50 mg/mL acido ascorbico,
10 mg/mL insulina recombinante, 1x107 M dexametasona, 1% Antibidticos —
Antimicoéticos), mientras que los cultivos controles de CEMAH se mantuvieron en medio

nutritivo no inductor.
5.6.1 Diferenciacion en sistemas de cultivo en monocapa.

Mediante el monitoreo por microscopia de contraste de fases se pudo determinar que
a partir de los cuatro dias de induccién las CEMAH comenzaron a mostrar cambios
morfoldgicos, los cuales fueron incrementando a través del tiempo como se puede ver en la
figura 9. En esta se puede ver que a los siete dias de induccion (Fig. 9B) hay grupos de
células redondeadas con un nucleo esférico y excéntrico, también presentan vacuolas. A los
once dias post-induccioén (Fig. 9C) se observan algunas células con citoplasma amplio y que
presentan una forma esférica y con multiples vacuolas, siendo estas mas grandes que las
observadas previamente. A lo diecisiete dias de induccion (Fig. 9D) se muestra a mayor
aumento, un cultivo en el que se pueden ver células con caracteristicas tipicas de un
condrocito maduro como la presencia de una vacuola (V) la cual desplaza al nucleo (N) hacia
la periferia, excéntrico. Y ademads se pueden ver células con una morfologia elipsoidal (L)

semejantes a la morfologia de los condrocitos jovenes.



Figura 9. Diferenciacion condrogénica en sistemas de cultivo en monocapa de las CEMAH
provenientes del primer pasaje. Contraste de fases. A) Cultivo control de CEMAH (17dias).
Se observan las distintas morfologias celulares descritas en los cultivos primarios. 100X. B)
CEMAH 7 dias post-induccion Se observan células con morfologia poligonal y con ntcleos
(N) redondeados levemente excéntricos. Se aprecian algunas células con pequefias vacuolas
(CV). 200X. C) CEMAH 11 dias post-induccion. Se puede ver células con distintos grados
de vacuolizacion (CV) y células con un mayor volumen citoplasmatico (*). 200X. D)
CEMAH 17 dias post-induccion. Se muestran células con morfologia similar a un condrocito
maduro, con una unica vacuola (V) y un nucleo (N) desplazado a la periferia. Ademas se
observan células con morfologia eliptica, semejante a condrocitos jovenes (L) y con multiples
nucléolos (nc). 400X.



5.6.2 Diferenciacion sobre el estroma de la MAH como sistema tridimensional de

cultivo.

Para evaluar la diferenciacion de las CEMAH sobre el estroma de la membrana
denudada (Fig. 10 C y D) se incluyeron 4 controles, esto es, la membrana amnidtica humana
intacta en medio nutritivo (Fig. 10 A) y medio inductor (Fig. 10 B), y la membrana amnidtica

humana denudada en medio nutritivo y medio inductor (resultados no mostrados).

En la figura 10, se puede ver como la membrana amnidtica intacta conserva su
morfologia caracteristica aun cuando se mantuvo en medio condrogénico (Fig. 10B). En
relacion a los controles con el estroma denudado mediante microscopia de contraste de fases

no se observd ningin cambio (resultados no mostrados).

Cuando las células epiteliales aisladas fueron subcultivadas sobre el estroma
denudado e inducidas las células hacia el linaje condrogénico, se pudo observar cambios
que incluyen presencia de una vacuola de gran tamafio, la cual desplaza el nucleo hacia la
periferia, viéndose aplanado, siendo esta morfologia semejante a la de los condrocitos
maduros. En menor proporcion, como se aprecia en la Figura 10C, se observan otras células
con morfologia elipsoidal con niicleos ovalados semejantes a condrocitos jovenes. A los 17
dias de induccion, hay una mayor cantidad de células redondeadas semejantes a los

condrocitos (Fig. 10D).
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Figura 10. Diferenciacion de las CEMAH provenientes del Primer pasaje cultivadas sobre
el estroma de la MAH vitrificada. Contraste de fases. A) MAH Intacta mantenida en medio
nutritivo a los 11 dias. 200X. B) MAH Intacta en medio inductor a los 13 dias. 200X. C)
CEMAH inducidas sobre el estroma a los 7 dias. Se observan células con nucleos (N)
excéntricos y algunas presentan vacuolas (*), asi como células con morfologia lenticular
indicada con flecha. 200X. D) CEMAH inducidas sobre el estroma a los 17 dias. Mayor
presencia de células con morfologia redondeada y vacuolas (V). 400X.



5.7 Evaluacion histoquimica de la diferenciacion hacia el linaje condrogénico de las

CEMAH.

La evaluacion de la diferenciacion condrogénica en ambos sistemas de cultivo se
realizd mediante técnicas histoquimicas como la coloracion May-Griinwald — Giemsa o
Hematoxilina — Eosina para el componente morfologico y las coloraciones Azul de toluidina,
el cual gracias a su capacidad metacromadtica indica la presencia de componentes de matriz
extracelular como proteoglicanos caracteristicos del cartilago joven; y la coloracion Azul
Alcian pH 2,5 que pone en manifiesto la presencia de glucosaminoglucanos (GAGs) con
grupos acidos. En los sistemas en monocapa se realizé adicionalmente una coloracién con
Sudan III, para descartar la posibilidad de que la induccidon que se produjo fuese hacia el

linaje adipogénico.

5.7.1 Evaluacion en sistemas en monocapa.

En los cultivos en monocapa, al comparar con el cultivo control (Fig. 11 B), se pudo
observar que luego de la induccion se produjeron cambios morfolégicos en las células
epiteliales (Figura 11 C y D). Asi mismo, al comparar con un cultivo de condrocitos (Fig. 11
A) podemos ver que muestran semejanzas con estos. En este sentido, en los cultivos de
células inducidas se observan células cuya morfologia es redondeada y cuyo citoplasma es
basofilo con multiples vacuolas, su nicleo es excéntrico y puede presentar mas de dos
nucléolos, estas son caracteristicas tipicas de los condrocitos. Desde el punto de vista
histoquimico, se puede ver que en estos cultivos las células mas vacouladas son mas

basoéfilas que las otras, lo cual indica posiblemente una mayor actividad metabdlica.



Figura 11. Evaluacion morfologica de la diferenciacion condrogénica en sistema de cultivo
en monocapa de las CEMAH provenientes del primer pasaje a los 17 dias de induccion. A)
Cultivo en monocapa de condrocitos del primer pasaje coloreados con Hematoxilina — Eosina
tomado de Sandoval (2012). Se pueden observar células de morfologia poliédrica con nticleos
(N) prominentes, mas de un nucléolo (nc) y citoplasma (¢) moderadamente basoéfilo, asi como
células vacuoladas (cv). 250X. B) CEMAH mantenidas en medio nutritivo. Coloracién May-
Griinwald — Giemsa. 250X. C) CEMAH a los 17 dias de induccion. Se observa que las células
con vacuolas presentan mayor basofilia. 250X. D) Detalle de las CEMAH inducidas, donde
se sefialan células con una o varias vacuolas (V) ntlicleos excéntricos y citoplasma muy
basofilo, semejantes a condrocitos. Coloracion May-Griinwald — Giemsa. 400X.



Al evaluar los cultivos con Azul de toluidina y al comparar las células inducidas
(Figura 12C y 12D) con las células epiteliales cultivadas en medio nutritivo (Figura 12B),
observamos que hay cambios morfolégicos en la expresion de PGs ya que hay células
vacuoladas que exhiben una coloracion violeta (Figura 12D) la cual es mas intensa si las
mismas estdn agrupadas como lo muestra la figura 12C, semejante a lo que se observa en el
control (Fig. 12 A). Por otra parte, en el mismo cultivo existen células donde no se evidencia
el cambio de coloracion siendo similar a las células epiteliales, es decir, estas células no

fueron inducidas y por lo tanto no hay produccion de PGs (Figura 12B).

Mediante la coloracion Azul Alcian pH 2,5 no se observo la presencia de GAGs
acidos en este sistema de cultivo ya que como podemos apreciar en la Figura 13, no se
produjo reaccion con dicho colorante al compararlo con el tejido control (Figura 13 A)

sugiriendo la ausencia de estos componentes de MEC en el cultivo.

Asi mismo, se realizé la coloracion Sudan III con la finalidad de evaluar si las
vacuolas formadas eran de naturaleza lipidica, especialmente porque se conoce que algunos
de los factores que intervienen en la diferenciacion condrogénica también tienen un efecto
positivo en la induccidn hacia el linaje adipogénico, el cual no estd dentro de los objetivos
planteados en este trabajo. Como se puede ver en la figura 14 las vacuolas no se colorearon,
lo que indica que las células con los cambios morfoldgicos no corresponden con células del

tejido adiposo.



Figura 12. Cultivos en monocapa de CEMAH mantenidas en medio condrogénico
coloreadas con Azul de Toluidina. A) Cultivo en monocapa de condrocitos del primer pasaje
tomado de Sandoval (2012). Se aprecian células con vacuolas (V) y la intensa coloracion.
200X. B) CEMAH mantenidas en medio nutritivo. 250X. C) CEMAH a los 17 dias de
induccion. Se observan grupos de células que reaccionan con mayor intensidad (*) y células

que no expresan reaccion con el colorante (72?).250X. D) Detalle del cultivo con 17 dias de
induccion. Se muestran algunas células ahusadas con nucleos (N) excéntricos presentan
multiples nucléolos (nc), y se ve que la reacciéon es mayor en las celulas que presentan
vacuolas (V) indicandose con asteriscos (*). 400X.



Figura 13. Cultivos en monocapa de CEMAH mantenidas en medio condrogénico
coloreadas con Azul Alcian pH 2,5. A) Corte histoldgico de cartilago nasal. Se observan los
condrocitos con nucleos (N) desplazados por una vacuola (V) y la coloracién positiva que
reconoce la presencia de GAGs 4cidos en la MEC indicadas con flechas ( == ), siendo
mayor en la periferia de los condrocitos.400X B) CEMAH mantenidas en medio nutritivo
con coloracion negativa para el Azul Alcidn. 250X. C) y D) CEMAH a los 17 dias de
induccién a 250X y 400X respectivamente. Presencia de células vacuoladas (CV) que a
mayor aumento se aprecia que no hay reaccion del colorante, sugiriendo ausencia de GAGs.



Figura 14. Cultivos en monocapa de CEMAH mantenidas en medio condrogénico
coloreadas con Sudén III. A) Células del estroma del tejido adiposo de rata, positivas para la
coloracion histoquimica Sudan III con diferentes grados de maduracion. Tomado de
Merentes (2009). 100X. B) CEMAH mantenidas en medio nutritivo como control negativo
para la coloracion. 250X. C) y D) CEMAH a los 17 dias de induccidon donde se observa que
las vacuolas (V) no presentan inclusiones lipidicas. 250X.

5.7.2 Evaluacion en sistemas de cultivo sobre el estroma de la MAH como sistema
tridimensional.

Como se menciond en la seccion 5.6.2, en la induccidn se establecieron 4 controles
a los cuales se le realizo el procesamiento histoldgico y a nivel morfoldégico mediante la

coloracion de rutina Hematoxilina — Eosina, no se observaron cambios en la capa epitelial



de la MAH intacta mantenida en medio nutritivo y medio inductor. De la misma manera, en
las células mesenquimales estromales no se apreciaron cambios que dan indicios sobre
procesos de diferenciacion en los estromas denudados (resultados no mostrados). Sin
embargo, en las células epiteliales subcultivadas sobre el estroma e inducidas si se pudo
demostrar cambios morfologicos (Figura 15). Aqui vemos como la disposicion de las células
inducidas sobre la membrana basal no es lineal como se observa en la membrana amnidtica
intacta (Figura 15A) y hay espacios intercelulares a diferencia de lo observado en el tejido
epitelial. Los nucleos de las células son redondeados, intensamente basofilos excéntricos y
presentan prolongaciones citoplasmaticas igualmente basoéfilas, que le permite la interaccion
célula — célula y célula — sustrato al mismo tiempo que le confieren una morfologia estrellada
como se detalla en la figura 15C. Existen células vacuoladas, de tipo poliédrica y otras con
morfologia elipsoidal que son de menor tamafno dentro del fenotipo observado en los
agregados celulares formados al momento del establecimiento del cultivo sobre el estroma

de la MAH.
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Figura 15. Evaluacién morfologica de la diferenciacion condrogénica de las CEMAH
provenientes del primer pasaje cultivada sobre el estroma de la MAH a los 17 dias de
induccion. Coloraciéon Hematoxilina — Eosina. A) MAH intacta inducida. Se aprecia la
distribucion uniforme del epitelio amnidtico con células de nicleos grandes y redondeados,
asi como la presencia de células mesenquimales en el estroma de la misma. 400X. B)
CEMAH inducidas sobre el estroma de la MAH. Se observa que no hay una disposicion
uniforme de las células sobre el estroma, también se observan células con grandes vacuolas
(CV) emparejadas y células con morfologia lenticular (L). 400X. C) Detalle de las CEMAH
inducidas, donde se ve como las células interaccionan a través de proyecciones
citoplasmaticas ( =>) y el espacio que existe entre células. 1000X.



Mediante la coloraciéon con Azul Alcidn pH 2,5 observamos una reaccion ubicada
principalmente en las regiones donde se encuentran los agregados, zonas donde existe una
alta interaccion célula — célula necesaria para la diferenciacion hacia linajes condrogénicos.
Se identifica una coloracion azul muy leve (Figura 16C) no observado en ninguna de las
MAH intactas que se tienen como control (Figura 16A y 16B) y al realizar una observacion
a mayor aumento, se detalla la presencia de células positivas para el reconocimiento de GAGs

acidos en la region periférica del citoplasma (Figura 16D y 16E).

Los resultados obtenidos para la coloraciéon Azul de toluidina (Figura 17) evidencian
la presencia de PGs en las células epiteliales inducidas mostrando metacromasia muy
marcada; en la porcidon estromal mas proxima a las células inducidas de algunas zonas se
detalla una ligera coloracion violeta (Figura 17C). A nivel del estroma, no se observaron
cambios morfoldgicos en las células mesenquimales. En ambos controles de MAH intacta
(Figura 17Ay 17B) también se observa una coloracion mas intensa en la region mas cercana

a la membrana basal que en el resto del estroma.
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Figura 16. Cultivos de las CEMAH sobre el estroma mantenidas en medio condrogénico
coloreadas con Azul Alcian pH 2,5. A) MAH intacta en medio nutritivo. 400X. B) MAH
intacta inducida. 250X. Ninguna de las condiciones muestra una reaccion positiva a la
coloracion. C) CEMAH inducidas sobre el estroma de la MAH. Se aprecia una leve
coloracion azul principalmente en las zonas donde estan los agregados celulares indicados
con flecha. 400X. D) y E) Detalle de la coloracion en las CEMAH inducidas. Las flechas
indican la positividad en la periferia del citoplasma. 1000X.
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Figura 17. Cultivos de las CEMAH sobre el estroma mantenidas en medio condrogénico
coloreadas con Azul de Toluidina. A) MAH intacta en medio nutritivo. 400X. B) MAH
intacta inducida. 250X. Ambas condiciones son negativas para la coloracion. C) CEMAH
inducidas sobre el estroma. Se puede observar la intensa coloracion en las células indicando
la presencia de PGs acidos, ademds de una leve coloracion en la zona del estroma avascular
mas proxima a las células epiteliales inducidas. N= nucleo, nc= nucléolo. 400X.



6. DISCUSION

Hasta la fecha, la investigacion con células madre ha significado un gran avance para
la terapia celular y la ingenieria de tejidos (Alizadeh y col., 2016; Guo y col., 2017). En
tejidos como el cartilago, con baja tasa de regeneracion espontdnea y que ademas en algunos
casos su reparacion conlleva a la formacion de cicatrices fibroticas con mala calidad tisular
y propiedades mecanicas, los métodos utilizados para corregir estos problemas abarcan desde
microfractura, condroplastia, injertos osteocondrales (Steadman y col., 2001; Bartha y col.,
2006), hasta artroplastia por abrasion (Hangody y col., 2004) y la implantacion de
condrocitos autdlogos (ACI), un procedimiento quirurgico ampliamente utilizado que
involucra una manipulacion invasiva sin mencionar que el numero y la capacidad de auto-
renovacion de los mismos disminuye significativamente con la edad del donante

(Gotherstrom y col., 2005).

Por tal razon, fuentes alternativas como el amnios (Bilic y col., 2008), el liquido
amniotico (Gao y col., 2014; Zuliani y col., 2018), sangre de cordon umbilical (Kim y col.,
2017) y la gelatina de Wharton (Taghizadeh y col., 2011), al ser ricos en células madre con
caracteristicas de facilidad de obtencidon, plasticidad, auto-renovaciéon y baja

inmunogenicidad, han captado la atencion de los investigadores.

En vista de la importancia que tienen estas células madre como modelo de estudio
basico en la biologia del desarrollo y su aplicacion en la medicina regenerativa para el

tratamiento de diversas enfermedades, nos enfocamos en presentar en este trabajo una serie



de metodologias que permitieron aislar y establecer cultivos de células epiteliales
provenientes de la membrana amnidtica humana ademds de evaluar su potencial de

diferenciacion hacia el linaje condrogénico bajo condiciones in vitro.

Basandonos en nuestro estudio histologico de la MAH, se pudo apreciar que las
células epiteliales forman una capa continua de células cuboidales o cilindricas mayormente
pero pueden observarse regiones del amnios que se asemejan a un epitelio estratificado con
citoplasma medianamente baséfilo y nticleos esféricos de gran tamafio, siendo encontradas
estas mismas caracteristicas de heterogeneidad morfoldgica de las células epiteliales en los
cortes histologicos por Centurione y col., (2018). Asi mismo, las CEMAH estan conectadas
a la membrana basal, la cual contiene altos contenidos de proteoglicanos que sirven como
una barrera permeable a macromoléculas manteniendo la integridad de la membrana
amniotica (King, 1985; Wolf'y col., 1991, citados por Navarro, 2013). En relacion a la capa
estromal, fueron observadas las 3 capas que estdn definidas tedricamente y han sido
corroboradas por otros investigadores (Muifios, 2010; Navarro, 2013; Perepelkin y col.,
2016) como son: la capa compacta que forma el elemento fibroso principal de la membrana
amniotica; la capa fibroblastica donde estdn las células mesenquimales dispersas y
embebidas en sus componentes extracelulares; y una capa con aspecto esponjoso sin
presencia de células. Las caracteristicas morfoldgicas del tejido observadas en nuestros
resultados corresponden a las descritas por varios autores para el amnios humano (Ilancheran
y col., 2007; Diaz-Prado y col., 2010a; Navarro, 2013) e inclusive para el amnios de otras

especies, como felinos (Rutigliano y col., 2013), equinos (Lange-Consiglio y col., 2011) y



bufalos (Ghosh y col., 2015); corroborando una homologia histologica que permite la

localizacidn de las células epiteliales.

Estas poblaciones celulares producen factores biologicos que contribuyen a los
efectos beneficiosos de la membrana amniotica, por lo que se han desarrollado varios
enfoques como el almacenamiento hipotérmico, la liofilizacion, la conservacion quimica y
la criopreservacion (Allen y col., 2013; Tehrani y col., 2013 citados por Perepelkin y col.,
2016), con el fin de preservarla sin modificar drasticamente su composicion estructural y

bioquimica que son cruciales para su uso terapéutico previsto.

El protocolo de criopreservaciéon mas comun informado en la literatura implica el uso
de 50% de glicerol y almacenamiento a -80 °C (Adds y col., 2001; Shortt y col., 2009;
Hermans, 2011; Schulze y col., 2012; Cooke y col., 2014), pero se ha reportado que las
células epiteliales amnidticas y las células mesenquimales estromales presentan sintomas de
dafio que resulta en baja viabilidad a pesar de que la morfologia y la estructura del tejido se
mantienen (Shortt y col., 2009; Cooke y col., 2014). En este estudio, se utilizé un protocolo
de vitrificacion donde se empled una mezcla de crioprotectores como el etilenglicol, de bajo
peso molecular, el cual es menos téxico en comparacion con otros crioprotectores como el
glicerol que penetra lentamente en las células favoreciendo la formacion de cristales
extracelulares durante el proceso de congelacion y descongelacion, y aditivos con altos pesos
moleculares como la sacarosa, que reduce la toxicidad de la solucion vitrificante mediante la
disminucién de la concentracion de agentes permeables (Navarro, 2013). Adicionalmente, el

almacenado se llevé a cabo en fase de vapor de nitrogeno liquido a -180 © C, el cual es muy



utilizado para la vitrificacion de embriones de ratones y células madre embrionarias (Kasai

y Mukaida, 2004; Nie y col., 2009).

Nuestros resultados evidencian pequefias diferencias a nivel de morfologia en las
células que componen la capa epitelial y el estroma avascular principalmente una leve
disminuciéon del volumen de nucleos que ocurre en menor proporcion en las células
epiteliales, similar con lo observado por Navarro (2013) y Yazdanpanah y col. (2015),
indicando este Gltimo que mantuvo una viabilidad aproximada de 50% asi como los efectos
sobre la angiogénesis en los tejidos criopreservados. Al no verse afectada la continuidad de
la membrana basal y mantenerse la viabilidad del estroma luego de la vitrificacion, indica
que el mismo puede funcionar como andamio y debido a poseer abundantes componentes
naturales del cartilago que son importantes en la regulacion y el mantenimiento de los
condrocitos normales metabolismo (Jin et al., 2007), se vuelve un elemento clave en nuestro
ensayo de diferenciacion condrogénica de las células epiteliales amnioticas. Sin embargo, es
necesario la utilizacién de anticuerpos contra componentes de la MEC (Fibronectina,
proteoglicanos y coldgeno tipo I) y componentes de la membrana basal como laminina y
colageno tipo IV, que permitan una evaluacion més especifica sobre la viabilidad de la MAH

luego del proceso de vitrificacion.

Para la obtencion de las células epiteliales se utilizo un tratamiento enzimatico con la
Dispasa II, con la que se pudo apreciar la remocién completa de las mismas demostrando su
eficacia en el proceso de denudacion y logrando un promedio de aproximadamente
16.287.500 células/amnios procesado. La Dispasa actlia enzimaticamente a nivel de las

uniones proteicas que se encuentran entre las células epiteliales y la membrana basal,



teniendo una alta especificidad por la fibronectina y al colageno tipo IV, lo que la hace
adecuada para separar facilmente el epitelio del tejido conectivo circundante. De igual
manera, permite mantener viables las células epiteliales disgregadas debido a su baja
toxicidad alcanzando rendimientos de 10 a 118 millones de células aisladas con viabilidad
mayor al 70% demostrado por Bilic y col. (2008), Lange-Consiglio y col. (2011) y

Gottipamula y Sridhar (2018) en sus trabajos.

Los resultados expresaron una diferencia en el rendimiento en el nimero de células
obtenidas con cada procesamiento, observandose que en conjunto hay un incremento y que
el mayor rendimiento celular se tuvo en las muestras 4 y 9. Durante los primeros
procesamientos, tanto el tejido como las células epiteliales luego de la denudacion, eran
sometidos a varios procesos de disgregacion enzimatica con Dispasa y posteriormente con
Tripsina que basandose en la concentracion utilizada, el periodo de incubacion del tejido en
la solucion y el tiempo de accion de las mismas, afectaron la viabilidad y el patrén de
proliferacion de las células epiteliales y la integridad del tejido en si, que condujo a la

formacion de la viscosidad que se presencio hasta la muestra 5.

Otro factor que influyd en el mantenimiento y proliferacion de los cultivos de las
células epiteliales amnidticas fue la densidad celular empleada al establecer los cultivos
primarios la cual a su vez estd relacionada con la superficie de cultivo. Algunos
investigadores han determinado que la minima densidad celular requerida para que ocurra la
proliferacion es de 1.000.000 cel/mL (Miki y col., 2005; Bilic y col., 2008) mientras que
otros plantean hasta 5.000.000 cel/mL (Navarro, 2013). Siguiendo lo planteado
anteriormente, cuando las células epiteliales son sembradas a bajas densidades en el mayor

de los casos no logran mantenerse en cultivo y entran en una etapa de senescencia que evita



el establecimiento del cultivo primario y su posterior amplificacion, como ocurri6 con las

muestras 1,2y 5.

Se conoce que la mayor parte de las células inician su proliferacion una vez adheridas
a un sustrato, llamadas anclaje-dependientes, a excepcion de las células hematopoyéticas
maduras que son capaces de mantenerse en cultivos en suspension debido a la fisiologia del
tejido de origen (Gonzalez, 2017). Para las células epiteliales, este es un factor importante en
el establecimiento de los cultivos como se evidencio en las muestras 6 y 7 ya que al no
verificar la formacion adecuada de la pelicula de gelatina que funciona como sustrato,
aparecieron los problemas de adherencia. Al cultivar las células epiteliales amnidticas a altas
densidades celulares, se garantizo el contacto entre ellas que permite la activacion de los
genes ligados a la proliferacion y a mecanismos moleculares complejos que involucran
factores autocrinos (Freshney, 2010) siendo posible establecer los cultivos primarios que se
mantuvieron viables hasta los subcultivos necesarios para los posteriores ensayos de
diferenciacion condrogénica sin rasgos aparentes de senescencia, demostrando que la

metodologia fue estandarizada en los tltimos procesamientos.

En las etapas iniciales de los cultivos primarios se apreciaron células poligonales que
proliferaron rapidamente bajo las condiciones in vifro suministradas siendo la morfologia
similar a la reportada por la mayoria de los autores que han realizado diversos estudios sobre
estas células (Garcia, 2012b; Diaz-Prado y col., 2011; Ghosh y col., 2016; Gottipamula y
Sridhar, 2018). A pesar de que en su mayoria la morfologia celular era poligonal, el cultivo
frecuentemente presentaba heterogeneidad celular en el que se pueden destacar células con
morfologia fusiforme y células con amplio volumen citoplasmatico desde los primeros dias

de cultivos. Estos resultados coinciden con lo descrito por Navarro (2013) y Rutigliano y col.



(2013), quienes luego de obtener células epiteliales provenientes del amnios humano y felino
respectivamente, observaron heterogeneidad morfoldgica tanto en los cultivos primarios
como en los subcultivos haciendo acotacion a la presencia de subpoblaciones. Se ha
encontrado en algunos casos que durante el aislamiento pueden liberarse algunas células
mesenquimales cuando se somete la membrana amnidtica a la accidon enzimatica, por lo que
para diferenciar si las células de tipo fibroblasto son células mesenquimales o si por el
contrario son una subpoblacion de las células epiteliales se necesitan la utilizacion de
marcadores espécificos de células madre mesenquimales como lo son el CD105, CD173, SH-

1, SH-2, SH-3 y SH-4 (Navarro, 2013).

Numerosos investigadores han demostrado la importancia del EGF en los medios de
cultivo (Miki y Strom, 2006; Parolini y col., 2008; Miki y col., 2005; Ilancheran y col., 2007;
Terada y col., 2000), el cual es un factor que induce la proliferacion celular de diferentes
epitelios, queratinocitos y endotelios por la unidén especifica a su receptor en éstas células
(Vachkova y Bivolarski, 2007) ademés de que se conoce que es sintetizado por éstas células
y puede actuar de manera autocrina (Garcia, 2012a) por lo que es importante en los procesos
de re-epitelizacion y por ende en el mantenimiento del fenotipo caracteristico de las células
epiteliales. De acuerdo a lo observado, podemos decir que las células cultivadas en monocapa
bajo las diversas condiciones suministradas (Medio nutritivo en presencia de EGF, sustrato
de gelatina, entre otros) permitieron el 6ptimo mantenimiento de las células poligonales del

epitelio de la MAH.

La confluencia de los cultivos primarios se obtuvo entre los 12 y 15 dias de cultivo,

luego de lo cual se realizo la caracterizacion morfologica y los subcultivos. Investigadores



como Ghosh y col., (2016) y Garcia, (2012a) indican que la confluencia de los cultivos
primarios se alcanzaba de 4 a 5 dias, opuesto a lo obtenido en nuestros experimentos. Esto
puede deberse a la hipdtesis planteada por Rutigliano y col. (2013), que indica que los
cultivos donde la poblacion celular era heterogénea tanto morfolégicamente como en la
expresion de marcadores de superficie, tenian una tasa de proliferacion menor con respecto
a los cultivos donde unicamente estaba presente un tipo de morfologia agilizando el proceso
de reconocimiento entre células.

Los componentes celulares de naturaleza anidnica (acida) o baséfilos, tales como el
ADN, mitocondrias, ribosomas y citoplasma de células ricas en ARN se tifien en variados
tonos que van del azul al purpura-negro, mientras los componentes celulares de naturaleza
catidnica (basicos) o eosindfilos, se tifien en variados tonos de naranja y rojo (Ross y Pawlina,
2007). Las 3 morfologias celulares presentes en los cultivos de células epiteliales, presentan
nucleos grandes basodfilos ubicados centralmente con uno o 2 nucléolos. La coloracion del
citoplasma intensamente basoéfila cercana al nucleo en el caso de las células poligonales de
tipo epitelial y las alargadas, puede indicar un aumento en la cantidad de RER que se asocia
a una sintesis protéica como se ha determinado por estudios previos (Marenco y Del
Vecchyo, 2006 citado en Navarro, 2013)

Los cultivos llevados a cabo sobre el estroma de la MAH (EMAH) vitrificada
exhibieron una alta adherencia asi como una alta tasa proliferativa que se mantuvo inclusive
durante el tiempo de induccidén por lo que al realizar la evaluacion histoldgica, se pudo
evidenciar una capa de células dispuestas sobre el estroma pero sin llegar a formar una capa
continua y con la formacion de agregados celulares, contrario a lo observado en los cultivos
en monocapa y en la MAH intacta. Al establecer un cultivo celular se seleccionan las células

que van a crecer en funcion de numerosos criterios y s6lo formaran parte del subcultivo



aquellas que sean capaces de superar el proceso de disgregacion, de adherirse al sustrato y
de proliferar en forma de monocapa en plastico (Gonzélez, 2017), por lo que al tener
activados mecanismos de transcripcion y sefializacion interna adicionales a las que estan en
el tejido intacto, pueden ser mas sensibles a la influencia de los factores paracrinos del nuevo
microambiente llegando a intervenir en los procesos de migracion, fusion, polaridad y
agregacion celular; similar a lo observado por Sandoval (2012) al realizar co-cultivos de

CMM en membranas de policarbonato donde las mismas se condensaron formando ciimulos.

En éste trabajo de investigacion, se compar6 el potencial de diferenciacion hacia el
linaje condrogénico de las CEMAH en 2 sistemas de cultivo, plantedndose el uso del EMAH
como biosustrato en la estrategia de cultivo tridimensional, el cual brinda la posibilidad de
simular un microambiente y un soporte estructural andlogo al que se encuentra en
condiciones in vivo. Los cambios morfoldgicos fueron observados a partir del cuarto dia en

medio inductor para ambos sistemas y se hicieron enfaticos durante los 17 dias de induccion.

Las CEMAH mantenidas bajo condiciones inductoras adquirieron principalmente,
una morfologia poligonal con citoplasma uniforme y presencia de vacuolas de diferentes
tamanos, y a medida que incrementaba la formacion de las inclusiones de glucogeno
(negativas para Sudan III) presentaron una morfologia redondeada similar a un condrocito
maduro. Esto coincide con lo reportado por Lopez (2014) y Borghesi y col., (2017) en la
induccion de las células mesenquimales provenientes del estroma de la membrana amnidtica
humana y de conejo respectivamente en sistema de cultivo en monocapa y lo obtenido por
Zhou y col. (2011) para las CEMAH y Zuliani y col. (2018) para las células madre

mesenquimales provenientes de fluidos amnidticos para sistemas en micromasas, observando



al mismo tiempo la expresion de factores de transcripcion, como Sox9 (Biy col., 1999), Sox5
y Sox6, que regulan los genes que codifican coldgeno tipo II, agrecano y otros componentes
de la MEC junto a los cambios morfologicos (Sekiya y col., 2000; Stokes y col., 2001;
Hangody y col., 2004). Ademas en el sistema tridimensional, la morfologia con proyecciones
citoplasmaticas de las células dejaban grandes espacios entre ellas que posiblemente sea
destinado a la ubicacion de la sustancia fundamental, la cual es sintetizada por los condrocitos
cuyo nivel de actividad celular puede evidenciarse en el aspecto del citoplasma. Los que estan
mas activos en la producciéon de MEC exhiben regiones mas basofilas en el citoplasma, lo
que indica sintesis proteica (Ross y Pawlina, 2007). En nuestro caso esto fue lo observado
en la mayoria de las células inducidas sobre el estroma de la membrana amniotica mientras
que en los cultivos en monocapa sélo estuvo restringido principalmente, a las células que

presentaban vacuolas.

La matriz extracelular del cartilago (MEC) se compone de una red, que incluye
colagenos, proteoglicanos y otros componentes mas pequefios. El coldgeno representa
aproximadamente 70-80% del peso del tejido seco del cartilago y asegura su fortaleza y
organizacion estructural. El Agrecano es el segundo componente més importante y
proporciona las propiedades mecénicas que permiten la compresion del cartilago asi como
sitios de union covalente para los GAGs acidos y el acido hialurénico (Burstein y col., 2009).
Entre las evaluaciones histologicas que permiten la identificacion de dichos componentes se
encuentra el colorante Azul de toluidina que gracias a su capacidad metacromatica indica la
presencia principalmente de PGs acidos cambiando la coloracion de azul a morado; y la
coloracion Azul Alcian pH 2,5 que pone en manifiesto la presencia de GAGs 4acidos

(sulfatados y carboxilados) caracteristicos del cartilago (Sandoval, 2012).



Las células epiteliales mantenidas en medio inductor en el sistema en monocapa
resultaron negativas para la presencia de GAGs en contraste a las células inducidas sobre el
biosustrato, donde se pudo ver una reaccion positiva para la coloracion con Azul Alcian en
lo que corresponde a la region capsular de la MEC. Esta matriz ubicada justo alrededor de
los condrocitos forma parte de la matriz territorial; es la primera en formarse debido a su
funcion protectora y se caracteriza por contener fibrillas de colageno tipo VI que fijan los
condrocitos a la matriz y una alta concentracion de PGs (Ross y Pawlina 2007), los cuales
fueron evidenciados en las células en monocapa por la leve metacromasia observada
principalmente en las células vacuoladas mientras que en las células cultivadas sobre el
EMAH, la intensa coloraciéon morada sugiere que hubo una mayor sintesis de PGs y de

componentes de una MEC incipiente en general.

Estos resultados tienen sentido debido a que para la condrogénesis, el cultivo a altas
densidades en un entorno tridimensional permite que las interacciones célula-célula y célula-
matriz extracelular sean similares a las del desarrollo embrionario adicional a los
componentes de la matriz extracelular de la MAH que incluyen colagenos (tipos I, III, IV, V
y VI), fibronectina, nidogen, laminina, hialuronano y proteoglicanos, asi como factores de
crecimiento que contribuye a suministrar las caracteristicas del tejido in vivo a las
condiciones in vitro de diferenciacion (Niknejad y col., 2008; Jin y col., 2007; Zuliani y col.,

2018).

Investigadores como Rutigliano y col. (2013), Lange-Consiglio y col. (2014),
Gottipamula y Sridhar (2018) indican el reconocimiento de GAGs mediante el colorante Azul
Alcian y Colageno tipo Il y Agrecano por inmunohistoquimica y PCR, en ensayos de

diferenciacion condrogénica de las células epiteliales cultivadas en monocapa que fueron



mantenidas en medios inductores que contenian TGF-f3 durante 3 semanas. La diferencia en
los resultados obtenidos puede deberse a la metodologia empleada, ya que si bien el medio
de induccién posee varios factores que participan en la diferenciacion, tales como la
dexametasona, insulina y acido ascorbico, carece de factores de crecimiento como el TGF- 3
que inician vias de sefiales intracelulares que complementan en gran medida la sintesis de
proteinas esenciales para la formacion del cartilago “in vitro” (Wang y col., 2009 citado por
Sandoval, 2012), ademas del tiempo de induccidon que fue menor en nuestro caso. Pineda y
col. (2004) reportaron una baja produccion de GAGs en cultivos de condrocitos en monocapa
y mediante técnicas bioquimicas evidenciaron que la mayor parte de éstos difunden al medio
de cultivo debido a la falta de una matriz que los retenga, factor que también pudiese estar
influyendo en la diferenciacion condrogénica de las CEMAH para el mismo sistema de

cultivo y que no fue evaluado en este estudio.

En la diferenciacion sobre el estroma de la MAH se visualizaron algunas zonas del
estroma con una leve reaccion de metacromasia, quizas debido al inicio de acumulacion de
PGs provenientes de las células epiteliales inducidas que comienzan a generar componentes
de MEC adicionales a los que posee el estroma naturalmente a nivel de la membrana basal,
la cual permanece intacta luego de la vitrificacion, ya que no fueron observados cambios
morfoldgicos ni histoquimicos que indiquen diferenciacion por parte de las células
mesenquimales y su contribucion a la formacion de MEC cartilaginosa asociada a la capa
estromal como lo describen Lindenmair y col. (2014) al lograr inducir la MAH intacta en

medios suplementados con FGF.



Nuestros resultados sugieren que se mantuvo durante las condiciones de
diferenciacion condrogénica, la viabilidad tanto de EMAH como de las células epiteliales
cultivadas en ambos sistemas. Finalmente es importante destacar que en la literatura
consultada acerca de la diferenciacion condrogénica de células epiteliales amnidticas para
esta investigacion, no se reportan la obtencion de células con morfologia alargadas con
nucleo elipsoidal similar a la morfologia de los condrocitos inmaduros denominados
condroblastos (Rosales, 2008), las cuales fueron obtenidas bajo las condiciones aplicadas en
este trabajo. Finalmente, se requiere de la aplicacion de técnicas bioquimicas (electroforesis)
y el uso de anticuerpos especificos contra proteoglicanos, colageno tipo I y tipo VI, que
presentan una mayor sensibilidad y permite una mejor identificacion del proceso de

induccidn condrogénica.



7. CONCLUSIONES

La denudacion de la MAH con la enzima Dispasa es un método eficaz para el facil
aislamiento de células epiteliales amnidticas viables que sumado a la presencia de un
sustrato adherente (Gelatina 1%) y a una alta densidad celular, son factores claves para
el establecimiento de estos cultivos.

Las células epiteliales de la MAH en cultivo muestran una heterogeneidad, que se
mantiene hasta el quinto pasaje, a partir del cual aparecen caracteristicas morfoldgicas
asociadas a senescencia.

Luego del proceso de vitrificacion, el estroma de la membrana amnidtica mantuvo
propiedades que favorecieron la adhesion y proliferacion celular.

Se demuestra la potencialidad de las CEMAH de diferenciarse hacia el linaje
condrogénico tanto en el sistema en monocapa como en el sistema tridimensional.

El sistema tridimensional proporcionado por el estroma de la membrana amniotica junto
con el medio condrogénico empleado, favoreci6 en mayor grado la induccion

condrogénica de las CEMAH, en comparacion con el sistema en monocapa.



1.

8. RECOMENDACIONES

Ampliar los ensayos de caracterizacion celular, incluyendo determinaciones
inmunocitoquimicas con marcadores especificos de superficie expresados en células
troncales de naturaleza epitelial, las cuales podrian ser evaluadas ademads, por medio de
citometria de flujo y analisis ultraestructurales mediante microscopia electronica de
transmision.

Ampliar los ensayos de evaluacion de la diferenciacion celular condrogénica mediante
el uso de marcadores especificos para determinar la presencia de colageno tipo II y
agrecan (PG). También pueden realizarse andlisis de la expresion génica mediante RT-
PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR).

Ensayar otros métodos inductores de la diferenciacion in vitro en las CEMAH, usando
diferentes sistemas de cultivo tridimensionales, tales como sistema de micromasas,
matrices artificiales o co—cultivos, incluyendo ademads otros factores solubles inductores

reportados tales como el BMP y TGF-f, capaces de ejercer diferenciacion condrogénica.
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