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Resumen

Las propiedades cicatrizantes, analgésicas y antimicrobianas de los apositos de membrana amnioti-
ca (MA) han sido reportadas en la literatura cientifica desde inicios del siglo XX. Por otra parte, la MA
facilita el crecimiento, adhesion, diferenciacion y migracion de las células epiteliales, constituyendo
una opcion ideal para la obtencion de andamios biolégicos biocompatibles, para su uso en medicina
regenerativa y terapias avanzadas.

En el Centro de Aplicaciones Tecnolégicas y Desarrollo Nuclear (CEADEN), por mas de 20 afos, se ha
implementado y validado una metodologia para la produccién MA radioesterilizada como dispositivo
médico. Segun la normativa vigente en Cuba este producto es considerado un dispositivo médico,
clase lll, debido a su origen. Sus multiples propiedades beneficiosas permiten una recuperacién mu-
cho mas rapida del paciente. Ademas, su facil obtencion y el relativo bajo costo de su produccién
hacen de la misma una alternativa muy valiosa sobre otros productos. Es por ello que ha sido emplea-
da en varias instituciones hospitalarias para el tratamiento de diferentes afecciones oftalmoldgicas y
dermatoldgicas, con resultados prometedores. Recientemente, el CEADEN participd en un proyecto
financiado por el Organismo Internacional de Energia Atomica (OIEA) dirigido a la obtencién de an-
damios bioldgicos y la ingenieria de tejidos. Ademas, esta en ejecucion un proyecto de investigacion
financiado por la Agencia de Energia Nuclear y Tecnologias de Avanzada (AENTA) para la obtencién
y aplicabilidad de la MA como andamio biolégico o natural.
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Applications of amniotic membranes in Cuba:
experiences and perspectives

Abstract

The healing, pain relieving effect and antimicrobial properties of amnion grafts have been reported in
the scientific literature since the beginning of the 20thcentury. Amniotic membrane (AM) is ideal for
clinical and advanced therapies. It facilitates the growth, adhesion, differentiation, and migration of
epithelial cells. It is an ideal biocompatible, biological scaffold for regenerative medicine applications
and advances therapies.

A validated methodology for the production of radio sterilized amniotic membrane as a medical device
has been implemented at the Centre for Applied Technologies and Nuclear Development (CEADEN)
for more than 20 years. According to actual Cuban standards, this product is a class Ill medical devi-
se, because of its origin. It has-been employed in several ophthalmological and dermatological patho-
logies, with promising results. Due to its outstanding properties, AM is highly in demand, allowing a
faster recovery of patients. In addition, it is relatively easy to obtain with low-cost production, transfor-
ming it into a valuable alternative to other products. Recently, CEADEN participated in project suppor-
ted by the International Atomic Energy Agency (IAEA) focused on scaffolds and tissue engineering. In
addition, it is developing a research project financed by the Agency for Nuclear Energy and Advanced
Technologies (AENTA) with the aim of obtain and apply AM as a biocompatible scaffold.

Key words: Cuba; eyes; skin; grafts; fetal membranes fetales; public health; radiosterilization.
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Introduccion

La membrana amniética (MA) es un tejido avascular
y constituye la capa mas interna de las membranas feta-
les, con un grosor variable entre 0,02 - a 0,5 cm. Reviste
la lamina coridénica y la placenta y contribuye a la pro-
duccién del liquido amnidtico durante el periodo mas
temprano del desarrollo embrionario. Es una membrana
resistente, delgada, semitransparente, rica en colageno
tipo I, 1I, 1V, V, VI y VII, proteoglicano y otras glicoprotei-
nas como laminina, fibronectina [1, 2] (figura. 1), entre
otros componentes. Fue introducida en el campo de la
salud humanaen 1910, como sustituto de injerto cuta-
neo [3] y ha sido utilizada como una alternativa ideal, en
la restauracion de la piel y en cirugia reconstructiva of-
talmica con una excelente relacion costo-beneficio [4].

La actividad de Banco de Tejidos radioesteriliza-
dos en Cuba data de la década de los afios 50 del siglo
pasado y se ha fortalecido desde 1996 a partir de
proyectos de cooperacion en el marco del Programa:
“Radiacion y Bancos de Tejidos del Organismo Inter-
nacional de Energia Atomica (OIEA)” [5] (INT/6/049,
RLA/7/009, RLA6/062, RLA1018, entre otros). Como
parte de esta colaboracién y con el apoyo de la Agencia
de Energia Nuclear y Tecnologias de Avanzada (AENTA),
se ha recibido capacitacion, equipamiento e insumos.
Las investigaciones realizadas han sido presentadas
en eventos cientificos nacionales e internacionales y
publicadas en revistas cientificas. Cuba pertenece a la
Asociacion Latinoamericana de Banco de Tejidos (ALA-
BAT), ha formado expertos OIEA en la tematica, partici-
pado activamente en la confeccion de documentos que
rigen la actividad de produccién de tejidos radioesteri-
lizados y ha realizado talleres nacionales que aportan
conocimiento a otras instituciones.

Los apodsitos de MA humana radioesterilizada es
uno de los dispositivos médicos producidos en el pais,
gracias a esa colaboracion. El Centro de Aplicaciones
Tecnolégicas y Desarrollo Nuclear (CEADEN) ha valida-
do la metodologia de produccién [6], de acuerdo con los
requisitos vigentes. Estos han sido empleados en diver-
sas investigaciones, en cooperacién con instituciones
pertenecientes al Ministerio de Salud Publica (MINSAP).

El envejecimiento poblacional en Cuba es un he-
cho a enfrentar y con él un incremento de trastornos
como las Ulceras varicosas, las escaras, las enfermeda-

des oftalmicas, entre otras. Segun la Organizacion Pa-
namericana de la Salud (OPS), en 2019 en Cuba vivian
con discapacidad producida por padecimientos de la
piel y del tejido subcutaneo aproximadamente 417 per-
sonas por cada 100 000 habitantes [7]. Por otra parte,
las quemaduras se han mantenido entre las primeras
cinco causas de muerte por accidentes y constituyen
la primera causa de morbilidad por accidentes domés-
ticos. Entre los afios 2009-2012 fueron hospitalizados,
debido a quemaduras, 5096 adultos, y de ellos, 1485
fueron denotados con peligro para la vida debido a la
profundidad y extensién de las lesiones sufridas [8]. En
el pais no se producen aloinjertos de piel, lo cual es una
gran dificultad para el tratamiento del gran quemado.
El empleo de los apésitos MA humana radioesteriliza-
da posibilitaria recubrir las areas de autoinjertos y de
quemaduras leves, aportando alivio al paciente y mejo-
rando las probabilidades de cicatrizacién. Por otra par-
te, de acuerdo con los datos aportados por la consulta
de Flebolinfologia del Instituto Nacional de Angiologia y
Cirugia Cardiovascular de Cuba, la tasa de prevalencia
total de Ulceras varicosas es elevada, de 7,9 por cada
1000 habitantes. De forma general, estas afecciones de
salud aumentan los costos hospitalarios, reducen la ca-
lidad de vida de los pacientes, provocan afectaciones
laborales y en muchos casos son dolencias de lenta
evolucion que podrian beneficiarse de la utilizacién de
estos apdsitos.

En el caso de las aplicaciones oftalmolégicas, sin-
dromes como el Stevens-Johnson o el penfigoide, los
traumatismos quimicos, las enfermedades degenerati-
vas cronicas como el pterigion recurrente, las neopla-
sias y algunas infecciones pueden ocasionar defectos
estructurales y funcionales de muy complicada resolu-
cién [9], donde la MA es una opcioén viable. Otras apli-
caciones se extienden al campo de la ortopedia [10, 11]
y otras patologias que pueden ser tratadas mediante el
empleo de este producto [12-15], el cual ha demostra-
do su efectividad, posibilitando un ahorro importante de
medicamentos y otros insumos.

Actualmente un nuevo campo de aplicaciéon de la
MA esta siendo explorado, dada la necesidad de ob-
tener andamios bioldgicos para utilizarlos en medicina
regenerativa. Los andamios deben ser biocompatibles,
biodegradables, brindar sustrato y soporte mecanico
temporal de adhesién para las células facilitando su

Figura 1. Composicion de la matriz extracelular en las capas de MA (Tomado de LEAL MARIN, et. al. 2021) [2].
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funcionamiento, proliferacién, diferenciaciéon y migra-
cién para la formacion de tejidos funcionales. Mun-
dialmente la MA es uno de los primeros biomateriales
utilizados como andamio, debido a su relativa alta dis-
ponibilidad, origen biolégico, es inmunolégicamente
inerte debido a la ausencia de antigenos de superficie,
por lo cual disminuye el riesgo de la aparicién de una
reaccion de rechazo. Secreta varias proteinas antiin-
flamatorias, inhibe la produccion de factores pro-infla-
matorios y produce péptidos vasoactivos, factores de
crecimiento y citoquinas. La MA actua como promo-
tor de la migracion epitelial, la adhesién, la diferen-
ciacién y previene la apoptosis. Ademas es capaz de
reducir la fibrosis, la formacién de escaras y el dolor,
presenta efectos antimicrobianos y promueve la cica-
trizacién [1, 2] [16].

Asimismo, se han desarrollado investigaciones para
la obtencidn y aplicacién de andamios bioldgicos a par-
tir de MA con resultados satisfactorios en estudios in
vitro e in vivo tanto en animales como en humanos [10],
[15, 16]. De esta manera, se espera que los andamios
de MA sean reabsorbidos por los tejidos nativos, me-
diante un proceso de regeneracion tisular, que incluya la
recuperacion de las funciones originales.

El presente trabajo pretende realizar un resumen de
los resultados obtenidos, en el CEADEN, durante 20 afios
de produccién de la MA radioesterilizada, como disposi-
tivo médico. Asi como, analizar los nuevos desafios para
el aumento de los niveles productivos de los apdsitos de
MA y la diversificacidon de productos derivados de la mis-
ma con nuevas aplicaciones, fundamentalmente, el cam-
po de la medicina regenerativa.

2. Membranas amniéticas como apoésitos
biolégicos, desarrollados por el CEADEN

2.1 Obtencidn y aplicacion de los apdsitos

de MA

La MA radioesterilizada es un dispositivo médico
categorizado, por su origen, de clase lll, el mas elevado
segun la evaluacién establecida por el Centro para el
Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositi-
vos Médicos (CECMED) [17]. Es por ello, que el primer
paso a tener en cuenta para su eleccion y procuracion
debe ser la seleccion de la madre donante. Dicha selec-
cion es realizada por un especialista en coordinacion de
trasplantes que previamente obtiene su consentimien-
to informado. Se siguen, ademas, estrictos criterios de
inclusion-exclusion y se garantiza su trazabilidad hasta
su utilizacion por el usuario final. Mediante el programa
de Atencién Materno Infantil (PAMI) Cuba vela por la sa-
lud de sus embarazadas y tiene implantado un sistema
de control sanitario durante toda la gestacién [18] donde,
entre otros indicadores de salud materno-infantil, se
monitorea la presencia de HBsAg (virus de hepatitis B),
VHC (virus de hepatitis C), VIH-1/2 (virus de inmunode-
ficiencia humana tipo 1 y tipo 2) y VDRL (sifilis), lo cual
permite al especialista en coordinacién de trasplantes
seleccionar con mayor certeza aquellas donantes que
cumplan con los requisitos de inclusién establecidos.

Previo a la procuracién se repiten estas determinacio-
nes, aumentando de esta manera la seguridad del teji-
do tanto para el personal que los procesa y emplea en
los tratamientos, como para los pacientes receptores.
Ademas, otro factor indispensable en el proceso es que
aproximadamente el 100% de los partos ocurren en
instituciones médicas, lo cual garantiza la calidad de la
procuracion.

Para certificar la calidad del producto final(apésito)
en el CEADEN, el proceso de produccion se realiza en
el marco de un Sistema de Gestion de la Calidad (SGC),
segun la norma NC-ISO 13485 [19] y de acuerdo con los
requisitos establecidos en la Guia para la Operacion de
Bancos de Tejidos [20], el Codigo de Practicas para la
Esterilizacion por Irradiacion de Tejidos Humanos para
Uso Clinico (CoP) [21] y otros aplicables. Con este fin,
se establecieron los procedimientos normalizados y se
realizé la validacion de todo el proceso de produccion.
También se establecio la pertinencia del CoP propuesto
por el OIEA para la determinacion de la dosis radioeste-
rilizante para el apdsito [6], [22]. Se compard la calidad
obtenida y la carga microbiana de las MAs procedentes
de parto fisiolégico y cesarea y el efecto de diferentes
dosis de radiacion gamma sobre el espesor y permea-
bilidad de las membranas [6], [22]. Se concluy6 que las
MAs obtenidas de parto fisioléogico pueden también
ser procesadas dado que sus caracteristicas no difie-
ren significativamente y las cargas microbianas finales
permiten aplicar dosis de radiacién inferiores a la do-
sis maxima permisible de 20 kGy. Valores superiores
afectan sustancialmente las caracteristicas histologicas
como disminucién del grosor y aumento de permeabili-
dad de la membrana [6].

Las membranas procuradas son procesadas segun
los procedimientos y requisitos mencionados y la do-
sis de irradiacion que se emplea para la esterilizacion
se determinan de forma individual, para cada lote de
produccion [21]. Aquellos que sean consistentes con las
especificaciones de calidad establecidas, son distribui-
dos a los hospitales junto a un manual de usuario, un cer-
tificado de calidad y planillas de desempefio para evaluar
la aplicacion clinica del apésito en cada paciente y ga-
rantizar la retroalimentacién del productor con el cliente.
Esta retroalimentacion permite medir el desempefio del
dispositivo, detectar posibles eventos adversos y cono-
cer las necesidades del cliente.

Los apésitos de MA han sido utilizados, a pequeia
escala, por algunos hospitales, obteniendo muy buenos
resultados en lesiones cruentas de la piel y en cirugia re-
constructiva oftalmica. Con ellos es posible cubrir areas
extensas, lo cual no se logra sélo con autoinjertos. Ade-
mas, forman una barrera contra la invasion bacteriana
y la deshidratacion, promoviendo la epitelizacién y la
neovascularizacion. Al recubrir las terminaciones ner-
viosas reducen el dolor, ademas, estimulan la formacién
de tejido de granulacién sobre la lesion, preparandola
para recibir los autoinjertos de piel. Los apdsitos de
MA favorecen una mejor calidad de la cicatrizacién y
reducen el estrés fisiolégico del paciente, en conse-
cuencia, se realizan una menor cantidad de curaciones
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y disminuyen el tiempo de estadia hospitalaria y el costo
del tratamiento.

2.2 Niveles productivos de los apésitos de MA

y desafios

La tabla 1 muestra los envases producidos y el area
total (en cm2) de apdsito, obtenidos durante cinco afos,
en el CEADEN. El area es variable entre lotes, debido a
que las dimensiones de las membranas procuradas va-
rian en dependencia de disimiles factores como la edad,
condiciones nutricionales de la gestante, cantidad
de embarazos previos, entre otros. Se debe destacar
que el nimero de lotes esta determinado por la cantidad
de partos de madres aptas para la donacioén, entre otros
criterios que determinan la aceptacion del tejido antes
de su procesamiento. El nimero de envases obtenidos
a partir de una MA depende del area procurada y del uso
posterior del aposito. Por ejemplo los apdsitos destina-
dos a pacientes quemados deben ser lo mas amplios
posible, para aplicaciones oftalmolégicas se cortan con
una dimensién aproximada de 4 cm?, mientras que para
el tratamiento de Ulceras estaran en el intermedio de
ese rango (aproximadamente 25 cm?). La tabla 2 mues-
tra la variabilidad observada entre los lotes.

Es dificil planificar o predecir la cantidad de amnios
a procesar en un periodo, dado los estrictos criterios de
seleccién de las donantes y la tendencia a la disminucion
de las tasas de natalidad y fecundidad. El sitio oficial de
la Oficina Nacional de Estadistica e Informacion (ONEI) en
su Anuario Demografico de Cuba 2022 [23], ofrece mas
detalles e informa que en ese afo la tasa bruta de natali-
dad disminuyé hasta 8,6 por cada 1000 habitantes, con
solo 95 403 nacimientos, de ellos 15 278 en La Habana,
para una tasa de natalidad del 7,2, la mas baja de todo el
pais. La tasa de fecundidad general fue de 39,2 por cada
1000 mujeres entre 15 y 49 afos (tabla 3). Se aprecia la
disminucién paulatina de los nacimientos a nivel nacional
y en la provincia de La Habana [23].

Tabla 1. Produccion de apositos de MA radioesterilizada, en el CEADEN, durante
5 afios

5 38 783,8
6 32 593,86
7 25 748,46
8 31 690,12
9 12 502,17
10 22 619,89
1 20 816,57
12 1 632,02
13 14 636,36
14 16 513,97
15 19 781,63
16 17 964,87
17 15 690,94
18 18 746,77
19 16 680,19

Tabla 3. Indicadores de natalidad, afios 2018-2022
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2018 104 | 116333 9,3 19 823 44,3
2019 9,8 109 716 9,0 19154 42,5
2020 9,4 105 038 8,5 18187 41,5
2021 8,9 99 096 7.7 16 337 39,9
2022 8,6 95 403 7,2 15278 39,2

Ao Envases obtenidos Area total (cm?)
2008 348 7559,2
2009 883 15055,55
2010 254 6256,6
2011 407 13143,21
2012 712 22036
Total 2604 64050,56
Tabla 2. Variabilidad entre lotes
Lote # bolsas Area (cm2)
1 42 1072,43
2 10 287,44
3 32 820,38
4 17 561,34

En una instalacion de banco de tejidos que cuente
con la infraestructura necesaria y tenga implantado un
SGC de acuerdo a la norma NC-ISO 13485 se pudie-
ran alcanzar niveles productivos mayores. Se requiere
un plan de concientizacion de las donantes potencia-
les, del personal que procura el tejido y de los que po-
tencialmente pueden utilizarlo en el tratamiento de sus
pacientes. El incremento de la produccién no solo su-
pliria las necesidades nacionales sino que podria ser un
producto comercializable [2].

Alrededor del 50 % de la produccién de los ultimos
10 afios se ha aplicado en el tratamiento de Ulceras de
diversas causas, en primer lugar las varicosas y en se-
gundo las Ulceras por presion. Un 30 % se ha desti-
nado a procederes de oftalmologia, un 18 % a la cura
de pacientes quemados, principalmente pediatricos y el
2 % se ha utilizado en otras patologias (celulitis, heri-
das y pie diabético) (figura 2). En ningun caso se han
reportado reacciones adversas, y se ha evidenciado la
disminucion del estrés del paciente y de los costos hos-
pitalarios al reducirse el dolor, acelerarse la cicatrizacién
y disminuir la cantidad de curaciones. Estos resultados
fueron corroborados por una investigaciéon donde se em-
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pled la terapia combinada de acupuntura laser con la
aplicacion de apdsitos de MA radioesterilizada. Se obtu-
vo alivio del dolor en un 94 % de los pacientes tratados
y se redujo la produccién de exudado en el 100 % de los
mismos, en las primeras semanas. Ademas, fue observa-
da la aceleracion de la cicatrizacion, mejoria de la calidad
del tejido y disminucién de la inflamacion. En algunos ca-
sos se logro la cicatrizacion total de las lesiones [24].

Figura 2. Usos de los apésitos de MA radioesterilizada

El injerto de MA radioesterilizada ha sido utilizado
en la cirugia de pterigium por varios cirujanos con ex-
celentes resultados y bajos porcientos de recurrencia
[25, 26]. Actualmente, constituye la primera eleccion
para el tratamiento de afecciones de la superficie ocular
externa pudiendo ser utilizados como injerto definitivo
o0 como parche oclusor transitorio, con el objetivo de
lograr la reepitelizacion y la estabilizacion del espesor
corneal. Asimismo, ha desplazado a la cirugia de con-
juntiva como restauradora de la superficie ocular, siendo
aplicada como injerto junto a los trasplantes de células
limbica [27, 28].

3. Andamios biolégicos a partir de MA

radioesterilizada

En el desarrollo de la actividad de banco de tejidos,
surgio la especialidad de ingenieria de tejidos, la cual
consiste en la combinacién de células y sustratos como
andamios, a partir de biomateriales (incluyendo tejidos)
para mejorar o reemplazar funciones bioldgicas de te-
jidos y érganos dafiados. El andamio debe reproducir
las caracteristicas de la matriz extracelular y las células
deben diferenciarse de manera efectiva en presencia de
factores de crecimiento [29]. Estos son utilizados en
medicina regenerativa ofreciendo nuevas opciones de
tratamientos para diferentes problemas de salud.

Los andamios son estructuras que proveen sopor-
te a células o moléculas y promueven la formacién de
tejidos. El objetivo principal del uso de andamios es
proporcionar una plantilla temporal, la cual se degrada
por completo cuando las células se diferencian en un
tejido similar al huésped. Estos biomateriales brindan
un relleno para la lesién que se quiere tratar y facilitan
el anclaje, la proliferacion, la diferenciacién y la migra-
cién celular, proveyendo el soporte mecanico temporal
para el crecimiento de tejido nuevo con una orientacion
de estructura 3D y permitiendo la formacién de tejidos
funcionales. Un andamio ideal debe ser facil de produ-
cir y manipular, biocompatible, biodegradable y poseer

propiedades mecanicas acordes al sitio donde se va a
implantar [2].

La MA es un biomaterial utilizado con este fin por
varios investigadores [8], [18-20] para la construccién
de un soporte descelularizado sobre el cual se pueden
colocar las células de interés para el tratamiento de dis-
tintas enfermedades. Una vez lograda la descelulariza-
cién del tejido se requiere su caracterizacién mediante
técnicas que permitan verificar su eficiencia, visualizar
los componentes del andamio y monitorear el efecto
del tratamiento empleado sobre la conservacién de
la estructura, los componentes extracelulares y las
cualidades biomecanicas. También debe evaluarse la
porosidad, biodegradabilidad, biocompatibilidad, asi
como, la diferenciacion celular sobre el andamio, entre
otros aspectos. Varias técnicas pueden ser empleadas
con este fin como la microscopia, caracterizacion mo-
lecular (cuantificacion de ADN, proteinas, colageno), in-
munohistoquimica, espectroscopia infrarroja, ensayos
de hinchamiento, transparencia, pruebas mecanicas,
evaluacion de la toxicidad, entre otros [13], [30, 31].
Otro aspecto de gran importancia es la evaluacién de la
biofuncionalidad para el fin previsto mediante ensayos
preclinicos y clinicos.

Actualmente, en el marco de un proyecto sectorial
financiado por la Agencia de Energia Nuclear y Tecno-
logias de Avanzada (AENTA) de Cuba se caracteriza
un producto obtenido a partir de la MA, con el objetivo
de emplearlo como andamio bioldgico in situ, de ma-
nera que células madre autélogas obtenidas de sangre
periférica o de tejido adiposo sean capaces de prolife-
rar y ayudar en la cura de Ulceras de diferente origen.
Igualmente, es objetivo, su aplicacién en oftalmologia
mediante la implantacién de células limbicas autélogas
para la correccién de dafos limbales.

4. Otras aplicaciones de las MA

como andamios

Son muchas las posibilidades que tiene la MA para
su uso en medicina regenerativa y que deberan ser
objeto de futuras investigaciones [32]. Otros ejemplos
recientes de su aplicacién son en la reconstruccion
de la cavidad oral para la correccién de defectos en la
mucosa, del paladar y en cirugia temporomandibular.
También en otorrinolaringologia y cirugia reconstructiva
acial. En ortopedia es un sustrato ideal para el cultivo de
condrocitos promoviendo la regeneracion de cartilagos
e induciendo la osteogénesis por lo cual potencialmente
podria ser utilizada en ingenieria regenerativa de hue-
sos y dientes [33]. Ademas, se han cultivado sobre ella
células para la reconstrucciéon del tejido urotelial [34],
de vasos sanguineos [35] entre otras posibilidades [32].
Es una membrana cuyas caracteristicas varian entre las
donantes e incluso dependen de la zona del saco am-
niético de donde se obtuvo. Esto podria constituir una
limitante en la reproducibilidad del producto final que se
obtiene y debe ser mejor estudiado [35].
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Conclusiones

Las MA radioesterilizadas son un producto promiso-
rio para la salud publica en nuestro pais, por su facil ob-
tencién y relativo bajo costo, asi como por sus multiples
ventajas y aplicaciones. Hasta el momento ha sido uti-
lizada como apodsito y una variante como andamio esta
en desarrollo para ser utilizado en una primera etapa en
Ulceras y para el trasplante de células limbicas. Otras
aplicaciones podran ser objeto de futuros proyectos de
investigacién con el fin de ampliar las posibilidades
de tratamiento de diversas afecciones mediante la inge-
nieria de tejidos y la medicina regenerativa.
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