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Abstract

Adipose derived stem cells: Isolation technique and application on surgery

Human wound healing requires multiple inflammatory cells, cytokines, growth factors and mesenchymal
stem cells, which are found in almost all adult tissues, mainly in the bone marrow and adipose tissue. Has
been shown multilineage differentiation capacity of these cells and their involvement in other processes by
secreting paracrine factors. In the following review will discuss the technique to obtain and cultivate stem
cells from liposuction adipose tissue, in addition to reviewing the publications in which they have been used
to treat surgical diseases in humans. These include treatment of radiation scars, fractures, anal fistulas, soft
tissue augmentation and organ transplantation. Now is included in surgery the concept of “regeneration” in
addition to the traditional resection and healing. The results presented are favorable although more randomized
studies are required.
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Resumen

La cicatrizacion humana requiere de multiples células inflamatorias, citoquinas, factores de crecimiento
y células troncales mesenquimaticas, las cuales se encuentran en casi todos los tejidos adultos, principalmen-
te en la médula dsea y tejido adiposo. Estd demostrada la capacidad de diferenciacion multilinaje de estas
células, asi como su participacion en otros procesos al secretar factores paracrinos. En la siguiente revision
expondremos la técnica para obtener y cultivar células troncales desde el tejido adiposo lipoaspirado, ademas
de revisar las publicaciones en las cuales se las ha utilizado para tratar patologias quirurgicas en humanos. Es-
tas incluyen tratamiento de cicatrices por radiacion, fracturas, fistulas perianales, aumento de partes blandas y
trasplante de 6rganos. Se incorpora a la cirugia el concepto de “regeneracion” adicional a la tradicional resec-
cion y cicatrizacion. Los resultados presentados son favorables aunque atn faltan mas estudios randomizados.
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Introduccion

Uno de los objetivos fundamentales de la cirugia
es restablecer la anatomia y funciéon de érganos o
segmentos corporales luego de algun tipo de lesion.

Algunos invertebrados como la planaria pueden
regenerar segmentos corporales integramente como
forma habitual. Anfibios como la salamandra pueden
regenerar miembros perdidos a través de un proceso
de dediferenciacion. En humanos solo el higado
puede recuperar su tamafio y funcion inicial luego
de una reseccion', pero el resto de los drganos inclu-
yendo la piel no pueden regenerarse por completo?.

El proceso de cicatrizaciéon es dinamico e inte-
ractivo, intervienen mediadores solubles, células
sanguineas, células mesenquimaticas y matriz
extracelular. Consta de 3 fases que se sobreponen
en el tiempo; inflamacion, proliferacion y remode-
lamiento?.

Uno de los hechos mas destacables que se ha
llegado ha conocer en la tltima década es que en el
proceso de cicatrizacion también intervienen células
indiferenciadas denominadas “Células troncales me-
senquimaticas” (Mesenchymal Stem Cells, MSCs).
Estas migran al sitio de la lesiéon o inflamacion,
participan en la regeneracion del tejido dafiado,
estimulan la proliferacién y diferenciacion de las
células locales, promueven la recuperacion de las
células dafadas a través de la secrecion de factores
de crecimiento y confieren un efecto antiinflamatorio
e inmunomodulador® (Figura 1).

Las MSCs se han encontrado en multiples tejidos
principalmente de origen mesodérmico, presentes
ahi con el fin de mantener y reparar. Inicialmente
descritas por Friedentein et al (1974), desde la

médula 6sea* (Bone Marrow Mesenchymal Stem
Cells, BM-MSCs), luego en el cordon umbilical y
ultimamente desde el tejido adiposo (Adipose Stem
Cells, ASCs)’.

Evidencias recientes sugieren que las BM-MSCs
participan en la formacion de nuevos vasos mediante
sefales generadas en el tejido dafiado®, Hamou et al
(2009), objetiva que el 24% de los neovasos gene-
rados en un sitio de isquemia se forman a partir de
células progenitoras de la médula 6sea’.

El tejido adiposo se ha identificado como fuente
ideal, ya que permite obtener de forma facil, con
minimo disconfort para el paciente, un gran nimero
de células que pueden ser expandidas en cultivo®.
Posee la habilidad de cambiar de volumen durante
la vida de un individuo, los cambios menores son
por hipertrofia celular, pero los cambios mayores se
deben a hiperplasia y aumento de la vacularizacion.
Estos cambios estdn mediados por una poblacion
de ACSs con propiedades similares a las obtenidas
desde la médula osea.

El objetivo de esta revision es describir la técnica
que hemos desarrollado para la obtencion y cultivo
de ACSs desde el tejido adiposo asi como una revi-
sion de lo publicado en cuanto a la utilidad clinica
en cirugia.

Técnica de obtencion y cultivo

El paciente puede ser anestesiado con anestesia
general, regional o local. El tejido adiposo puede ser
obtenido por reseccion quirtirgica, por lipoaspiracion
tumescente o lipoaspiracion ultrasonica. En el caso
de la técnica tumescente la infiltracion del tejido

Figura 1. Intervencion de las células
troncales mesenquimaticas en el
proceso de cicatrizacion. Se visualiza
su incorporacion en el lecho cruento
para diferenciacion, la secrecion de
factores de crecimiento y participa- } P i
cion en la neoangiogénesis.

—_—es

Tejido Adiposo,
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Recoleccién en frasco

adiposo se realiza con solucion fisiolo-
gica mas epinefrina en concentracion de
1 mg/1.000 ml y si se requiere ademas
anestesia local la concentracion de lido-
caina a utilizar es de 400 mg/1.000 ml.

Las muestras de tejido adiposo son
obtenidas mediantes canulas de lipoas-
piracion conectadas a presion negativa
entre -400 a -600 mmHg (Figura 2). Este
procedimiento genera fragmentos de
tejido cuyo tamafio varian dependiendo
del grosor de la canula, se transportan
en frascos de 50 cc a 4°C hasta su pro-
cesamiento segun la técnica descrita por
Zuk et al’:

Se lava la muestra con solucién
buffer-fosfato (PBS) en igual cantidad,
agitacion, eliminacion de las células
hematicas, solucion salina y anestésico
local, obtencion de la fraccion estromal.
Digestion de la matriz extracelular con
Colagenasa II al 0,075% por 30 minu-
tos a 37°C. Inactivacion de la enzima
con igual volumen de medio de cultivo.
Centrifugacion de la muestra a 1.200 g
por 10 minutos, se obtiene precipitado
de alta densidad. El pellet obtenido es
resuspendido en medio de cultivo y
puesto en placas Falcon® de 100 mm. El
medio de cultivo se compone de DMEM
+ 10% FBS + penicilina-estreptomicina-
anfotericina B y glutamina 100Ul/ml.
Se mantiene a 37°C y 5% de CO,. Se
lava a las 24 hrs con PBS para eliminar
las células no adherentes al plastico. Se
mantiene en el incubador con cambio de
medio 2 veces a la semana. Al obtener
confluencia (5° a 7° dia) se realiza trip-
sinisacion para pasar al segundo pasaje
(Figura 3).

Recoleccién con jeringa

Fraccién estromal

—»Pellet

DMEM + 10% SFB
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Figura 2. Obtencion del
tejido adiposo lipoaspira-
do. A la izquierda se vi-
sualiza la recoleccion del
lipoaspirado en frasco
conectado a la aspiracion
central del pabellon y a
la derecha la recoleccion
directa con jeringa.

Figura 3. Técnica de
obtencion de las células
troncales. El lipoaspira-
do se compone de una
fraccion estromal que es
digerida con colagenasa
para luego ser centri-
fugada obteniendo un
pellet alto en ASCs que
es cultivado.
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El tiempo de doblaje celular es entre 2 a 4 dias
dependiendo del medio de cultivo y el pasaje en que
se encuentre®. Si comparamos la capacidad prolife-
rativa, las BM-MSCs llegan hasta el pasaje N° 15
mientras las ASCs llegan a sobrepasar el pasaje N°
20'%. Con pasajes prolongados por mas de 4 meses,
se ha observado que las ASCs pueden ir a la trans-
formacion maligna, al menos en 1 reporte se ha de-
mostrado anormalidades cariotipicas con frecuencia
mayor a 30% y cuando son implantadas en una rata
inmunodeficiente se forman tumores hasta en 50%'".
Estos resultados nos indican que la manipulacion de
ASCs debe ser con cautela.

Aplicaciones clinicas en cirugia

Cicatrizacion cutanea

Rigotti G et al (2007), trata a 20 pacientes con
ulceras en la region toracica secundarias a radiotera-
pia, se inyecto lipoaspirado purificado entre 60 a 120
cc en forma repetida en la zona, con remision de los
sintomas en todos los pacientes, en un seguimiento
entre 18 y 33 meses'”.

Cicatrizacion en fistulas

Garcia-Olmo et al, evalua desde el afio 2002 el
uso de ASCs para el cierre fistulas en enfermedad
de Crohn; en un estudio inicial de fase I evalia 4 pa-
cientes donde realiza inyeccion de células en tracto
asociado a “pegamento de fibrina”, obtiene un éxito
de 75% en cierre con un seguimiento a 22 meses'>.
Posteriormente presenta un estudio aleatorizado
con 49 pacientes portadores de fistulas perianales
complejas donde evalta la inyeccion de “pegamento
de fibrina” solo o asociado a ASCs, encontrando
un 16% de cicatrizacion con el primer tratamiento
versus un 71% con el segundo'*. Un Gltimo reporte
del mismo autor nos muestra la efectividad del tra-
tamiento para el cierre de una fistula rectovaginal en
enfermedad de Crohn pero esta vez utilizando ASCs
de otro paciente dador®.

Basados en la primera experiencia se utiliz6 la
misma técnica (pegamento de fibrina mas ASCs)
para el cierre de una fistula traqueomediastinica
secundaria a radioterapia en un paciente con cancer
pulmonar con éxito a los 3 meses de tratamiento'®.

Aumento de partes blandas

La combinacién de ASCs en conjunto con grasa
lipoaspirada autdloga es una técnica denominada
CAL (Cell-Assisted-Lipotransfer) descrita por
Matsumoto et al (2006)", utilizada para aumentar la
supervivencia de la grasa lipoinyectada en al menos
un 35%, posteriormente Yoshimura et al (2008)',
publica una serie de 40 pacientes a las cuales rea-
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liza la técnica CAL con éxito y en el afio 2009 el
mismo autor presenta otra serie de 6 pacientes con
lipoatrofia facial donde demuestra la superioridad de
la técnica CAL versus la lipoinyeccion sin ASCs'.

Regeneracién 6sea

Lendeckel et al (2004), publica el caso de una
nifia de 7 afios con un defecto traumatico de calota
con infeccion y sin cicatrizacion por 2 aflos al cual
se le realiza un injerto de cresta iliaca mas ASCs en
pegamento de fibrina con osificacion casi completa
a los 3 meses de tratamiento®. Un caso mas sorpren-
dente de regeneracion Osea ectopica total publica
Mesimiki et al (2009), en un caso de una hemi-
mandibulectomia secundaria a un tumor, se realiza
la reconstruccion 3 afios mas tarde con un colgajo
microquirdrgico de recto abdominal con ASCs, beta-
tricalcio fosfato y proteina morfogenética de hueso
tipo 2, logrando la estructura désea a los 8 meses,
posteriormente se le incluyeron implantes dentales?!.

Trasplante

Se ha descrito a las ASCs como inmunoprivile-
giadas al carecer del antigeno de histocompatibilidad
tipo II y ademaés pueden suprimir la reaccion linfoci-
tica mixta, lo que permite que puedan ser trasplanta-
das alogénicamente y ademas controlar un rechazo
en un trasplante de o6rgano®’. Fang et al (2007),
realiza inyeccion endovenosa de ASCs alogenas a 6
pacientes con rechazo agudo de 6rgano refractario a
la terapia con corticoides (grados III-IV), se inyectan
10%/kg células, obteniendo respuesta completa en
5 de los 6 pacientes con sobrevida al seguimiento
promedio de 40 meses®.

Discusién

La técnica descrita para la obtencion de ASCs en
humanos la hemos realizado con éxito, actualmente
nos encontramos tipificando estas células y reali-
zando estudios preclinicos de cicatrizacion en ratas,
esperando en un futuro cercano realizar ensayos
clinicos en pacientes que lo requieran.

Un hecho fundamental que hay que considerar al
momento de manipular estas células para luego ser
reintroducidas en un paciente es la contaminacion
posible de la muestra, no tanto en el procesamiento
propiamente tal, sino en el cultivo donde pueden
crecer todo tipo gérmenes si no se toman estrictas
medidas de esterilidad. Para evitar este potencial
inconveniente se pueden ocupar las ASCs frescas sin
haber sido cultivadas como lo realizan en el procedi-
miento de CAL, pero la mayor parte de los autores
prefiere el cultivo (expansion) ya que se obtiene una
mayor concentracion y vitalidad celular. Garcia-
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Tabla 1. Linajes de diferenciacion publicados para las ASCs, a la derecha se especifica los medios
de cultivos requeridos

Tipo de diferenciacion  Factor inductivo

Adiposo
Oseo

Cartilaginoso

Dexametasona, IBMX, Indometacina, Insulina, Tiazolidona
Acido ascorbico, BMP-2, dexametasona, 1,25(0OH),D,
Acido ascorbico, BMP-6, BMP-7, FGF-2, TGF-B,, TGF-BL TGF-B,, dexametasona, IGF1,

Medio especial (EGM-2-MV; Cambrex), Ac. Ascorbico, EGF, bFGF, hidrocortisona

insulina
Muscular Dexametasona, suero equino
Cardiomuscular Transferrina, IL-3, IL-6, VEGF
Endotelial
Neuronal Hidroxinisolona, Acido valproico, Insulina
Pancreatico activina-A, exendina-4, HGF, pentagastrina
Hepatico HGF, Oncostatina M y dimetil-sulfoxido
Epitelial Acido trans-retinoico

Olmo et al (2009), encuentra que el tratamiento con
células expandidas es superior al de células frescas
en fistulas®.

Es importante mencionar que los beneficios ob-
tenidos con este tipo de terapia celular no solo se
deben a la capacidad de diferenciacion de las ASCs
en multiples linajes (Tabla 1), sino que ademas al ser
implantadas en un sitio lesionado liberan citoquinas
y factores de crecimiento que estimulan al resto de
las células locales de manera paracrina, como el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF),
el factor de crecimiento hepatocitico (HGF) y el
factor de crecimiento simil a la insulina (IGF-I1)%,
promoviendo de este modo la neoangiogénesis y el
reclutamiento de MSCs locales. De similar manera
las ASCs proveen antioxidantes y reduccion de
radicales libres en el sitio isquémico, reduciendo
la cantidad de sustancias toxicas y promoviendo la
recuperacion de las células locales sobrevivientes®.

Si bien algunos estudios de los presentados son
s6lo reportes de casos'> %2021 hay varios que in-
cluyen series'>'81%22 y el grupo de Garcia-Olmo se
encuentra realizando estudios randomizados de fase
I1'*, Lo que nos anticipa que esta ya es una terapia
disponible.

Conclusién

El cirujano esta directamente involucrado tanto
con la obtencion como con la utilizacion de las
ASCs, por lo tanto, debe estar al tanto de lo que se
ha llevado a cabo en este tema. Si bien los reportes
de casos y estudios clinicos son recientes, éstos van
a seguir apareciendo asociado al uso progresivo
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en otras patologias médicas y quirtrgicas, y en un
futuro cercano, se definira en cuales realmente se
obtendria el beneficio.

El proceso de cicatrizacion requiere de células
troncales mesenquimaticas tanto locales como del
tejido adiposo o de la médula 6sea. El acceso al
tejido adiposo es mucho mas simple a la médula
6sea para obtener células troncales y el material que
actualmente es desechado en lipoaspiracion proba-
blemente sera mas valioso de lo pensado.
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