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Objetivo. La membrana amniética (MAM) preservada se empigaliamente en la actualidad, con
finalidad bio-sustitutiva y terapéutica, en losedéntes desordenes de la superficie ocular. La
optimizacién de métodos para su crio-conservacgmre aspecto importante y se considera un
punto critico para la excelencia de los resultaggsnstructivos finales. El objetivo del presente
estudio es el de comparar tres distintos métodgdeaios para la conservacion y mantenimiento
de MAM con finalidad terapéutica.

Metodologia. La MAM fue obtenida bajo condiciébn aséptica, lawadbundantemente con
soluciones estériles de PBS y antibioticos, y ttadar sobre soportes individuales y estériles de
nitrocelulosa de 0.22 um. Posteriormente los fragosede MAM fueron acondicionados en tres
meétodos distintos de conservacion tal y como seritbes a continuacion: a) Medio RPMI /
Albumina / DMSO (8:1:1) y conservados en N2 liquaddl96°C; b) Medio DMEM / Glicerol (1:1)

y congelados a -80°C; y c) Medio DMEM / Glicerol1(ly congelados a -20°C. Los especimenes
correspondiente a cada condicion de criopresemédaéron descongelados progresivamente al 1°,
3° y 6° meses de almacenamiento. Las muestrasnfiigadas e incluidas en parafina para su
evaluacion histolégica mediante microscopia optioa. extractos proteicos se obtuvieron mediante
homogenizacion mecanica en tampon de lisis apropyaposterior tratamiento con ultrasonidos.
Los perfiles proteicos fueron analizados mediam¢eteforesis de proteinas por SDS-PAGE y
Western-blot para la presencia de proteinas egmexifFragmentos de MAM fresca fueron
utilizados como control para los experimentos @mtificacion de proteinas y para la comparacion
histoldgica.

Resultados. Las concentraciones de proteinas de las muestiapraservadas decrecian
aproximadamente la mitad en comparacion con la wauesntrol. Las tinciones de Coomassie,
Rojo Ponceau y amplificacion con Plata mostraroa disminucion discreta y selectiva de las
proteinas de alto peso molecular (>90 kDa) asi camgoolipéptidos (<30 kDa) de manera
directamente proporcional al tiempo de conservadi@h tejido. En todas las condiciones
analizadas, los marcadores epiteliales (queratiri&s10/14 y E-cadherina) y los marcadores
especificos de laminas basales (laminina y colagienolV) se mantuvieron conservados, aunque
se observl una discreta disminucion de fragmentosothgeno IV en las muestras con mayor
tiempo de conservacion en mas altas temperaturagnibargo, el colageno tipo Il -el principal
componente estromal de la MAM- presentod evidemdgadegradacion en las muestras mantenidas a
mas altas temperaturas a partir del 32 mes derpaes@n. El estudio histolégico no evidencio
alteraciones estructurales significativas entrallteyentes métodos de crioconservacion.

Conclusiones:Los métodos de conservacion a muy bajas tempasa{eB80°C y -196°C) fueron
efectivos para mantener las caracteristicas dgrideal histologica de la MAM en nuestro estudio
pese a que la degradaciéon de alguna proteina puddservada a los 6 meses de almacenamiento.
El método de conservacion a -80°C parece presengarelacion coste-beneficio satisfactoria para
la preservaciéon de la MAM con finalidad bio-sugtitas y terapéuticas.
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