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RESUMEN: Las células epiteliales del amnios (hAECs) son células madre pluripotenciales; tienen capacidad de diferenciarse
en células de las tres capas embrionarias. Como tales, se utilizan en algunas terapias regenerativas en medicinatié&stepestudio
objetivo describir un protocolo de aislacion de las células epiteliales del amnios (hAECs) a partir de placentas humimsasode par
cesarea, asi como su caracterizacién y comportamiento in vitro. Se aislaron hAECs de 20 placentas de partos por cqwétea con un
colo optimizado. Se caracterizaron las células mediante citometria de flujo, microscopia éptica y de fluorescencia, yasprehalué
feracion de las células mediante MTT a los 1, 3, 5y 7 dias con y sin b-mercaptoetanol en el medio de cultivo. El alidisis dedt
amnios mostr6é un desprendimiento practicamente completo de las células después de la segunda digestién del amniosd&l promedio
células obtenidas fue de 10.97 millones de células por gramo de amnios. Las hAECs mostraron una proliferacion limitaddii& cual
favorecida por la adicion de b-mercaptoetanol en el cultivo. Se observé un cambio de morfologia espontanea de epitejishamesen
después del cuarto pasaje. Las células epiteliales del amnios pueden ser aisladas con un protocolo simple y efectigm, sin embar
presentan escasa capacidad proliferativa. Bajo las condiciones de este estudio, la adicion de b-mercaptoetanol nodjpacicae la ¢
proliferativa de las células.

PALABRAS CLAVE: Células epiteliales del amnios; Células pluripotentes; Protocolo de aislacion.

INTRODUCCION

El amnios es una membrana delgada, compuesta por  Entre las ventajas de las hAECs destaca que mues-
celulas epiteliales cuboidales y columnares, que rodea la §n un cariotipo normal y no son tumorigénicas después
perficie interna de la placenta. Tiene un origen epiblastige| trasplante (Miki & Strom, 2006; Murptef al., 2010),

(Miki et al, 2005), es avascular y en su superficie materfi@nen un poder inmunogénico bajo y poseen potentes pro-
se mantiene adherido a la lamina basal, compuesta por giiedades inmunosupresoras (Murghyal). Estas células
teinas extracelularesy por células madre mesenquimales gisn capaces ademéas de inducir la angiogénesis y la
persas. epitelizacion (Tsengt al, 1997), de reducir la inflama-
cion (Shimmuraet al, 2001), y poseer propiedades

Las células epiteliales del amnios (hAECs), contenantimicrobianas y antivirales (Kjaergaatdil, 2001; Kubo
das en el amnios, expresan marcadores de célula magiral, 2001).
pluripotencial; tienen capacidad de diferenciarse en células
de las tres capas embrionarias (Murphgl, 2010; Garcia- En 2011, Marongitet al (2011) demostraron que
Castroet al, 2015). Se ha demostrado que las célulags hAECs de rata tenian la capacidad de diferenciarse en
epiteliales del amnios tienen potencial de diferenciacidiepatocitos después de ser inyectadas al sistema vascular
adipogénico, condrogeénico, osteogénico, miogénico, cardigepatico, es decir, eran capaces de diferenciarse a hepatocitos
miogénico, neurogénico, pancreatico y hepatogénico, enfii&ivosin necesidad de un proceso de diferenciacion previa
otros (Parolinet al, 2008). in vitro. Otros estudios posteriores han demostrado la utili-
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dad de las hAECs como potenciales sustitutos de hepatocitosion salina, de manera que la placenta quede cubierta com-

en pacientes con enfermedades hepaticas metabdlicagletamente por la solucion. Se debe sellar el recipiente y

(Skvoraket al, 2013), por lo que hoy en dia se plantea como transportarlo a 4C al laboratorio donde se aislaran las

una terapia clinica (Liret al, 2017). Asimismo, debido al  células.

potencial de diferenciacion de las hAECs y demés caracte-Una vez en el laboratorio, se debe desinfectar la cara ex-

risticas bioldgicas descritas anteriormente, se estan conduerior del recipiente con etanol al 70 %, antes de introdu-

ciendo diversos ensayos para aplicarlas terapias regenerativassrio en la cabina de flujo.

en medicina. Actualmente, ademas de terapias hepéticash S8on guantes estériles se coge la placenta y se deposita en

estan conduciendo ensayos clinicos contra la pardlisis cerela bandeja metalica con el funiculo umbilical hacia arriba

bral espastica, superficies oculares dafadas, fracturas, sir{iFig. 1A). Al contrario de lo reportado en estudios pre-
drome de Asherman, insuficiencia ovarica, entre otras pato-~ios (Gramignolet al), no se debe lavar la placenta en el
logias (www.clinicaltrials.gov). recipiente, pues la importante cantidad de sangre dificul-
tar4 un lavado eficaz, requerird tiempo considerable y
Considerando el potencial regenerador de las hAECs,conllevara una manipulacion excesiva de la placenta. Una
sus propiedades antimicrobianas y antiinflamatorias, asivez depositada la placenta en la bandeja metélica, se debe
como el hecho de que se obtiene de un tejido de descarteetirar el recipiente fuera de la cabina.

(placenta), este articulo tiene por objetivo describir un pré- Al contrario de lo reportado en estudios previos

tocolo de aislacion de las hAECs a partir de placentas hu{Gramignoliet al), no se recomienda cortar el cordén

manas de partos por cesarea, asi como su caracterizacionymbilical. Dado que el funiculo umbilical contiene dos

comportamientan vitro. arterias y una vena, si se corta, se producira una
extravasacion significativa de sangre, lo que dificultara
el procedimiento de aislamiento celular.

MATERIAL Y METODO 7. Con el bisturi se debe hacer un corte superficial que
circunscriba el funiculo umbilical a aproximadamente 1
cm del tallo. Posteriormente, hacer cuatro cortes lineales,

Esta investigacion fue aprobada por el Comité de cada uno desde el corte que rodea el funiculo umbilical

Etica de la Universidad de Barcelona y siguio los principios hasta la parte mas lateral de la placenta.

de la Declaracion de Helsinki. El método que se describ&aCon los dedos se debe separar y levantar el amnios de la

continuacion redne la experiencia de la aislacion de célulagplacenta (Fig. 1B). Se debe evitar la manipulacion exce-

epiteliales del amnios de 20 placentas humanas, obtenidasiva del tejido.

inmediatamente después de partos por cesarea, y optindzB®epositar las membranas de amnios en un vaso de preci-

métodos de aislacion reportados previamente (Gramignolipitado con 200 ml de solucion Ringer Ph 6,5 (Fig 1C.)

et al, 2016). Todas las pacientes firmaron el consentimien-para disolver los codgulos de sangre. Agite suavemente
to informado horas antes de la cirugia. el amnios con una pinza para eliminar los coagulos de
sangre que se encuentran adherida a la membrana. Debi-

Protocolo de aislacion de las células epiteliales del amnios do al pH &cido, los amnios no deben estar en contacto
con la solucién de Ringer durante mas de 10 a 15 minutos

1. Previo a la aislacion de las células, se debe solicitar IaGramignoliet al).
aprobacion del proyecto con el comité ético local y estd0.Cambie los trozos de amnios a vasos de precipitados su-
blecer una colaboracién con un hospital local que realicecesivos, cada uno con 200 ml de PBS (Ph 7,4). Realice
partos por cesarea. Para obtener el amnios, es preferibleantos cambios de vasos como sea posible hasta que los
el parto por cesarea al parto natural debido a consideratrozos de amnios estén libre de sangre y la solucion se
ciones éticas (la paciente no sufre dolor al momento de laobserve transparente (Fig. 1C). Se necesitaran al menos
aplicacion del consentimiento informado), y por la dis- tres cambios de PBS para limpiar la membrana.
minucion de las probabilidades de contaminacion en £l.Colocar 10 g de tejido en 10 ml de solucién Tryple x 10
cultivo celular primario, al obtener la placenta por via qui- en un tubo Falcon de 50 ml.
rdrgica y no por via vaginal. 12.Incubar el amnios a 37 °C y 5 % Qfdrante 20 minu-

2. Preparar el flujo de cabina con los siguientes materialestos. De preferencia utilizar incubador que realice agita-
bandeja metalica, bisturi y hoja de bisturi, tijera y 4 vasoscion, de lo contrario se debe agitar manualmente los tu-
de precipitado de 300 ml. Todo el material debe estar esbos cada 3 minutos para facilitar el proceso de liberacion
terilizado. de células de su membrana subyacente.

3. Inmediatamente después del parto, se debe depositat3dav/aciar el contenido de los tubos en un vaso de precipita-
placenta en un recipiente estéril no traslucido con solu-do de 200 ml de PBS cada 10 ml de TrypleX10.
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14.Realizar un segundo proceso de digestion de la membvart.Al, Carl Zeiss Microscopy, Jena, Alemania) y foto-
na. Para esto se debe poner nuevamente 10 g de tejidgrifiadas con la camara ZEISS Axiocam 503 (Microscopia
10 ml de solucion Tryplex10 en un tubo Falcon de 50 nGarl Zeiss, Jena, Alemania). Se tomaron imagenes con fil-
aincubar a 37 °C y 5 % G@urante 20 minutos. tro de fluorescencia azul y roja (juego 43, Microscopia Carl
15.Vaciar el contenido de los tubos en el vaso de precipieiss, Jena, Alemania) de forma independiente y poste-
do donde se encuentran las células del primer procesaidemente superpuestas digitalmente. Se utilizé el software
digestion de la membrana. ZEN para microscopia e imagenes (v 3.1, Carl Zeiss
16.Centrifugar las células a 300 g x 10 min. Eliminar é¥licroscopy, Jena, Alemania).
sobrenadante y resuspender las células en el medio de
cultivo. Procesamiento histolégico del amnio3rozos de amnios
previo a la primera digestion, posterior a la primera diges-
Caracterizacion de las hAECsSe llevo a cabo un andli- tion y posterior a la segunda digestion fueron analizados
sis con citometria de flujo para caracterizar las células algstologicamente. Para ello, se fijaron los trozos de tejido
ladas. Inmediatamente después del aislamiento, las hAER formalina al 10 % por 24 horas. Posteriormente, las
se sembraron en frascos T-75 y se cultivaron hasta una conrestras se procesaron con un procesador de tejidos
fluencia del 80 % con DMEM, 2nM de L-glutamina, 1 %{Shandon Citadel 1000; Thermo Scientific, Waltham, MA,
de aminoacidos no esenciales, 1 mM de piruvato de sodits. UU.); se deshidrataron mediante gradaciones ascen-
10 % de FBS y 10 ng/ml de EGF. Las células (1x#lu- dentes de etanol de la siguiente manera: un ciclo de etanol
las / tubo con 83l de suspensién celular) se incubaroml 70 % (8 h), un ciclo de 90 % de etanol (8 h), tres ciclos
con 4ul de CD44 antihumano de ratén (APC; 560890, BMe etanol al 100 % (8, 16 y 14 h), tres ciclos de xileno (5, 5
Biosciences, San José, CA, EE. UU.)ul4de CD105 vy 6 h)y dos ciclos de parafina (6 y 16 h). Las muestras se
antihumano de ratén (PerCP- CY 5.5; 562245, BBeccionaron con un micrétomo Leica Jung RM2045 (Leica,
Biosciences), 4ul de anti-EpCAM (FITC; 347197, BD Nussloch, Baden-Wirttemberg, Alemania). Se obtuvieron
Biosciences) y 4ul de anti-CD49f humano de rata (PE;cortes de f.um y se colocaron en portaobjetos con poli-L-
561894, BD Biosciences). El andlisis se realizd en disina. El utiliz6 hematoxilina y eosina (H-E) como tincién,
citometro de flujo (FACSCanto™, BD Biosciences) y lgy se observaron las muestras mediante microscopia Optica
adquisicion de datos y los andlisis se realizaron con el sqfdlympus CH30; Olympus, Tokio, Japdn).
ware FACSDiva™ (BD Biosciences) con al menos 10 000
eventos por muestra. Las células de dos donantes difer€nitivo y proliferacion de hAECs. Se sembraron 3000
tes se analizaron por triplicado y se calcularon los valore8ECs por pocillo en placas de 96 pocillos con el medio con-
medios con percentiles del 25 % al 75 % (n = 6). trol (Dubeccos Modified Eagle Medium (DMEM), 2nM de
L-glutamina, 1 % de amino&cidos no esenciales, 1 mM de
Observacion microscopica de las hAEC®espués de 7 piruvato de sodio, 10 % de suero fetal bovino (FBS) y 10 ng/
dias en cultivo con el medio descrito anteriormente, lad de factor de crecimiento epidérmico (EGF) y con el me-
células se fijaron con formalina durante 10 minutos, sko experimental, que contenia b-mercaptoetanol (DMEM,
permeabilizaron con Triton X 0,1 % durante 5 min y s2nM de L-glutamina, 1 % de aminoacidos no esenciales, 1
tefiieron con Phalloidin (30 min) y DAPI (1 min). Las cémM de piruvato de sodio, 10 % de FBS 10 ng/ml de EGF y
lulas fueron observadas en un microscopio ZEISS (AxkEb uM b-mercaptoetanol) en un incubadd7°C.

Fig. 1. Placenta obtenida de un parto por cesarea. Para separar el amnios de la placenta se debe ubicar el cordériaiarhitiaal hac
(A), coger la membrana, que se observara transparente, con los dedos (B) y depositarla en vasos de precipitado coryepli®iion Rin
6.5) para disolver los coagulos de sangre (C).
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Se realizé un ensayo MTT después de 1, 3,5y

dias. Después de la incubacion de las células con brom 100 = _
de metiltiazolildifenil-tetrazolio (MTT; 0,5 mg/ml) 9
(Bromuro de tetrazolio azul de tiazolilo, Sigma-Aldrich 2 g ~
St. Louis, MO, EE. UU.) durante 60 min a7y 5%de @ i
CO,, el colorante se disolvio con DMSO durante 180 mi %
en un agitador de placas a 220 rpm. La absorbancia © 60 =
. 4. . .. =,
midio en un lector de microplacas a | = 540 nm (Infinited ‘
200, Tecan, Mannedorf, Suiza). o
o 40
3
RESULTADOS @
S 20._
Histologia del amnios.Posterior a la separacion del
amnios del corion subyacente y previo al proceso de | 0

gestion se observa un epitelio de células cilindricas or¢
nizadas en una monocapa homogénea sobre la membiaiia
basal (Fig. 2A). Las células presentan un nucleo Unico dig. 3. Resultado de la citrometria de flujo. Las hAECs mostraron

puesto mayoritariamente en el polo distal de la célula (Figgr positivas para marcadores de células mesenquimales y
2A). epiteliales.

CD44 CD49f CD105 EpCAM

La primera digestion de la membrana da lugar a un

desprendimiento parcial de las células (Fig. 2B). La spresaban tanto marcadores epiteliales (CD49f, CD326 o

gunda digestién da lugar a un desprendimiento practid@@pCAM) como marcadores mesenquimales (CD105,

mente total de las células (Fig. 2C), por lo que resulta rfeb44) (Fig. 3).

cesario realizar dos procesos de digestion para un aisla-

miento efectivo. Posterior al segundo proceso de digdsultivo y expansionin vitro. Tras 24 horas de cultivo se

tiobn la membrana se observa integra (Fig. 2C). observd una poblacion incipiente y pura de células
adherentes de aspecto redondeado con un nucleo clara-

Recuento de las células aisladaBl promedio de células mente observable al microscopio optico (Fig. 4A). El ta-

aisladas tras la primera digestion fue de &@7 x 10 mafio celular es cercano a 30@. La morfologia celular

células por gramo de amnios con una viabilidad del 818 confirmada mediante microscopia de fluorescencia (Fig.

%. El promedio de las células aisladas tras la segunda4#), se observa un nucléolo por célula.

gestion fue de 2,94.0,9 x10 células por gramo de amnios

con una viabilidad del 70,1 %. Segun la experiencia obtenida las hAECs presen-
tan una transicion mesenquimal a partir del cuarto pasaje.

Caracterizacion mediante citometriaEl analisis median- Cuando son sembradas a baja confluencia, esta transicion

te citometria de flujo mostré que las células aisladas esé observa en pasajes menores (segundo o tercer pasaje).

s

=
— 7 o

W@w WV @q ) I ¢

’ \’\
,

A — B = ’ —
Sopm 3 7 &

100

Fig. 2. Histologia (H-E) del amnios previo a Ia digestion (A), tras 20 minutos de digestion con Tryple x 10 (B) y trasa®0dminut
digestion con Tryple x 10. Tras los primeros 20 minutos de digestion se observa un desprendimiento parcial de célumgd@B) y tra
minutos el desprendimiento es completo (C).
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La adicién de beta-mercaptoetanol al cultivo no dide las células cultivadas con medio con beta-mercaptoetanol
lugar a una diferencia estadisticamente significativa enrequirié un mayor tiempo (aproximadamente 2 minutos mas)
proliferacion celular (Fig. 5). Sin embargo, la tripzinizacidly no resulté completamente efectiva.

A

Fig. 4. Cultivo de hAECs observadas con microscopia dptica (A) y microscopia de fluorescencia (B). Las hAECs presentan una morf
logia redondeada con nucleo Unico (A, B).

szl ‘ y tienen la capacidad de diferenciarse en células de las tres
capas embrionarias. Ademas, se obtienen del amnios, que
011 suele desecharse después del nacimiento y por tanto no ge-
neran controversia sobre la preocupacion ética (Miki, 2018).
o5 o tive (i Otra ventaja de las hAEC es que, a diferencia de las células
e o e e, Madre embidticas, no son tumorigénicas tras el trasplante y
000 tienen pocas propiedades inmunogénicas (Miki). Por estas
razones, se han utilizado ampliamente en medicina
regenerativa (Marongiet al).

Absorbancia a 540 nm

En cuanto a su morfologia, la literatura es bastante
homogénea en indicar que tienen una morfologia epitelial

Fig. 5. Resultado del test MTT tras 1, 3, 5y 7 dias de cultivo cor;[Iplca (redondeadas), de gran tamafio (diametrophd0

sin beta-mercaptoetanol. La adicion de beta-mercaptoetanol el,’fl)érOXImadamente) y COI"I nucleo unico, lo _que _Concuerda
medio no favoreci la proliferacién celular. con los resultados obtenidos en este estudio. Sin embargo,

en la literatura se reporta que el andlisis mediante citometria
de flujo de la expresién de marcadores de superficie de las
DISCUSION hAECs tiene una alta variacion en el tipo y cantidad de mar-
cadores expresados (Miki). Se ha reportado que el epitelio
amnidtico a término contiene hAECs con varios grados de
Este estudio presenta un método simple y efectivaxpresion de marcadores de pluripotencialidad (Miki). Los
para el aislamiento y cultivo de células epiteliales de amnimasultados de este estudio indican que las células son positi-
humanos. Nuestros resultados indican que se puede obtes@esr para marcadres mesenquimales (CD105 y CD44) y
un cultivo puro de células, las que son liberadas en su tatgiteliales (EpCAM y CD49f). La positividad a los marca-
del amnios después de la segunda digestién, y que al deres mesenquimales para las hAECs ha sido reportada en
cultivadasin vivo presentan una capacidad de proliferaciéastudios previos (Topoludt al, 2017).
limitada.

0.7

D1 D3 D5 D7

En la literatura es posible observar distintos proto-
Las hAECs son células madre que a diferencia delos de aislacion de células epiteliales del amnios, que va-
otros componentes de la placenta, derivan del epiblastoré&mn en cuanto la manipulacion de la membranay las enzimas
las primeras semanas de la embriogénesis @¥lidi, 2005), utilizadas para separar las células de la membrana subya-
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cente (Murphyet al; Gramignoliet al; Maymoet al, 2018).  BUCCHI, C. & DE ANTA, J. M. Isolation and characterization
Este estudio demuestra que es posible evitar la limpiezagd@mniotic ephitelial celldnt. J. Morphol., 40(3817-823, 2022.

la membrana mientras esta se encuentre adherida a la

placenta. Esto reduce la manipulacién de la membrana, fa- ~ ABSTRACT: human amnion epithelial cells (hAECs) are
cilita la limpieza del amnios y el posterior desprendimient@iuriporem stem cells; they have the ability to differen_tiate i_nto
de la totalidad de las células sin la interferencia de sangfg!!s of the three embryonic layers, and are used in various
después de la segunda digestion. Asi también se obsd nerative therapies in medicine. This study aims to describe a

. . . . -protocol for the isolation of amnion epithelial cells (hAECs) from
diferencias en la literatura con respecto al medio de cultlwgIman placentas from cesarean delivery, as well as their

de las células, ya que algunos estudios adicionan &aracterization and culture conditioimsvitro. hAECs were
mercaptoetanol en el cultivo (Mikt al). La justificacion isplated from 20 cesarean delivery placentas with an optimized
de la adicion de b-mercaptoetanol estaria dada en la acqiéstocol. The cells were characterized by flow cytometry, light
anti-estrés oxidativo de las células, lo que favoreceria la pemd fluorescence microscopy, and the proliferation of the cells was
liferacidn celular. Sin embargo, segln lo observado en esigluated by MTT at 1, 3, 5 and 7 days with and without b-
estudio elB-mercaptoetanol no favorecié la proliferacigrineércaptoethanol in the culture medium. Histological analysis of
celular y, por el contrario, aumenté el tiempo déhe amnion showed a practically complete detachment of the cells

tripsinizacion de las células cuando estas eran pasadaé’fdge underlying membrane after the second digestion. The avera-

. tro. Se ha d trad | trario d e number of cells obtained was 10.97 million cells per amnion.
un pasaje a otro. € ha demostrado que, al contrario de hAECs perform a limited proliferation rate, which was not

ce!ulgs madre me_senqwmales del amnios, I_as Celu'l%ﬁored by the addition of b-mercaptoethanol in the culture. A
epiteliales del amnios tienen una alta resistencia al estégsntaneous morphology change from epithelial to mesenchymal
oxidativo (Haret al, 2019), por lo que, tal como lo demos-morphology is exhibited after the fourth passage. The epithelial
trado en este estudio, el uso de b-mercaptoetanol no segls of the amnion can be isolated with a simple and effective
necesario para el cultivo de las hAECs. protocol, however, they present little proliferative capacity. Under
the conditions of this study, the addition of b-mercaptoethanol does
En este estudio se observé que las hAECs son célufid favor the proliferation of the cells.
|c~)oco proliferativas, lo concuerda con estu_d|o pr_e’V|os gue se- KEY WORDS: human amnion epithelial cells,
fialan que las hAECs muestran una proliferacion lenta aue i : .
o . . o pluripotent cells, isolation protocol.

practicamente se detiene al pasaje 5 (Rilial, 2008). Esta
proliferacion limitada de las hAECs se explica debido a que
carecen telomgrasa transcriptasa inversa (ﬁulai), lo que REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
debe ser considerado cuando se planee utilizarlas en terapias
regenerativas o estudimsvitro que requieran un alto nimero
d? ceIgIa;. Asi mismo, (_el cambio espontaneo de una_morfolgﬂ[c, G.; Zeisberger, S. M.; Mallik, A. S.; Zimmermann, R. & Zisch, A. H.
gia epitelial a mesenquimal observada en este estudio a partiicomparative characterization of cultured human term amnion epithelial
del cuarto pasaje ha sido también reportada en estudios preand mesenchymal stromal cells for application in cell ther@py.
vios (Bilic et al). Esto ha sido explicado ya que estas células Tansplant, 17(8p55-68, 2008. )

.. . qarua—CaStro, I. L.; Garcia-Lépez, G.; Avila-Gonzélez, D.; Flores-Herrera,
presentan_ algo grado de respuesta y plasticidad a estimu O$-|.; Molina-Hernandez, A.; Portillo, W.; Ramén-Gallegos, E. & Diaz,
externos, incluso en aquellas células que han perdido la capan. F. Markers of pluripotency in human amniotic epithelial cells and

cidad de expresar marcadores de células madre. their differentiation to progenitor of cortical neurof.oS One,
10(12)e0146082, 2015.
Gramignoli, R.; Srinivasan, R. C.; Kannisto, K. & Strom, S. C. Isolation of
. human amnion epithelial cells according to current good manufacturing
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