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Abrevieri

Afsc —amniotic fluid stem cells (celule stem din fluidul amniotic)
Bi -bismut

Ca -calciu

Cl -clor

Cu -cupru

CUN —colita ulcero-necrotica

Fe -fier

Hafs —human amniotic fluid stem cells (celule stem umane din fluidul amniotic )
K -kaliu

LA —lichidul amniotic

Mg -magneziu

MRI —Magnetic Resonance Imaging (rezonanta magnetica)

Na -natriu

P -fosfor

Pb -plumb

7Zn —zinc



INTRODUCERE
Actualitatea si gradul de studiere a temei investigate.

Medicina regenerativa care are ca baza studierea celulelor stem reprezinta una
din cele mai noi ramuri ale medicinii contemporane .Un obiectiv major in acest
domeniu de cercetare este de a identifica surse potentiale noi de celule stem sau
celule precursoare fard a ridica problemele etice intilnite in cercetarea celulelor stem
embrionare .Este cea care revolutioneaza si lungeste speranta de viatd dar nemijlocit
si calitatea acesteea.Drept dovada ca aceasta ramurd este in continua evolutie si
progres fiind esentiala pentru viitor este Premiul Nobel pentru Medicind si Fiziologie
din 2012 .Acesta a fost acordat unui medic japonez — Shinya Yamanaka si unui
cercetator britanic- Sir John Gurdon [31] ,do1 asi in cercetarea celulelor stem, pentru
descoperirea faptului cd celulele mature pot fi reprogramate pentru a deveni
pluripotente.[28] Progresele facute in ultimii ani in ceea ce priveste izolarea,
caracterizarea si diferentierea celulelor stem, au adus noi sperante in dezvoltarea de
terapii celulare ce pot fi utilizate in tratamentul unor boli considerate azi incurabile.
In ciuda faptului ci testele genetice de rutini cu lichid amniotic sunt indicate tot mai
des , cunostintele actuale referitor la compozitia si proprietdtile acestuia sunt inca
limitate .[6,7]

Celulele stem sunt celule nediferentiate sau nespecializate si au capacitatea de
a se divide la infinit ,astfel aceasta proprietate de baza a si fost folositd ca pilon in
cautarea unor noi metode de tratament pentru unele boli anterior incurabile. Surse de
celule stem pot servi: organismul adult,celulele embrionare,celulele
canceroase,celulele de la nivelul cordonului ombilical ,lichidul amniotic.Functia
biologica a celulelor stem adulte este de a contribui la procesul de vindecare, un
exemplu elocvent 1l reprezintd procesul de inlocuire a celulelor sangvine Tmbatrinite
cu celule stem hematopoietice, care se afla in maduva osoasd.Astfel in functie de
organele unde vor fi implantate acestea se pot transforma in celule

osoase,hepatice,musculare,pulmonare,celule ale creerului,sangvine.Aceste celule au
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un ritm foarte alert de crestere ,iar uneori evolutia lor nu poate fi tinuta sub control.
Lichidul amniotic este o sursa bogatd de celule mezenchimale, iar celulele stem
derivate sunt similare atat celulelor stem embrionare cat si celulelor stem adulte,
putandu-se diferentia in mai multe tipuri de celule. Celulele stem din lichidul
amniotic pot fi stocate In banci similar celulelor stem din sangele ombilical, au rata
mare de multiplicare si pot fi exploatate fara pierderea integritatii

cromozomiale.[39,47,48,]

Cercetarea in domeniul utilizarii celulelor stem adulte cu scop terapeutic are un
trecut de aproximativ 4 decenii.in anul 1978 E.Donall Thomas impreuni cu
colaboratorii sdi au adus la cunostintd rezultaltele studiului lor: introducerea
intravenoasa a celulelor stem extrase din maduva osoasd ,asupra pacientilor cu
leucemie . Pentru aceasta descoperire senzationald acestia au primit Premiul Nobel.
Aceasta descoperire a fost revolutionara in tratamentul pacientilor cu forme grave de
boala, astfel incit aceasta metoda a Inceput cu timpul sa Tnlocuiascad in unele cazuri
transplantul de maduva osoasd.De asemenea celulele stem sunt utilizate ca baza
pentru cresterea de organe un factor foarte important pentru transplantologie, unde
problema pricipald o constituie insuficienta permanentd de material de

translantat,unde orice minutd costa viata unui om.

Cercetarile din ultimii ani au demonstrat faptul ca celulele stem derivate din
placenta umana au proprietati de diferentiere multipotenta i imunogenitate slaba, iar
tinta urmatoare este explorarea mecanismelor prin care celulele stem din lichidul

amniotic ar putea fi folosite 1n tratarea fibrozei pulmonare.
Scopul si obiectivele studiului:

Scopul tezei date este cercetarea celulelor lichidului amniotic si posibilitatea
utilizarii lor in medicina regenerativa.
Obiectivele tezei sunt urmatoarele:

1. Studierea bibliografiei la tema.



2. Studierea protocolului de obtinere a celulelor stem din lichidul amniotic
3. Determinarea componentului celular al lichidului amniotic.
4. Caracterizarea componentului celular.

eqe, v,

Noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute.

Celulele stem originare din lichidul amniotic au o capacitate de proliferare mai
mare decit celulele stem din miduva osoasi. In componenta citologici a lichidului
amniotic se gasesc toate tipurile elementelor sangvine si in special celulele

progenitoare tinere conform schemei hematopoiezei.
Importanta teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii.

Facind o paraleld intre celulele stem embrionare si celulele stem originare din
lichidul amniotic , cele din urmd prezintd un avantaj — modul de recoltare. Daca
celulele embrionare sunt recoltate dintr-un embrion ce urmeaza sa traiasca, celulele
stem se recolteaza din lichidul amniotic, care oricum urmeaza a fi eliminat.

Astfel este de prima necesitate studierea celulelor stem din fluidul amniotic
pentru a studia particularitatile de proliferare si diferentiere ca mai apoi sa putem
deduce 1n baza acestor rezultate noi metode de tratament si de a evita erorile
terapeutice.

Acest studiu reprezinta baza stiintifica pentru a recomanda in viitor stocarea la
nastere a celulelor stem amniotice, aldturi de cele din sangele placentar. Acestea vor
putea fi utilizate pe parcursul vietii individului, In vederea tratarii prin terapie celulara

a unor boli considerate azi incurabile.



I. REVISTA LITERATURII
1.1Lichidul amniotic —notiuni generale.

Lichidul amniotic sau fluidul amniotic a fost pentru prima data izolat si studiat
pe la —nceputul secolului XX (Brace si al.,1989). Mai recent, in anii *60-’70 a existat
un interes crescut in cultivarea si caracterizarea celulelor ce se contin in lichidul
amniotic (Huisjes HJ ,1970;Marchant GS ,1971).Cu toate acestea ,lichidul amniotic
era mai mult studiat pentru a determina starea fatului pe perioada sarcinii.Mai recent
incepind cu anii *90 a aparut un interes aparte fata de celulele stem din lichidul
amniotic (Torricelli,1993).[16]

Lichidul amniotic reprezinta continutul in care se afld embrionul iar mai apoi
fatul.Cavitatea amniotica este delimitatd de membrana amnioticd (amnios) ,
membrana coriala si caduca , formindu-se din luna a II-a a sarcinii.

Lichidul amniotic inconjoara fatul pe parcursul dezvoltarii intrauterine. Acest
lichid creeaza conditii favorabile pentru dezvoltarea normald a fatului , protejeaza
fatul , placenta si cordonul ombilical de traumatismele externe , mentine temperatura
constanta , permite acomodarea fatului in cavitatea uterina si miscarile lui , protejeaza
fatul de infectia ascendentd ; functioneazd ca rezervoar si sursda a lichidului si
substantelor nutritive pentru fat . In plus , cantitatea moderata a lichidului amniotic
este necesara pentru dezvoltarea si maturizarea plaminilor fetali. In travaliu lichidul
amniotic contribuie la deschiderea colului uterin , lubrefiaza tractul genital , previne
compresiunea cordonului ombilical §i asigura repartizarea uniformd a fortelor de
contractie asupra fatului . Modificdrile calitative si cantitative ale acestuia reflectd
starea intrauterina a fatului si permit de a aprecia cum decurge dezvoltarea copilului ,
[18,21,22]

1.1.1Formarea si volumul lichidului amniotic pe parcursul sarcinii



Hippocrate a fost primul care afirma ca lichidul amniotic isi are originea din
urina fetald.Ceva mai tirziu ,Harvey studiazd circulatia lichidului amniotic , iar
Claude Bernard emite ipoteza ca lichidul amniotic isi are originea din surse materne
,ceea ce se explica prin aceea cd lichidul amniotic si serul sanguin sunt medii

interne.[8]

Lichidul amniotic este derivat atit din urina fetala cit si in rezultatul activitatii
de perfuzie maternd a corioamnionului. Cu toate acestea , in al doilea si al treilea

trimestru , acesta este constituit in principal de urina fetala .
Fizilogia lichidului amniotic.

Se disting 5 mecanisme :

l.urina fetala

2.deglutitia

3.plaminii fetali

4.membranele coriale si placenta

5.derivatele epiblastului:pielea si straturile cordonului ombilical

Contributia urinei fetale la formarea lichidului amniotic.

Reprezintd sursa majord de lichid amniotic ,primele urini formindu-se
aproximativ la saptimina a 11-a de amenoree , cea mai mare cantitate de urina se

formeaza in a doua jumatate a sarcinii.

Tabelul 1.1
Dinamica urinei fetale in componenta lichidului amniotic
Termenul de sarcind Volumul de urind/kg/24 h
25 saptamini de amenoree 110 ml
39 saptamini de amenoree 190 ml
La termen aproximativ 700-900 ml




Participarea deglutitiei :

Deglutitia se declanseaza odatd cu primele urini ,la termen se degluteaza aproximativ

700 ml/24 h( in momentul respiratiei) , avind un rol major in a doua parte a sarcinii.

Participarea plaminilor

Reprezinta a doua sursa de lichid amniotic , fiind important in al doilea trimestru al
sarcinii ,producindu-se 200-400 ml/24 h.

Participarea pielii

Pielea fatului continua sd joace un rol important in reglarea volumului lichidului
amniotic pe parcursul sarcinii. Importanta acestei cai este demonstratd de piederea
transcutand inalta a lichidului la copiii prematuri.
Lichidul amniotic este in dinamica constanta si se reinnoieste la fiecare 3 ore.
Rolurile de baza ale lichidului amniotic sunt:

» mecanic,

» senzorial

» nutritional.

El asigurd in continuu hidratarea fatului si nutritia acestuia. [18,21,22,9]

Volumul:
De obicei sarcina are o durata de 41 saptamini.de amenoree. Se disting 2 etape in
modificarea volumului si anume:
1.pina la 20 de saptamini se atestd o crestere progresiva a lichidului amniotic , fiind
corelatie cu masa fatului.
2.dupa 20 de saptdmini volumul rdmine relativ constant aproximativ pina la

saptamina 33-34 dupa care scade brusc in jurul celei de a 39-a sdptamini.
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Tabelul 1.2

Volumele medii ale lichidului amniotic in dependenta de termenul sarcinii

Termenul de sarcina Volumul de LA
7 saptamini 20 ml

10 saptamini 30 ml

16 saptamini 190 ml

32 saptamini 780 ml

34 saptamini 980 ml

40 saptamini 800 ml

42 saptamini (termen depasit) 540 ml

[15]

Dupa 34-36 de saptdmini determinarea volumului de lichid amniotic devine
mai dificila din cauza ca fatul inghite mai mult fluid.

Limita superioara admisd in cursul unei graviditdti normale este de 2000 ml
pentru o limitd inferioara la 250 ml. Volumul lichidului amniotic este calculat
ecografic.[3]

Caile de pasaj al lichidului amniotic:

Se atesta 2 surse primare si 2 rute primare de pasaj a lichidului amniotic pe
parcursul celei de a II-a jumatati a sarcinii. Ca surse primare servesc —urina fetala si

lichidul pulmonar , cu o contributie mica a secretului cavitatii bucale si nazale. Rutele
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primare le constituie deglutitia de catre fat si absorbtia in singele fetal , ce perfuzeaza

suprafata fetala a placentei.

Calea potentiala finala a schimbului este cea intre lichidul amniotic si singele
matern din peretele uterului . Aceasta cale se numeste ,,transmembranara’’ , iar calea
intre lichidul amniotic si singele fetal de pe suprafata fetala a placentei se numeste
,intramembranard’’ , si ea include toate schimburile pasive intre lichidul amniotic si
singele fetal ce persistd si in alte structuri anatomice, ca exemplu pielea fatului si

cordonul ombilical.[1,2,4,15,41]
Compozitia LA:

96,4 % apa , densitatea 1,006 , pH 7,10- 7,20 ,viscozitate 1
Nota:pH-ul serveste ca o metoda de diagnostic privind starea fatului intrauterin- pH-
ul 6,9-7,0 ne avertizeaza ca fatul este in hipoxie.
1.2.1.Compozitia biochimica:
Analiza biochimici a LA ne reda informatii unice referitoare la starea fatului.In prima
jumitate a sarcinii chimia fluidului extracelular al fatului se mentine.In a doua
jumatate acesta reflectd dezvoltarea functiei renale .

e FElemente minerale: Na, K, Ca, Mg, Cl, P, bicarbonati, oligoelemente (Fe

,Cu,Zn,Bi) .

Pe parcursul sarcinii cantitatea de anioni §i cationi variaza putin . Na este responsabil
de mentinerea a 99 % a osmolaritatii . De la-nceputul sarcinii pind aproximativ la
saptaimina a 20-a osmolaritatea leger scade.incepind cu siptamina a 20-a procesul de
keratinizare Tmpiedicd traversarea libera a lichidului prin pielea fatului astfel
productia urinard devine preponderenta in componenta lichidului amniotic. Totusi
rinichiul fetal are o slaba proprietate de concentrare a urinei astfel urina fetala este
hipoosmolard in raport cu plasma materna si fetald.Din aceastd cauza se atestd un

deficit osmotic constant de 30 mOsm/kg in raport cu serul maternal sau fetal.
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Tabelul 1.3

Elementele minerale

Valorile medii la termen

Evolutia pe parcursul sarcinii

Cationi

Na 120 mEq/1 135-140 la debutul sarcinii
K 4,4 mEq/1 putine variatii
Ca 3,20 mEq/1 putine variatii
Mg 1-2 mEq/1 putine variatii
Anioni putine variatii
cl 100 mEq/1

Bicarbonati 18 mEq/1 putine variatii
P 13 mEq/1 putine variatii
Oligoelemente putine variatii
Cu 0,30 mg/1

Fe 0,31 mg/l putine variatii
Zn 0,28 mg/1 putine variatii
Pb 0,08 mg/1 putine variatii
Bi 0,04 mg/1 putine variatii

¢ Elemente organice :
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-acizii aminati:alanina,glutamina,prolina,valina,lizina,treonina,glicina. In primul
trimestru al sarcinii compozitia aminoacidica a lichidului amniotic este comparabila
cu cea a urinei s§i singelui fetal ,jar in al doilea treimestru compozitia este

independenta de profilul urinar sau singele fetal .

Tabelul 1.4
Constantele biochimice
Valori la termen Evolutia pe parcursul sarcinii
Acid uric 80 mg/1 Cresterea regulata in timpul sarcinii
Bilirubina 0,3 mg/l 1,3 mg/l la a 15-a saptamina
Creatinina 22 mg/l Crestere regulata 1incepind de Ila 10-a

saptamina ( 5 mg/l)

Glucoza 0,10 mg/1

Ureea 0,12 g/l aproximativ la 10 saptamini.

[3,14]
Enzimele :
Sunt depistate mai multe tipuri de enzime cele mai importante ar fi :

1-diaminoxidaza , se observa intr-o concentratie inaltd daca de asemenea este
crescutd §i In singele mamei. Este o enzima hepatica a degradarii
aminoacizilor,nivelul fetal fiind net superior celui matern .Prezenta sa in secretia
cervico-vaginala permite concretizarea diagnosticului in formele atipice ale ruperii

premature a membranelor pungii amniotice.

2-colinesterazele
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Butilcolinesteraza-prezenta in lichidul amniotic de obicei.

Acetilcolinesteraza- in norma este absenta in lichidul amniotic .Prezenta sa

indica la un defect de inchidere a tubului neural la fat.

3- enzimele digestive- prezenta lor depinde de fiziologia digestiei fetale.Incepind cu
sdaptamina a 10-13-a de gestatie fiind momentul deschiderii membranei anale are loc
inundarea lichidului amniotic de cétre secretiile acumulate in tubul digestiv. Maxima
se atestd la a 18-a sdptamina , dupd care scade progresiv la momentul inchiderii

sfincterului anal.
Hormonii:

-corticosuprarenali : catecolaminele se atestd mai ales la sfirsitul sarcinii ,cortizolul

este Tn concentratii variabile.

-prolactina:este secretatd de celulele deciduale , care poseda receptori doar la
dopamina .(8) Nivelul ei este scazut pina la 14 saptamini crescind la maxim catre 18-
a pind la a 28-a saptdmina -3750 ng/ml, dupa care scade pind la a 36-a saptamina ca

sd ramind constantd pind la termen-500 ng/ml.

-pancreatici:

Insulina si glucagonul provin din urina fetala.

-tiroidieni:sunt depistati deja de la a 10-a saptdmina de sarcina.

-fetoplacentari : gonadotropina corionicd,somatotropina, estrogenul , progesteronul
sunt variabile in dependentd de concentratia lor in serul matern si totusi net

inferioare.

Lipidele:

Originea lor inca nu este complet studiatd ,cu exceptia fosfolipidelor tensioactive.Se

cunoaste ca nivelul acestora creste In timpul sarcinii, fiind totusi inferior valorii
15



serice. Prostaglandinele au o valoare net superioara celei serice materne , fiind
maxime la debutul travaliului. Pentru diagnosticarea patologiilor membranelor hialine
au fost studiate mai profund lecitinele tensioactive. Acestea reflectd foarte exact
compozitia surfactantului pulmonar fetal care este secretat de catre pneumocitele de
tip II .Ele sunt constituite in 75 % din acid palmitic ,fiind o substantd biologic
fundamentala care determina proprietitile fizice ale surfactantului pulmonar
.Concentratia lipidelor tensioactive creste progresiv pe parcursul sarcinii atingind

maxima la 35 sdptamini de gestatie . Acestea reflecta maturitatea pulmonilor fetali . [3
Proteinele:

Maxima se atesta la virsta de 24 saptamini dupa care scade pina la 2,5 g/l catre
perioada nasterii.Una dintre cele mai importante fractii este 1a-fetoproteina ,marker
fetal produs exclusiv de ficatul fetal avind un nivel foarte inalt in serul fetal —de 1000
de ori mai mare decit in lichidul amniotic si de 1 000 000 mai mult decit in serul
mamei. Este depistatd incepind cu a 10-a sdptamina de gestatie , atingind maxima la
14-15 saptamini de sarcind, dupd care descreste progresiv . Acest fenomen este
explicat prin faptul ca ea patrunde in lichidul amniotic prin rinichii fetali imaturi

astfel odata cu maturizarea glomerulara aceasta filtratie este blocata.(8)

Factorii de crestere:

Factorii de crestere epidermica asa ca EGF,IGF cresc progresiv pe parcursul sarcinii.

Fibronectina se gaseste in cantitati enorme in corion $i lichidul amniotic . Prezenta sa
in secretiile vaginale este un marker cd se scurge lichidul amniotic si desigur are loc

ruptura membranelor. [17,18,20,21,28
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Citologia LA

Celulele prezente in lichidul amniotic au origine atit embrionica cit si
extraembrionica. In urma cu 40 de ani cercetatorii au incercat sa caracterizeze aceste

celule astfel se disting 4 grupuri de celule:

1.celule eozinofile mari
2.celule bazofile mari
3.celule eozinofile mici

4 .celule bazofile mici (1974)

Astazi se cunoaste ca cele mai multe dintre celulele lichidului amniotic sunt
derivate din piele , tract digestiv , cdile urinare , sistemul pulmonar al fatului si
amnion.De asemenea unele celule sunt derivate de la mama prin traversarea barierei
feto-placentare.

Existda o diferentiere netd in evolutia compozitiei citologice a lichidului

amniotic pina la si dupa termenul de 20 saptamini de gestatie.

Pe parcursul primelor 20 de saptamini .

Maxima de celule vivante este depistatd in perioada 16-20 saptamini de
gestatie .La examinarea acestora diferentiem 2 populatii de celule : fibroblastice si
epiteliale.Isi au originea din descuamarea amnioticd sau cutanata.

Ultimele 20 de saptamini:

Incepind cu saptimina a 24-a cantitatea de celule incepe si scada rapid , in
special cele de descuamare. In aceasti perioada se depisteazi o crestere a celulelor ce
poseda structuri care se aseamina cu kerato-hialina. In preajma nasterii aceste celule
capatd un continut dens avind membrana totusi foarte find . La microscopia
electronica se observa ca celulele depistate in aceasta perioada sunt asemanatoare cu
cele de origine fetala : epiderm , cavitate bucald , partea superioara a tractului

respirator si epiteliul cordonului ombilical.
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In cursul studiilor citologice au fost utilizate mai multe metode de colorare ,in
special: Papanicolau si Harris-Schorr. La colorarea cu sulfat de bleu de Nil 0,1 % in

solutie apoasa se depisteaza 2 tipuri de celule colorate:

celule oranj- determinatd de prezenta lipidelor neutre
celule albastre-deschis —datoratd prezentei structurilor cu reactie acida.
Raportul acestor celule in dependenta de virsta gestationala:

% pina la 34 saptamini < 1%

% 34-38 saptamini 1-10 %

¢ dupa 38 de saptamini 10-50 %

Este vorba de celule moarte sau scuame care sunt colorate cu sulfat de bleu de Nil
. Unele celule se coloreaza in oranj deoarece la suprafata lor aderd o peliculd fina si
subtire de lipide neutre sau sebacee sau lecitina din componenta surfactantului
pulmonar .Astfel aceste celule ne vorbesc despre maturitatea sistemului pulmonar al

fatului.[7,10,18,30,38,39]
1.2Celulele stem.Generalitati.

Omul, ca organism pluricelular, este compus din multiple celule diferentiate.
Forma lor, capacitdtile, proteinele exprimate in fiecare dintre ele sunt diferite, chiar
daca au la origine celula mezenchimala primordiala (stem).

Acestea sunt celule nediferentiate sau nespecializate si au capacitatea de a se
divide la infinit si de a produce toate cele 220 specii de celule umane.

Totusi aceste celule nu vor putea forma singure organismul uman, pentru ca ele
au pierdut, Intre timp, omnipotenta, devenind deja "pluripotente" ("capabile de
multe"). (Centrul XCell din Diisseldorf si K6ln, Germania )

Celulele stem sunt progenitori nediferentiati care au abilitatea de a se divide si
dezvolta intr-o multitudine de alte tipuri de celule inalt specializate care sunt capabile

sa formeze tesuturi. ( Adriana Aionicesei , MEDICA )
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Tipuri de celule stem:

celule stem totipotente -acestea sunt celulele din care se poate dezvolta orice

tip de celule prezente in organismul uman.

celule stem pluripotente - sunt descendente ale celulelor totipotente. Se pot

diferentia in toate tipurile celulare , cu exceptia celor totipotente. Sunt capabile
sd formeze tesuturi derivate din toate cele trei foite embrionare (endoderm,
mezoderm s1 ectoderm). Celule pluripotente pot fi obtinute nemijlocit din masa
celulara internd a blastocitului sau de la embrion, din regiunea de unde are loc
dezvoltarea gonadelor. Tulpinile celulare obtinute prin cultivarea acestor celule
sunt identice, se numesc embrionare.

celule stem multipotente- sunt cele care produc celule dintr-o singura familie,

progenitoare ale celulelor din diferite tesuturi.

celulele stem oligopotente - se pot diferentia numai in citeva tipuri de celule

asa ca celule limfoide sau celule mieloide.

celule stem unipotente - aceste celule pot produce un singur tip de celule, dar

au proprietatea de a se reinnoi, ceea ce le diferentiaza de celulele non-stem.
Surse de celule stem pot fi :

organismul adult

celulele embrionare

celulele canceroase

celule de la nivelul cordonului ombilical.

lichidul amniotic

Functia biologica a celulelor stem adulte :

In cazul in care un organ este lezat, celulele stem adulte se indreaptd spre

organul dat si contribuie la procesul de vindecare. In general, organismul uman, in
activitatea de zi cu zi, depinde de celulele stem: de exemplu, eritrocitele trdiesc

aproximativ 120-130 de zile, dupa care imbatranesc si nu mai pot transporta suficient
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oxigen, respectiv trebuie sd fie inlocuite. Functia de inlocuire este asigurata de
celulele stem hematopoietice, care se afld in maduva osoasa.

Limitele capacitatii de regenerare :

Dupad un oarecare timp si celulele stem sunt supuse aceluiasi proces de
imbatrinire. Cu toate acestea, ele au un potential de regenerare mult mai mare in
comparatie cu celulele diferentiate din organism. Se pare ca acest potential este
epuizabil abia dupd 130 de ani de viata. Pana in prezent este cunoscut ca cea mai in
varsta femeie din lume a trait 122 ani, in Franta. Procesul de imbatranire nu poate fi
oprit. Cu toate acestea, medicina contemporand oferd posibilitatea de a extrage
celulele stem din organism, de a le selecta, de a le concentra, si de a le administra in
tesutul, organul sau pe suprafata afectati. In majoritatea cazurilor, procesul fiziologic
de recuperare poate fi intensificat.

Cu posibilitatile curative ale celulelor stem adulte de diferite proveniente se
ocupa astazi o noua ramura a stiintei, medicina regenerativa. Cercetarile si aplicarea
acestora se extinde de la prepararea si pregatirea corespunzatoare a tesuturilor
provenite din celulele stem embrionare, la izolarea celulelor stem adulte din tesuturi
si la sporirea numarului lor. Popularitatea cercetarilor privind celulele stem adulte se
datoreaza pe de o parte faptului ca specialistii prevad posibilitati terapeutice uriase in

tehnica cultivarii tesuturilor si organelor in scopuri terapeutice.[30,38,39]

20



II. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE.

Materialul de studiu este lichidul amniotic. LA a fost prelevat de catre sectia
Maternitate a IMSP Cahul.

De asemenea studiul se bazeaza pe analizarea rezultatelor altor studii stiintifice in
domeniul dat.

2.1Metode de colectare a LA.

2.1.1.Amniocenteza.

2.1.2Amniotomia.

2.1.3.Colectarea LA la expulzia fatului din camera posterioara.

2.1.4.Colectarea LA in timpul cezarienei.

2.1.1.Amniocenteza.

Pentru prima datd amniocenteza a fost inclusd in practica de catre Bavis(1952) si

Lilley(1961).

Definitie: amniocenteza este o procedurd invaziva care se face cu scopul de a face
testele genetice. Cel mai frecvent aceasta se face la 16-20 saptamini de sarcind.Ea
constd in punctarea transabdominald a cavitatii amniotice dupa aprecierea prealabild a
localizarii placentei.
Indicatii:

v’ antecedente obstetricale complicate

v’ izoimunizari severe de exemplu :incompatibilitatea Rh dintre mama si fat.

v feti morti in antepartum

v prezenta malformatiilor

v’ depasirea termenului nasterii

v suferinta fetala

v diabet zaharat la mama

v suspectie la boli genetice

v/ mame care au virsta mai mare de 35 de ani , fiind la prima sarcina
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Tehnica amnniocentezei:

I. Mai intii de toate pacienta este informatd amanuntit despre etapele
procedurii,inclusiv beneficiile si riscurile. Amniocenteza se face In conditii de stricta
asepsie-cimp de lucru steril, manusi sterile , instrumente sterile s.a.

2. Pacienta trebuie informata ca inaintea procedurii vezica urinara trebuie golita in
prealabil.

3. Dupd aceasta gravida se ageaza in pozitia Trendelenburg.

4. Se analizeaza ecografic localizarea placentei dupd care se aseptizeazd regiunea
investigatiei in conformitate cu localizarea acesteia, plasarea uterului si contactul cu
peretele abdominal. Aseptizarea se face cu alcool iodat sau betadina.

5. Se realizeaza anestezia locald cu xilind a peretelui abdominal.

6. Se foloseste un ac special, care este prevazut cu un obturator care sa evite
incorporarea de tesut matern in cursul traversarii straturilor abdomenului gravidei
(eroare de diagnostic). Lungimea acului variaza intre 18 cm si 22 cm. Acul are o
grosime 1n general de 0,8 mm, dar pot fi folosite si ace mai groase.

7. Se introduce acul pe linia mediana fiind atent la trecerea fiecarui strat atit tactil, dar
mai ales echografic, vizualizind in permanenta virful acului.

8. Cind echoul virfului acului a ajuns Tn punga amnioticad se extrage obturatorul
acului si se extrage 1ml de lichid amniotic care se aruncd (cu scopul de a evita
contaminarea cu tesut matern care ar putea ramine pe ac) apoi se extrage o cantitate
de lichid amniotic in dependentd de virsta sarcinii $i extensibilitatea investigatiei,
variaza intre 5 si 40 de ml.

9.Lichidul extras este mai apoi centrifugat si analizat.

Complicatii posibile:

-Amniotita 1%

- Scurgere de lichid amniotic 1-2%, de obicei se rezolva in 2-3 zile.

-Avort spontan, procent care depinde foarte mult de priceperea doctorului, datele

raportate variind intre 0,5% si 5%.
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- Lezarea fatului.
- Lezarea placentei cu singerare intraamniotica.
- [zoimunizare Rh.
- Bradicardie fetala (tranzitorie).[8,12,13,20,25,27,35,41]
2.1.2. Amniotomia.
Definitie: amniotomia sau mai simplu spus -ruperea sacului amniotic,reprezinta o
proceduri obstetricald facuta unei femei in travaliu in sala de nasteri. In norma punga
amniotica se sparge singurd la deschiderea colului uterin de 4-6 cm ,in cazul in care
colul uterin este deschis mai mult de 6 cm iar punga nu se rupe se recurge la
amniotomie.
Indicatii :
A.pind la nastere
-sarcind dupa termen
-toxicoza tirzie
- incompatibilitate Rh
-contractii neefective de nastere, care se prelungesc deja de citeva zile
B.dupa declansarea nasterii
-contractiile de nastere au slabit
-sacul amniotic prea rezistent
-hidramnios
-placenta inserata prea jos
-TA la mama prea ridicata
-colul uterin este deschis de 6-7 cm si mai mult, ceea ce ingreuiaza avansarea
capusorului copilului in jos.
Tehnica:
Amniotomia se face doar atunci cind medicul este sigur ca capusorul copilului

a coborit in bazinul mic, astfel fiind exclusa cdderea cordonului care poate aluneca
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Fig.2.4Tehnica

Fig.2.5 Amniotom reutilizabil Fig.2.6 Amniotom de unica folosinta
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intimplator dacd amniotomia se face cind capul copilului nu este angajat in bazinul

mic.

Amniotomia se realizeazd cu ajutorul amniotomului, care are forma unui
cirligas de crosetat (Fig.2.4). Acesta poate fi de unica folosinta (Fig.2.6) si reutilizabil
(Fig.2.5). In calitate de amniotom poate fi folositd si pensa Kocher. In prezent in
unele tir1 ca America,Germania, Franta se folosesc amniotoamele localizate care
dupa forma amintesc un degetar cu o pioneza in cap (Fig.2.3).[5,21,33,36,37,49]

2.1.3.Colectarea LA din camera posterioard in timpul expulziei fatului .

In cazul cind apele s-au rupt la domiciliu sau sunt meconiale se hotiriste
colectarea din camera posterioard cind are loc expulzia fatului. Insa aici trebuie sa
fim atenti la prelucrarea vaginului in prealabil de a nu contamina LA cu flord
vaginald la expulzie. LA este colectat intr-o tavita renald pregatita in prealabil,iar mai

apoi colectata Tn eprubeta si trimisa la laborator.

2.1.4.Colectarea LA in timpul cezarienei.

In timpul cezarienei se colecteaza atent o proba de LA cu volumul de 5Sml ,cu o
eprubeta de unica folosinta sterilizata fiind riguros respectate regulile de asepsie.
2.2 Protocol de prelucrare a lichidului amniotic.
1.Se plaseaza in centrifugd eprubeta care contine LA, paralel se pune o eprubeta cu
apa distilata cu acelasi volum (ex:5ml LA si Sml apa distilata).
2.Se centrifugheaza timp de 5 min la 18.000 rotatii.
3.Se inlatura supernatantul si daca nu este sediment se mai centrifugheaza o data cu
aceeasl parametri.
4.Se 1nldtura iarasi supernatantul , astfel incit sa rdmina numai sedimentul.
5.Din acest sediment se pregatesc frotiuri.
6.Frotiurile se fac Tn picatura groasa cu pipeta si in strat subtire cu lamela.
7.Frotiurile sunt ldsate sa se usuce la temperatura camerei, fiind in prealabil studiate
la microscop ca material nativ.
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8.Cind sunt aproape uscate sunt puse in termostat la temperatura de 37°C timp de 10
min.

9.Dupa aceasta frotiurile pot fi utilizate pentru coloratii specifice sau
native.[11,47,48, 32]

2.3 Pregatirea frotiurilor

Mai intii se pregatesc frotiurile native ,adica fara coloranti.Acestea sunt
studiate proaspete ,preferabil umede,astfel se exclude folosirea uleiului de imersie si
se observa miscarea acestora in cimpul microscopic.

Pentru a evidentia unele celule de altele se recurge la colorarea acestora si in
dependenta de tip acid sau baza acestea capata anumite culori. Mai intii frotiurile se
vor fixa cu alcool de 96 % . Lamela este cufundata in alcool timp de 5 min, dupa care
se va lasa sa se usuce prin evaporare . Ulterior se recurge la
colorare.[3,44,45,50,51,52]

2.3.1 Coloratia dupa Romanovski-Giemsa

Frotiul este fixat cu alcool de 96 % dupa care este colorat cu solutia deja pregatita.
Solutia se pregateste n felul urmator :

Iml colorant lichid+ 2ml solutie de dilutie de baza +47 ml de apa distilata .

Timpul de colorare:40-150 in dependenta de frotiu.

Se utilizeaza diluant fosfat, pH-ul acestuia depinde de obiectul cercetarii:

-frotiu LCR 5,8- 6,0

-frotiu singe ,LA 6,4-6,5

Dupa aceasta frotiul este spalat sub jet de apa distilata si studiat la microscop cu ulei
de imersie .[14,26,29,44,45,50,51,52]

2.3.2 Coloratia cu albastru de metilen

Se foloseste colorantul albastru de metil dupa fixarea cu alcool in prealabil.
Se cunosc 2 metode de colorare:

1.plasarea colorantului direct pe frotiu
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2.plasarea unei hirtii de filtru uscata, imbibata cu albastru de metil pe care se picura
citeva picdturi de apa distilata.
Colorantul se spala atent sub jet de apa si se usuca cu hirtie de filtru Mai apoi se

studiaza cu ulei de imersie la microscopul optic.[50,51,52]
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ITII. REZULATE SI DISCUTII

LA a fost prelevat din sectia Maternitate a IMSP Cahul .Studiul a fost facut in
baza a 10 probe de LA colectate de la parturiente cu termenul de sarcind 39-40
saptamini. Cercetarile au fost realizate in Laboratorul din incinta IMSP Cahul,

Laboratorul Catedrei de microbiologie a USMF ,,Nicolae Testemitanu’’.
3.1Analiza primara a LA.

LA reprezintd Tn norma un lichid limpede, usor galbui(fig.3.1), Tnsa daca
termenul sarcinii este depasit acestd devine tulbure, uneori continind si meconiu fetal.

Dupa prima centrifugare(fig.3.2) s-a depus putin sediment cu tendinta de
formare a 2 medii —una mai viscoasa, iar alta mai lichida(fig.3.4). Partea lichida este
reprezentatd de supernatant. Acesta este atent colectat cu o pipetd dozatoare si
depozitat intr-o eprubeta aparte. Dupa care se face un frotiu nativ si este studiat umed
la microscop(fig.3.3). In cimpul de vedere se observa 5-6 celule , iar la colorare cu
albastru de metilen se obtine acelasi rezultat.(fig.3.6)

Dupa a doua centrifugare se obtine un sediment alb cu urme de singe.(fig.3.5)
La cercetarea supernatantului de asemenea la microscop se observa ca acesta este
deja acelular(fig.3.7),acesta este momentul ideal de a pregéti frotiuri din sediment.

3.2 Analiza frotiurilor :
3.2.1Frotiurile native

Frotiurile native sunt studiate imediat dupd centrifugare.(fig.3.8) Cu pipeta se
plaseazd o picatura de sediment format dupd centrifugare. Acesta este intins cu
ajutorul altei lamele dupa tehnica pregatirii frotiurilor de singe. Dupa aceasta este

studiat la microscopul optic proaspat cit inca este umed. Se observa inca foarte bine si
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clar motilitatea celulelor,care se misca haotic.Cimpul de vedere este suprapopulat cu
celule nucleate , avind nucleul albastriu iar citoplasma stravezie fiind conturate de un
inel subtire de culoare albastru dens. De asemenea se observa celule cu nucleu de

culoare brun-deschisa.

3.2.2 Frotiurile colorate

Colorantii utilizati Tn microbiologie sunt reprezentati de 2 tipuri de saruri:

1.colorantii acizi-la care cromoforul este anion,ex.eozina

2.colorantii bazici-la care cromoforul este cation, ex.albastru de metilen.

-Coloratia cu albastru de metilen.

Pe frotiurile colorate cu albastru de metilen se observa foarte bine neutrofilele,
bazofilele , monocitele, limfocite-albastru intens.

De asemenea se evidentiaza fibrele de colagen care sunt de o culoare albastru intens,
avind forma unor panglici.(fig.3.9-3.11)

-Coloratia dupa Romanovski —Giemsa.

Rezultatele colorarii frotiului de lichid amniotic:

1.citoplasma limfocitelor- albastra, iar nucleele de la purpuriu intensiv pina la violet
2.citoplasma monocitelor-albastru-gri, iar nucleele purpuriu deschis cu aspect de
granule azurofile.

3.bazofilele-culoare albastru-violet intensiv.

4.granulele eozinofile-culoarea oranj-roz

5.granulele neutrofile- de la purpuriu pina la violet

Neutrofile segmentate si nesegmentate de culoare violet intens spre albastru.
Nucleele neutrofilelor fie segmentate sau nesegmentate sunt de culoare violet intens
spre albastru, iar citoplasma de culoare violet deschis.

6.nucleele leucocitelor- violet-rosu

7.hemoglobina-roz-rosu, sub forma de inel
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Fig.3.1 LA proaspat

Fig.3.2 Centrifuga

Fig.3.4 I-a centrifugare Fig.3.5 a II-a centrifugare
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Fig.3.6 Frotiu supernatant LA dupa prima centrifugare, coloratie cu albastru de
metilen,x100

3/04/2014 12:59

Fig.3.7 Frotiu supernatant LA dupa a doua centrifugare, coloratie cu albastru de
metilen, x100

Fig.3.8 Frotiu nativ de LA ,x100
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Fig.3.11Adaugarea uleiului de imersie pentru a studia

frotiurile colorate
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Fig.3.13 Frotiu LA ,predominarea formelor tinere si neutrofilelor segmentate,
coloratie dupa Romanovski-Giemsa, x100

28/03/201/ vy

Fig.3.14 Frotiu LA, monocitele se globulele rosii,coloratia dupa Romanovski-Giemsa,
x100
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8. Mieloblastii apar de forma unor celule mari, voluminoase, cu un nucleu de culoare
roz inchis-violet care ocupa aproape toatd citoplasma. Citoplasma la rindul sdu fiind
colorata in roz pal.

9.Unic apar proeritroblastii, avind un nucleu neregulat si voluminos(fig.3.12-3.14).

[3,14,26,29,44,45,50,51,52]

3.3 Rezultatele studiului efectuat in baza articolelor medicale.

Imunofenotipul celulelor stem

Celulele stem din lichidul amniotic prezintd un imunofenotip specific celulelor
stem mezenchimale prin exprimarea markerilor CD29 , CD90 si CD73
Imunofenotipul CD29+/ CD90+/ CD105+/ CD133+/ CD146+ al acestor celule, ne
sugereazad prezenta unor markeri specifici si altor tipuri de celule, precum CD105
specific celulelor endoteliale si CD133 prezent pe suprafata celulelor stem
hematopoietice si a celulelor endoteliale progenitoare. In ciuda capacititii foarte
ridicate de proliferare a celulelor din lichidul amniotic, imunofenotipul acestora se
modificd dupa 10 zile in culturd, devenind CD29+/CD90-/CD105-/CD133-/CD146+.
La nivel molecular AFC-urile prezinta atat markeri de celule stem mezenchimale,
precum ACAN, BGLAP, COL2A1 si PPARG, cat si markeri transcriptomici specifici
celulelor stem embrionare cum ar fi OCT4, REX1 sau SOX2. Interesant de notat este
prezenta unor markeri specifici celulelor stem hematopoietice precum CD3D, CD4,
CD8A sau MME si a unor markeri specifici celulelor stem neurale cum ar fi
NCAMI, SIGMARI si S100B. Aceste rezultate ne conduc spre ipoteza prezentei
unui numar limitat de markeri specifici tuturor liniilor celulare la nivelul celulelor
stem. Acest fenomen ar putea fi corelat cu potentialul de diferentiere, ca rapuns la
stimuli externi prin existenta unor molecule “primer” care conduc diferentierea in
functie de stimului aplicat. Totodata, AFC-urile prezinta capacitatea de diferentierea
catre linia endoteliala. Aceste se pot diferentia in celule cu imunofenotip specific

celulelor endoteliale mature asa cum a fost demonstrat prin tehnica citometriei de
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flux, de prezenta markerilor endoteliali CD31, CDI105 si CD144. Un element de
noutate important 1l reprezinta analiza ultrastructurala a AFC-urilor diferentiate care a
demonstrat prezenta structurilor intracelulare specifice celulelor endoteliale precum

veziculele plasmalemale si corpusculit Weibel-Palade.

Astfel, aceste celule nu au capacitatea doar de a fi ghidate catre o linie
endoteliald, ci pot deveni chiar celule endoteliale mature cu structurile necesare unei
posibile indepliniri a functiilor acestora, cum ar fi de exemplu veziculele

plasmalemale care ar putea fi implicate in procesele de transcitoza.[6,16,19]

Particularitati de diferentiere si proliferare

S-au obtinut 15 culturi de celule stem din lichidul amniotic, la 14 culturi
primare din probele independente in ziua a 3-a s-au numarat de la 4 pina la 8 celule
aderate intr-o zond distinctd. Dupa aceasta fiecare celuld a fost notatd ca ,,celuld de
pornire’’ pentru extinderea coloniilor celulare mai departe. Au fost lasate sa creasca
timp de 48 h, astfel incit fiecare colonie continea aproximativ 100-300 de celule.
Fiecare celula a ramas echidistant de la alte celule din cadrul aceleeasi colonii, cele
mai multe celule din colonie erau in perioada de metafaza, iar morfologic aceste
celule se aseamana cu celulele fibroblastice. Mai apoi fiecare culturd a fost separata si
relnsamintate intr-o culturd cu 24 godeuri. La 3-4 zile de la insdmintare cultura
clonald a crescut la 70 % astfel ca se numarau 30.000-35.000 de celule. Deci folosind
aceastd metoda dintr-o celuld Hafs clonala se pot obtine 1010 celule,populatia fiind
derivata in citeva saptamini.[23]

Astfel aceastd metoda de rastartare a celulelor este o abordare simpla pentru a
oferi celule stem de o buna calitate care corespund cerintelor terapeutice.

Celulele stem din fluidul amniotic in tratamentul CUN

Studiul a fost efectuat pe 2 loturi de sobolani cdrora li s-a injectat intraperitoneal :
1. primul lot-celule stem din fluidul amniotic
2. al doilea lot-celule stem mezenchimale din maduva osoasa
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S-au analizat urmatorii parametri: gradul de supravietuire, comportamentul,
imagistica intestinald (scanare MRI ), datele histologice, absorbtia si motilitatea
intestinald, gradul de inflamatie, apoptoza si proliferarea enterocitelor.

In rezultatul acestui studiu s-a observat cd a scizut morbiditatea si mortalitatea
prin CUN, prin pastrarea functiei intestinale. De asemenea a scazut inflamatia
intestinald i apoptoza enterocitelor si a crescut proliferarea enterocitelor. Sobolanii
tratati cu celule stem amniotice au avut o ratd de supravietuire semnificativ mai mare
la 7 zile de viata cu CUN, decit la sobolanii tratati cu celule stem mezenchimale din

maduva osoasa sau mieloblasti.[43]
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IV. CONCLUZII

. LA este un lichid biologic bogat in substante nutritive si biologic active, toate

acestea variind n dependentd de perioada sarcinii, la fel si volumul acestuia.

. Celulele prezente In LA au origine atit embrionicd cit si extraembrionica,

acestea variind dupa tip si cantitate in dependenta de perioadele sarcinii.

. In procesul de obtinere a celulelor stem este important de a face 2 centrifugari

pentru a obtine un sediment cit mai pur.

. Prin coloratia Romanovski-Giemsa se scot bine in evidenta formele tinere ale
elementelor sangvine, iar prin coloratia cu albastru de metil doar celulele

bazofile si fibrele de colagen caracteristice pentru sarcina la termen.

. Celulele stem din LA amniotic au o capacitate mai mare de diferentiere si
proliferare decit celulele stem din maduva osoasd, ceea ce da sperante si

posibilitate de utilizare a lor in tratarea mai multor boli.
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