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Utilidad terapéutica potencial de las células madre de la membrana
amniodtica
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RESUMEN

Desde los primeros estudios de células madre obtenidas de la membrana amniética se ha avanzado mucho en el conocimiento de las
caracteristicas de estas células, sus métodos de obtencién y procesamiento, asi como de su potencialidad. Numerosos ensayos preclinicos
sugieren que las células madre de la membrana amniética podrian ser Utiles en la regeneracion de una serie de alteraciones tisulares.
Esta por dilucidarse si el efecto benéfico que ejercen estas células se debe a su diferenciacion por células del tejido afectado, o si es
mediado por su accion paracrina antiinflamatoria en los tejidos del huésped, hipotesis que parece ser la mas favorecida. Se requiere una
estrecha colaboracion entre la investigacion basica y los clinicos para que la terapia con células se haga realidad en la practica diaria.
Palabras clave: membrana amniética, células madre, células de la membrana amniética, células epiteliales, células mesenquimales,
terapia celular.

ABSTRACT

Since the first studies on amniotic-derived stem cells were published, much knowledge has been gained regarding the characteristics,
handling methods and potential of these cells. A lot of preclinical evidence suggests that human amniotic derived cells may be useful for
treating a range of pathologic conditions, joining the list of significant contributors to regenerative medicine. Whether the beneficial effects
of amniotic derived cells are due to differentiation of the transplanted cells themselves or to paracrine actions on the surrounding host tissue
in order to reduce inflammation and promote regeneration remains to be fully elucidated. In making new cell therapy-based strategies a
clinical reality, it is fundamental a close collaboration between basic scientists and clinicians.

Key words: Amnion, amniotic membrane, stem cell, amniotic epithelial stem cell, amniotic mesenchymal stem cell, Cell therapy.

amembrana amniotica es la capa mas interna de la
placenta. Conjuntamente con el corion se extiende
mas alla de los margenes del disco placentario
para envolver al feto en la cavidad amnidtica, brindarle
proteccion durante su desarrollo y ofrecerle un ambiente
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de suspension en el que pueda crecer sin distorsidon por
presion de las estructuras que lo rodean. Interviene, ade-
mas, en el intercambio de gases y desechos, y actiia como
barrera de defensa contra infecciones, traumatismos y
toxinas.'?

La membrana amnidtica a término tiene una superficie
de 700 a 1,800 cm?, peso de 15 a 35 gy espesorde 70 a 180
pum. Estructuralmente esta compuesta por: epitelio, lamina
basal, estroma de tejido conectivo avascular, denominado
mesodermo amnidtico, y capa esponjosa que la separa del
corion.'*El epitelio amnidtico forma un tapizado simple,
continuo, ininterrumpido de células cilindricas, cuboides
o planas, en contacto con el liquido amnidtico. Reposa
sobre la lamina basal bien definida, formada por una malla
de fibras de colagenos tipo Il y IV y glicoproteinas. Esta
lamina esta conectada con el mesodermo amnidtico, en
cuya parte mas proximal se distingue una capa compacta,
acelular, compuesta de fibronectina, coldgeno intersticial
tipo I y IIT dispuestos en forma de haces paralelos, y co-
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lageno tipo V y VI que forman conexiones filamentosas
entre el colageno intersticial y la membrana basal. Por
fuera de ésta se encuentra una capa dispersa de células
estromales de tipo fibroblastos, embebidos en una malla de
fibras reticulares. Mas externamente se encuentra la capa
intermedia o esponjosa rica en elastina, proteoglicanos,
glicoproteinas y fibras de colageno, predominantemente
tipo 111, organizadas laxamente, que separa el amnios del
corion.>* El amnios es uno de los pocos tejidos que carece
de nervios, musculos y vasos linfaticos. Sus nutrientes
son suplidos directamente por difusion desde el liquido
amniotico o desde la decidua subyacente.

En los ultimos afios la membrana amnioética ha des-
pertado gran interés en la comunidad cientifica como
una fuente alternativa de células madre. En ella se ha
demostrado la existencia de dos poblaciones celulares
con caracteristicas de células madre: las células epiteliales
conocidas como hAEC: human Amniotic Epithelial cells,
con caracteristicas muy parecidas a las de las células
embrionarias que, al igual que ellas, expresan marcado-
res antigénicos embrionarios, factores de transcripcion
propios de pluripotencialidad y evidencian diferenciacion
pluripotencial hacia células de las tres capas germinales:
ectodermo (neuronas, y células gliales), endodermo
(hepatocitos, células pancreaticas) y mesodermo (osteo-
citos, adipocitos, cardiomiocitos, miocitos esqueléticos),
bajo condiciones de cultivo adecuadas.>' Y las células
mesenquimales obtenidas del estroma mesodérmico,
denominadas hAMSC (human Amniotic Mesenchymal
Stem or Stromal cells) que basicamente son células mul-
tipotenciales, aunque algunos investigadores también han
demostrado una capacidad de diferenciacion mas alla de
la linea mesodérmica.'!-"?

Estas células, de muy facil obtencion en cantidades
abundantes, a partir de un tejido de desecho de disponibi-
lidad casi ilimitada, han resultado muy atractivas para la
investigacion debido a que poseen un potencial prolifera-
tivo aparentemente mayor que el de las células de la MO
y evidencian, facilmente, su potencial de diferenciacion in
vitro cuando se utilizan los medios de cultivo adecuados.'
Ademas, secretan neurotransmisores y factores troficos
que estimulan a las células madre enddgenas y modulan
positivamente el microambiente de los tejidos receptores
donde han sido aplicadas, ayudando a su regeneracion;
sintetizan y liberan sustancias bioldgicamente activas
como citocinas y moléculas de sefializaciéon como el TNF

(Tumor Necrosis Factor), TGFo, TGFB (Transforming
growth factor o and p), bFGF (basic fibroblastic growth
factor), EGF (Epidermal Growth Factor), HGF (Hepatic
growth factor), KGF (Keratinocytes growth factor), IL-4,
IL-6. IL-8 (interleucinas 4, 6, 8), inhibidores naturales de
metalo-proteasa, defensinas B, prostraglandinas, etc., que
la capacitan para cumplir otras funciones biologicas.?**
No expresan antigenos HLA DR, ni moléculas co-estimu-
ladoras y juegan un papel importante en la modulacion de
las respuestas inmunes e inflamatorias; expresan antigenos
HLA-G, considerados clave en la inmunotolerancia al
feto, pues se comportan como péptidos tolerogénicos y
contribuyen con el efecto inmunomodulador por su union
a receptores inhibitorios presentes en las células NK y en
los macréfagos, inhiben la proliferacion de las células T
CD4+, e inducen apoptosis de las células T CD8+.252¢
Todas estas son ventajas adicionales sobre otros tipos de
células madre, de gran importancia en la terapia celular y
en la ingenieria tisular.

Usos de las hAEC y hAMSC en modelos animales

Hace poco se publicaron diferentes ensayos pre-clinicos
en modelos animales con diversas enfermedades, que
evidencian la habilidad de estas células para injertarse
en los tejidos del huésped y contribuir a su regeneracion
(Cuadro 1). Algunos de ellos los comentaremos enseguida.

Enfermedades neurologicas
En el afio 2000 Kakishita y colaboradores?’ con el uso
de un modelo de enfermedad de Parkinson en ratas in-
jertaron hAEC transfectadas con el marcador LacZ del
gen de B-galacosidasa (B-gal) en el striatum denervado
de dopamina. Las células infundidas fueron capaces
de supervivir, produciendo mejoria parcial durante dos
semanas tras el trasplante. En una extension del estudio
realizado en 2003, los mismos investigadores demostra-
ron que las hAEC fueron capaces de sintetizar y secretar
catecolaminas y factores neurotroficos difusibles (BDNF:
Brain derived netrophic factor y NTI-3: Neurotrophin-3)
que mejoraron la funcidn y supervivencia de las neuronas
dopaminérgicas.?®

En 2008, Kong y sus colaboradores® ratificaron
el efecto neuroprotector y neurogénico de las hAEC
trasplantadas al striatum de ratones con enfermedad de
Parkinson, al observar mejoria en la conducta de los ra-
tones trasplantados.
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Cuadro 1. Trasplante de HAEC o HAMSC en modelos animales de enfermedades

Enfermedad Animal  Evolucién Referencias
Enfermedad de Parkinson Rata Supervivencia celular. Sintesis y secrecion de catecolaminas y factores 27,28,
neutréficos. Mejoria de la funcion y supervivencia de las neuronas do-
paminérgicas.
Raton  Efecto neuroprotector y neurogénico. 29
Rata Mejoria clinica. Expresion de marcadores neurales 30
Contusion del corddon medular Mono Supervivencia celular. Efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores. 31
Integracion celular sin reaccion inmunitaria
Rata Supervivencia celular. Expresion de marcadores neuronales. Disminucion 32
del area infartada. Mejoria clinica
Obstruccion arterial cerebral media Rata Integracion en tejido hepatico. Expresion de marcadores hepaticos. 33
Raton  Integracion hepatica. Expresion de receptores.
Tejido hepatico Conejo Integracion en tejido hepatico. Disminucion de la apoptosis, la inflamacion  5,35,37,39
y la fibrosis
Raton  Supervivencia celular. Expresion de marcadores cardiacos. Mejoria de 36
la funcién cardiaca.
Fibrosis hepatica Rata Correccion de hiperglucemia. Integracién celular en el higado y el pancreas 40
Infarto cardiaco Raton  Disminucion de la infiltracion por neutréfilos. Reduccion de la fibrosis. 41,42
Diabetes Ratén  Produccién de proteinas surfactantes A, B, C y D. 44
Fibrosis pulmonar Raton  Expresion de genes, receptores, colageno tipo Il y aggrecan 45,46
Tejido cartilaginoso Rata Localizacion en la regiéon supra-limbal, region supra-espiral en la scala 18
Enfermedades del oido vestibuli'y en la regién subcentral del ligamento espiral en la scala timpani.
Pared abdominal Cobayo Supervivencia durante 3 semanas. Expresion de marcadores. 47
Rata Integracion celular. Mejoria de cicatrizacion. Reduccion de la incidencia 48
y tamafio de hernias incisionales.
Isquemia de extremidades Raton  Mejoria de flujo sanguineo. Disminucion de necrosis. Aumento de capilares 49

En el afio 2009 Yang X y su grupo® trasplantaron
hAEC al ventriculo lateral de ratas con un modelo de
enfermedad de Parkinson inducido por microinyeccion
estereotactica de 6 hydroxydopamina (6-OHDA) en el
striatum, y evaluaron la supervivencia y diferenciacion
de las hAEC, asi como los efectos producidos por el
injerto. Observaron que la rotacion asimétrica inducida
por la apomorfina en las ratas con enfermedad de Parkin-
son disminuy6 significativamente a las dos semanas del
trasplante en el grupo tratado; que las células injertadas
expresaron nestina y vimentina a las cinco semanas del
trasplante; que las células tiroxina hidroxilasa positivas
detectadas por inmunohistoquimica en la sustancia ni-
gra del grupo tratado aumentaron significativamente en
relacion con el grupo no tratado, y que la dopamina, las
concentraciones de DOPAC (3,4-Dihydroxyphenylacetic
acid: Acido 3,4 Dihidroxi fenil acético) y las de acido
homovanilico (HVA: Homovanilic acid) en el striatum del
grupo tratado aumentaron significativamente en relacion
con el grupo no tratado.

Sankar y Muthusamy, en 2003, evaluaron la utilidad te-
rapéutica potencial de las hAEC en un modelo de contusion
de la médula espinal inducida en monos no inmunosupri-
midos.! Trasplantaron hAEC marcadas con colorantes
dentro del area lesionada y demostraron que esas células
fueron capaces de supervivir durante mas de 120 dias, sin
evidencias de inflamacién o rechazo, y que las pruebas
de locomocidén mejoraron hasta una puntuacion de 19, (2
puntos menos que los animales normales). Consideraron
la ausencia de formacion de cicatriz glial y de reaccion
inmune como una prueba de que las hAEC trasplantadas
ofrecieron un ambiente favorable en el que supervivieron
las neuronas y crecieron los axones seccionados.

En el afio 2006 Wu ZY y su grupo®? obtuvieron resul-
tados similares en ratas con seccion de la médula espinal.
Las hAEC marcadas con Hoechst 33342 supervivieron
durante ocho semanas y se integraron, sin reaccion inmune,
al corddn espinal del huésped.

En el afio 2008 Liu y sus colaboradores™® tras el tras-
plante de hAEC en el cerebro de ratas con obstruccion
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de la arteria cerebral media, demostraron que las hAEC
supervivieron y migraron al area isquémica expresando
marcadores neuronales, lo que se acompaiié de mejoria
significativa de la disfuncidon conductual y de reduccion
del volumen del area infartada en los animales tratados
con células en relacion con los controles.

En el afio 2009 Yu SJ y sus coautores®* realizaron una
revision acerca del uso de la membrana amnidtica como
fuente de células para la terapia celular en ictus, una
enfermedad en la que la inflamacidn es el contribuyente
principal de la cascada de muerte celular secundaria que
sigue al episodio inicial de ictus y en la que las células
trasplantadas podrian controlar los efectos deletéreos de
la inflamacién y evitar la progresion del ictus. Conclu-
yeron, con base en los articulos revisados, que las hAEC
ejercen un efecto neuroprotector en las fases agudas del
dafio y facilitan la neuroregeneracion en las fases tardias.
Ademas, que el factor 1 liberado desde el estroma durante
la inflamacidn sirve para guiar a las células trasplantadas
hacia el tejido isquémico; por ello resulta efectiva la
administracion de las hAEC por via periférica en la fase
aguda del ictus.

Enfermedades hepaticas

Sakuragawa y su grupo,® en el afio 2000, en un estudio
con hAEC transducidas con el gen de la § gal, trasplanta-
das en el higado de ratones con inmunodeficiencia severa
combinada (IDSC), observaron integracion hepatica de las
células trasplantadas y positividad para a-fetoproteina y
albimina en las semanas 1 y 2 enseguida de la inyeccion.
Plantearon que las hAEC podrian ser ttiles como porta-
dores de genes para pacientes con enfermedades hepaticas
congénitas.

Takahashi S y sus colaboradores,*® en 2001, lograron la
expresion de un receptor de lipoproteinas de baja densidad
(LDLR: Low density lipoprotein receptor) en las hAEC a
través de la recombinacidn con adenovirus y trasplantaron
dichas células genéticamente modificadas en el higado de
conejos con un modelo de hipercolesterolemia familiar.
Observaron una disminuciéon importante del colesterol
sérico, asi como la migracion de las células desde los si-
nusoides hacia el parénquima hepatico, con expresion de
los receptores durante 20 dias tras el trasplante, después
de esto las células desaparecieron. Atribuyeron la tempo-
ralidad de la respuesta al rechazo del xeno-injerto y a la
funcion transitoria del vector adenovirus.

Takahashi N y su grupo,®” en 2002, trasplantaron hAEC
transfectadas con el adenovirus AdlacZ en el higado de
ratas fetales por manipulacion uterina y evidenciaron que
las células trasplantadas formaron una masa celular que
tuvo una supervivencia mayor de 14 dias tras el nacimien-
to de los fetos. Plantearon que el uso de las hAEC como
transportador de genes podria resultar en la expresion a
largo plazo de genes exogenos.

Takashima S y sus colegas,*® en el afio 2004, tras-
plantaron piezas de amnios en la cavidad peritoneal de
ratones con IDSC y evaluaron la supervivencia del tejido
y la secrecion de albumina. Detectaron que el amnios
tuvo una duracion de dos semanas con habilidad metabo-
lizante medida por MTT y que tanto en el suero como en
el liquido peritoneal se observé produccion de albimina
humana durante siete dias tras el trasplante. Los autores
plantearon que atin cuando el trasplante de amnios o de las
hAEC podia ser una estrategia terapéutica novedosa para
enfermedades hepaticas, uno de los problemas a resolver
es la corta supervivencia del tejido trasplantado.

En los afios 2005 y 2009 el grupo de Miki 3* presentd
evidencias adicionales de que las hAEC son capaces de
realizar funciones hepaticas, al detectar en el suero de
los ratones con IDSC trasplantados con hAEC al-anti-
tripsina humana.

En el afio 2010 Manuelpillai y sus colaboradores,* en
un modelo de fibrosis hepatica en ratones inducida por la
administracion de tetracloruro de carbono (CCl,), trasplan-
taron hAEC. A las dos semanas de la infusion observaron
las hAEC en el higado de los ratones, sin evidencias de
rechazo, asi como albimina humana en el suero de dichos
ratones. Ademas, tras el trasplante observaron disminucion
en el grado de apoptosis de los hepatocitos y, reduccion
de la inflamacion y la fibrosis en comparacion con los
animales controles.

Enfermedades cardiacas

Zhao y su grupo,* en el afio 2005, demostraron que las
hAMSC xeno-trasplantadas en el miocardio infartado
de ratas tuvieron supervivieron al menos dos meses y
se diferenciaron en células parecidas a cardiomiocitos,
quizéd por efecto de algunos factores endogenos. En el
ensayo de diferenciacion cardiomiocitica realizado por
los citados autores, el cocultivo con explantes de corazon
de ratas neonatales confirmd que un pequefio nimero de
hAMSC marcado con el colorante fluorescente PKH67
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fue capaz de integrarse y diferenciarse en células pare-
cidas a cardiomiocitos. Consistente con este hallazgo,
la evaluacidon por microscopia de fluorescencia de las
hAMSC marcadas con el colorante fluorescente PKH67 e
inyectadas en el miocardio infartado de las ratas, permitid
detectar esas células en cortes congelados realizados a las
4 y 8 semanas, lo que se ratificéd por PCR, a través de la
expresion de genes humanos en el corazén de las ratas,
usando sondas de B, microglobulina especifica humana.
Ademas, las hAMSC marcadas con PKH67 y trasplantadas
resultaron positivas para el péptido natriurético (ANP) y
para la cadena pesada 3 de miosina (B-MHC) cuando se
evaluaron por inmunoflurescencia. Aunque, a diferencia
de lo observado en los cardiomiocitos derivados de ESC
y de las MSC de la MO, en estos las propiedades funcio-
nales electrofisioldgicas no se demostraron. Los autores
consideran que los datos obtenidos son suficientes para
sustentar la capacidad potencial de estas células y sus
probables usos clinicos.

Ventura y su grupo,* en el afio 2007, demostraron
mejoria de la funcidn cardiaca durante cuatro semanas
tras la inyeccion intramiocardica de células derivadas de
la membrana amnidtica en corazones de ratas infartadas.

En el afio 2009 Cargnoni y colaboradores* demos-
traron que el uso de fragmentos de membrana amnidtica
aplicados en el ventriculo izquierdo isquémico de ratas
a las que se les habia practicado ligadura de la arteria
coronaria descendente anterior, produjo mejoria de la fun-
cion cardiaca y reduccidn de la zona de infarto evaluada
por ecocardiografia, parametros cardiacos funcionales y
morfoldgicos. La mejoria fue aparente a los siete dias de
la aplicacion y persistié por al menos tres meses. Los au-
tores no observaron injerto de las células de la membrana
amniotica en el tejido cardiaco del huésped, con lo que
plantearon la hipotesis, también sugerida por otros, de que
el efecto benéfico se debe a la secrecion paracrina por las
células de la membrana amnidtica de factores solubles
cardio-protectores que promueven la regeneracion del
tejido del huésped.

Enfermedades pancreaticas

En 2003 Wei y su grupo* cultivaron hAEC durante 2 a 4
semanas en presencia de nicotinamida para inducir dife-
renciacion pancreatica. El trasplante subsecuente de las
hAEC productoras de insulina corrigi6 la hiperglucemia de
ratones con diabetes inducida por estreptozotocina durante

varias semanas. Ademas, al analizar la distribucion de las
células humanas y de la secrecion de insulina con anti 3,
microglobulina y anti-insulina humanas con técnicas de
inmunohistoquimica demostraron su localizacion en los
sitios anatomicos de produccion de insulina (higado y
pancreas) del raton. El proceso fue reversible en 20% de
los ratones lo que se atribuyo, en parte, a la vida media
del grupo celular implantado.

Enfermedades pulmonares

Cargnoni y sus colaboradores,* en el afio 2009,
estudiaron los efectos de las células (epiteliales y me-
senquimales) derivadas de membrana amnidtica humana
y de membrana amnidtica de ratéon en un modelo de
fibrosis pulmonar inducida en ratones por instilacion
intratraqueal de bleomicina. Las células de la membrana
amniotica se infundieron 15 min después de la bleo-
micina via intratraqueal o intraperitoneal en los casos
xenogénicos, e intravenosa en los casos alogénicos. Las
células trasplantadas se detectaron a los 3, 7, 9 y 14 dias
del trasplante y concomitantemente se observo una clara
disminucidn en la infiltracion por neutrofilos y reduccion
importante en la severidad de la fibrosis pulmonar en los
ratones tratados con células de membrana amnidtica, in-
dependientemente de la fuente (xenogénica o alogénica),
o de la via de administracion. Los autores plantean que
la reduccion de la infiltracion por neutrofilos podria ser
mediada via secrecion de factores solubles antiinflama-
torios liberados por las células.

En 2010 Moodley y sus colegas* demostraron que
la administracion intravenosa de hAEC en un modelo de
dafio pulmonar producido en ratones con IDSC condujo al
injerto precoz de las células y a la produccion de proteinas
surfactantes A, B, Cy D.

Enfermedades del cartilago

Wei y su grupo,'® en el afio 2009, demostraron que las
hAMSC colocadas en camaras de difusion con inductores
condrogénicos (proteina morfogénica recombinante huma-
na: rHuBMP-2) y trasplantadas en tejidos no cartilaginosos
(espacio sub-facial del musculo abdominal) de ratones, o
implantadas sobre defectos cartilaginosos generados en los
condilos femorales mediales de ratas inmunodeficientes de
ocho semanas de edad, experimentaron cambios morfolo-
gicos con deposito de colageno tipo II en el citoplasma y
en la matriz pericelular.
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Enfermedades del oido

En el afio 2004 Yuge y sus coautores’ estudiaron la po-
sibilidad de usar hAEC para el tratamiento de la pérdida
de la audicion. Las hAEC cultivadas in vitro expresaron
conexina 26 (Cx26) en la membrana celular y en el nu-
cleo, y ATPasa de Na+ y K+ en la membrana celular y en
el citoplasma, los que normalmente son expresados en
los fibrocitos cocleares, encargados de mantener la ho-
meostasis local de los iones que, a su vez, es sumamente
importante para la audicidén. Utilizando una técnica de
transferencia de colorante amarillo Lucifer para evaluar
la comunicacion intercelular a través de las uniones gap,
evidenciaron la capacidad de comunicacion entre célula y
célula en las hAEC cultivadas. Las hAEC trasplantadas in
vivo en la cdclea de cobayos se localizaron predominante-
mente en la region supra-limbal, region supra-espiral en
la scala vestibuli y en la region subcentral del ligamento
espiral en la scala timpani, que es una de las cavidades del
laberinto coclear. Dichas células pudieron sobrevivir por
al menos tres semanas. Las hAEC actuaron como células
parecidas a fibrocitos funcionales, aunque no esté claro,
si las caracteristicas de las células trasplantadas fueron
el resultado de trans-diferenciacion o fusion celular. Los
hallazgos sugieren que el trasplante de hAEC podria ser
una estrategia terapéutica para diferentes enfermedades
del oido interno.

Regeneracion del musculo esquelético

En el afio 2007 Xing y su grupo® inyectaron células amnio-
ticas multipotentes humanas (AMP: Amniotic multipotent
cells), obtenidas comercialmente, en la pared abdominal de
la rata (sitio de mayor carga) previo a la laparotomia, con
el objeto de incrementar la recuperacion de la fuerza en los
musculos de la pared abdominal y disminuir la incidencia
de hernias incisionales. Tras la laparotomia, midieron las
propiedades mecanicas de la herida y la incidencia y seve-
ridad del fracaso en la cicatrizacién durante 28 dias. Los
investigadores observaron que las células fueron viables
durante al menos 28 dias y no migraron a otros sitios,
que la pérdida de fuerza por la laparotomia mejoré a los
siete dias del posoperatorio tras la terapia con las células
AMP y que dicha terapia mejoro la cicatrizacion y redujo
la incidencia y el tamafio de hernias incisionales. Segun
los autores todo se debid a la diferenciacion de las AMP
hacia células parecidas a fibroblastos, o a la produccion
de citocinas: TGF-B2, bFGF, and GM-CSF.

Enfermedades vasculares

En el afio 2009 Prather y su grupo*® investigaron el uso de
células estromales derivadas de la placenta humana, expan-
didas en 3D, denominadas PLX-PAD, en el tratamiento de
la isquemia critica de extremidades inducida en ratones.
Las células se inyectaron via intramuscular cinco horas
tras la produccion de la isquemia y observaron que durante
21 a 28 dias el flujo sanguineo en la extremidad isquémica
fue significativamente mayor y la tasa de necrosis celular
significativamente menor en los ratones tratados que en
los no tratados. Los analisis inmunohistoquimicos reve-
laron un aumento significativo en el nimero de nuevos
capilares en la extremidad de los animales tratados, asi
como niveles disminuidos de nitrotirosina, un indicador
de estrés oxidativo, y de VCAM-1, un indicador de infla-
macioén endotelial. Todo ello, sin ningtn efecto adverso.
Basados en estos resultados, PLX-PAD se esta evaluado
en un ensayo clinico en isquemia critica de extremidades
en Estados Unidos y en la Unién Europea.

A pesar de que sdlo algunos de los ensayos revisados
aportan pruebas acerca de la diferenciacion in vivo de
las células de la membrana amnidtica hacia las lineas
celulares investigadas'®¥4! y que ninguno sefiala una
recuperacion sostenida de la afectacion que se ha pre-
tendido corregir, todos coinciden en sefialar que dichas
células producen mejoria funcional y efectos benéficos a
través de efectos troficos directos o sobre las células del
huésped, efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores,
produccion de citocinas, disminucion de la apoptosis, esti-
mulacion de la angiogénesis, neurogénesis, sinaptogénesis,
oligodendrogénesis, etc.?’28:29:4043.45.48

Uso de las hAEC y hAMSC en humanos

A pesar de los datos prometedores que hemos comentado,
un aspecto importante para el uso clinico de las células
madre de la membrana amnidtica es el relacionado con la
seguridad de dichas células una vez que se han trasplanta-
do en un paciente. En este sentido, podria ser de utilidad
seflalar que la membrana amniética se ha utilizado en
clinica practicamente durante un siglo para tratar diversas
enfermedades.

Segun la bibliografia, Davis y su grupo fueron los pri-
meros en utilizar las membranas fetales (amnios y corion)
en clinica, especificamente en el trasplante de piel.*® A
partir de ellos se utiliz6 para el tratamiento de quema-
duras, heridas de diferentes etiologias, ulceras cutaneas,
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como tejido de apoyo para la reconstitucidon quirargica de

diversos organos (lengua, boca, timpano, mucosa nasal,

vejiga, uretra, vagina, superficie articular, etc.), como

sustituto del peritoneo en procedimientos exenterativos y

reconstructivos pélvicos, en la prevencion de sinequias o

adherencias en cirugia pélvica y abdominal, como recu-

brimiento bioldgico de onfaloceles, en la reconstitucion
de tendones, etc.,’*> asi como para diversas patologias
oftalmolégicas.>’

En Oftalmologia su empleo fue sefialado por primera
vez en 1940 por De Rotth quien utilizdé las membranas
fetales en la superficie ocular como un apdsito bioldgico
para el tratamiento de defectos conjuntivales.>> Mas tarde,
Sorby y su grupo utilizaron la membrana amnidtica pre-
servada, como recubrimiento temporal en el tratamiento
de lesiones oculares causticas agudas.>* Con esta técnica
lograron resultados favorables; sin embargo, por razones
poco claras su uso fue abandonado o no fue publicado
durante aproximadamente cinco décadas. En 1995 con los
ensayos de reconstitucion con membrana amnidtica de las
corneas de conejos con defectos limbicos, realizados por
Kim JCy Tseng renace un interés generalizado por el uso
de la membrana amniotica en oftalmologia.’

Hace poco aparecieron numerosos articulos publicados
de su eficacia en distintas patologias de la superficie ocular:
queratopatias,® fenilcetonuria,®® enfermedad conjuntival
de Bowen,*! para prevenir la neo-vascularizacion corneal >
en afecciones del epitelio corneal®®¢” y en el tratamiento
de las ulceras tréficas persistentes de la cornea.””’* De la
misma manera, la membrana amniodtica ha sido efectiva
para el tratamiento de quemaduras cutaneas y ulceras
crénicas de diversas causas, con resultados que han demos-
trado que su aplicacion es bien tolerada y que favorece la
epitelizacion de los tejidos dafiados.”'” (Cuadro 2)

Consideramos que el perfil de seguridad demostrado por
la membrana amnidtica en todas estas indicaciones podria
servir de base para que sus células pudieran ser investiga-
das en ensayos clinicos fase I. En este sentido debemos
seflalar que en la lista de ensayos clinicos actualmente
registrados en www.clinicaltrial.gov aparecen tres estudios
que mencionan el empleo de células de la placenta:

1. UC-MSCs/Placenta-MSCs: Safety and Efficacy Stu-
dy of Umbilical Cord/Placenta-Derived Mesenchymal
Stem Cells to Treat Severe Aplastic Anemia. Sponsor:
Shandong University. China. NCT01182662. Activo.
En fase de reclutamiento de pacientes.

El objetivo de este estudio es evaluar la seguridad
y eficacia de las MSC derivadas del cordéon umbilical-
placenta humana a la dosis de 1x10° MSC/kg en pacientes
con anemia aplasica severa.

2. UC-MSCs/Placenta-MSCs: Safety and efficacy stu-
dy of umbilical cord/placenta-derived mesenchymal
stem cells to treat myelodysplastic syndromes. Spon-
sor: Shandong University. China. NCT01129739. Ac-
tivo. En fase de reclutamiento de pacientes.

El propdsito de este estudio es evaluar la seguridad y
eficacia de las MSC derivadas del cordon umbilical-pla-
centa humana a la dosis de 1x10° MSC/kg en pacientes con
sindromes mielodisplésicos tipo anemia refractaria (AR)
y anemia refractaria con anillos sideroblasticos (ARAS).
3. Placenta-MSCs: Safety of intramuscular injection of

Allogeneic PLX-PAD cells for the treatment of cri-

tical limb ischemia (CLI). Sponsor: Pluristem Ltd.

NCT00919958. Activo. Todavia no estd reclutando

pacientes.

El proposito de este estudio es determinar la seguridad
de una dosis tnica IM de PLX-PAD para el tratamiento
de pacientes con isquemia critica de extremidades (CLI).

PLX-PAD son células estromales “mesenchymal-like”
derivadas de deciduas obtenidas de placentas humanas a
término, expandidas en un biorreactor 3D propiedad de
la Compafiia PluriXTM.

Ademas, hasta donde sabemos, existe un articulo publi-
cado en el afio 20097 en el que se describe la utilizacion
de MSC obtenidas de placentas humanas (sin cordon
umbilical ni membranas fetales) a la dosis de 1x10%kg IV
(total 120x10°), 5 horas antes de un trasplante de doble
de cordon en un paciente de 20 afios con leucemia aguda
mieloblastica en segunda remision completa. Las MSC de
la placenta y las células del cordon procedian de donantes
no relacionados. La infusion de las células se realizo en
una suspension de 30 mL en siete minutos a través de un
filtro de 200 um. El paciente no presentd complicaciones
agudas, subagudas o cronicas relacionadas con la infusion
de MSC de la placenta. Los autores consideran que el
procedimiento fue seguro, y que el paciente representa el
primer caso de un programa de ensayos clinicos con MSC
derivadas de placentas humanas.

En nuestro grupo de terapia celular, cuyo objetivo es
la investigacion traslacional, el estudio de membrana
amnidtica y la caracterizacion de sus células ha inspirado
la realizacion de tres ensayos en animales actualmente
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Cuadro 2. Publicaciones recientes acerca de la indicacién clinica de la membrana amnibtica

Afios Titulos Referencias
2000 Reconstitution of damaged corneas by transplantation of autologous limbal epithelial cells 62
2001 Amniotic membrane graft in ocular surface disease. Prospective study with 31 cases. 68
2003 Successful reconstruction of damaged ocular outer surface in humans using limbal and conjuctival stem cell 69
culture methods.
2004 The Amniotic membrane in ophthalmology 55
2005 Amniotic membrane use in ophthalmology 56
Amniotic membrane transplantation for ocular surface reconstruction. 64
2006 Ultrastructural analysis of in vivo expanded corneal epithelium on amniotic membrane 65
Amniotic membrane transplantation for treatment of symblepharon in a patient with recessive dystrophic epi- 63
dermolysis bullosa.
Amniotic Membrane transplantation in palliative treatment of bullous keratopathy 59
Clinical outcome of autologous cultivated limbal epithelium transplantation 70
2007 Amniotic Membrane Transplantation 57
Use of amniotic membrane graft and corneal transplantation in a patient with bilateral keratomalacia induced 60
by uncontrolled phenylketonuria
Use of amniotic membrane transplantation in the treatment of venous leg ulcers. 71
Amnia for intractable skin ulcers with recessive dystrophic epidermolysis bullosa: report of three cases. 72
2008 Amniotic membrane transplantation for the management of corneal epithelial defects: an in vivo confocal mi- 66
croscopic study.
2009 Manufacturing of human placenta-derived mesenchymal stem cells for clinical trials 75
2010 Amniotic membrane transplantation in the treatment of persistent epithelial defect on the corneal graft. 67
Use of amniotic membrane transplantation in isolated conjunctival Bowen disease: a case report 61
Dried irradiated human amniotic membrane as a biological dressing for facial burns--a 7-year case series 73
Amniotic membrane induces epithelialization in massive posttraumatic wounds. 74

en curso: uno, relacionado con la induccién de factor
VIII tras el trasplante de hAMSC o de AMSC obtenidas
de membrana amnidtica de ratones sanos en un modelo
murino de hemofilia A. Otro, relacionado con el trasplante
intracardiaco de MSC procedentes de membrana amniotica
de conejas sanas, en conejos con cardiomiopatia dilatada
inducida por antraciclinas, cuyo objetivo es evaluar si
la inyeccion intracardiaca de dichas células mejora la
fraccion de eyeccion y los otros parametros propios de
la miocardiopatia dilatada. Un tercero, en el que se busca
evaluar en ratones con grandes heridas cutaneas el efecto
promotor de la epitelizacion de la membrana amniotica
utilizada como aposito bioldgico. Ademas se tiene previsto
iniciar un estudio del efecto inmunomodulador y antiin-

flamatorio de las células de la membrana amnidtica en un
modelo en ratones de enfermedad injerto contra huésped
cronica. Paralelamente a estos ensayos experimentales se
ha disefiado un ensayo clinico para evaluar el efecto de
la membrana amnidtica en la regeneraciéon del epitelio
cutaneo en pacientes con ulceras extensas postraumaticas,
y se han obtenido las pruebas de concepto y las primeras
experiencias en pacientes.’

CONCLUSION

Los datos expuestos indican que existen suficientes evi-
dencias que avalan la utilidad potencial de la membrana
amnidtica y sus células en una amplia variedad de enfer-
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medades. Consideramos que en el futuro cercano, en la
medida que se optimicen las condiciones de cultivo y de
expansion de dichas células para aumentar su potencial
proliferativo y prolongar su vida media, asi como los
métodos de preservacion para asegurar una conservacion
efectiva a largo plazo, se podré validar su eficacia en dife-
rentes modelos de enfermedades en animales y, con ello,
desarrollar las estrategias para su produccion conforme a
las exigencias GMP (Good Manufacturing Practice), 1o
que en definitiva permitiria la traslacion de los resultados
preliminares presentados en esta revision hacia aproxima-
ciones terapéuticas efectivas.
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