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Resumen

Abstract

Introduccién y objetivo. Las células madre son candidatas tera-
péuticas para una amplia gama de enfermedades. Resultan de gran in-
terés en Cirugia Plastica para el tratamiento de heridas cronicas, trans-
ferencia de tejido adiposo y colgajos.

El objetivo de este estudio es describir el método de aislamiento,
cultivo y caracterizacion de células madre derivadas de tejido adiposo
y coémo estas pueden precondicionarse con hipoxia y generar cambios
in vitro en su capacidad proliferativa y migratoria. El trabajo es un
complemento didactico a otro publicado por nosotros en esta misma
revista utilizando esta metodologia en comparacion al grupo de retardo
de colgajo y grupo control en colgajos cutaneos aleatorizados en ratas.

Métodos. Obtuvimos las células madre de tejido graso inguino
-abdominal de ratas adultas: 10 en el grupo de células madre derivadas
de tejido adiposo y otras 10 en el grupo de células madre derivadas de
tejido adiposo precondicionadas con hipoxia (2% O, y 5% CO,). Rea-
lizamos analisis morfologico directo y con inmunofluorescencia con
el marcador vimentina y CD90 y estudio de proliferacion y migracion
celular in vitro.

Resultados: Utilizamos en promedio 1.64 +/- 1.13 gr de tejido
adiposo en el grupo sin precondicionamiento y 0.93 +/- 0.34 gr en el
grupo con precondicionamiento con hipoxia para el aislamiento. Las
células madre derivadas de tejido adiposo precondicionadas con hi-
poxia presentaron un aumento de la capacidad migratoria a las 24
horas de 2.44 +/- 0.85 mm frente a 2.24 +/- 0.82 mm (p<0.01) y pro-
liferativa 5.42 x10° +/- 1.03 x10° céls/ml frente a 3.26 x10° +/- 8.61
x10* céls/ml) (p<0.001) de forma significativa en comparacion a las sin
precondicionamiento.

Conclusiones. Describimos en detalle un método de precondicio-
namiento de células madre mediante hipoxia. Logramos potenciar el
efecto de las células madre aumentando en forma significativa su capa-
cidad migratoria y proliferativa de forma precoz.

Background and objective. Stem cells are therapeutic candidates
for a wide range of diseases. They are of great interest in Plastic Sur-
gery for the management of chronic wounds, adipose tissue transfer
and flaps.

The objective of this study is to describe the method of isolation,
culture and characterization of stem cells derived from adipose tissue
and how these can be preconditioned with hypoxia and generate in vi-
tro changes in their proliferative and migratory capacity. This study is
a didactic supplement to a paper published by us in this same journal
using this methodology in comparison to the group of flap delay and
control group in skin flaps randomized in rats.

Methods. Stem cells were obtained from inguinal-abdominal fatty
tissue of adult rats: 10 in the group of stem cells derived from adipose
tissue and another 10 in the group of stem cells derived from adipo-
se tissue preconditioned with hypoxia (2% O2 and 5% CO2). Direct
morphological analysis was carried out and with immunofluorescence
(vimentin and CD90 marker). Study proliferation and in vitro cell mi-
gration was performed.

Results. An average of 1.64 +/- 1.13 gr of adipose tissue of the
inguinoabdominal area was used in the group of stem cells without
preconditioning and 0.93 +/- 0.34 gr. in the group with hypoxic pre-
conditioning for the isolation. Stem cells derived from adipose tissue
preconditioned with hypoxia showed an increase in migratory capacity
at 24 hours of 2.44 +/- 0.85 mm v/s 2.24 +/- 0.82 mm (p < 0.01) and
proliferative of 5.42 x10° +/- 1.03 x10° cells / ml v/s 3.26 x 10° +/-
8.61 x10* cells / ml) (p <0.001) significantly compared to those without
preconditioning.

Conclusions. A method of preconditioning stem cells by hypoxia
is described in detail. It is possible to enhance the effect of the stem
cells, significantly increasing their early migratory and proliferative
capacity.
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Introduccion

Las células madre mesenquimales son candidatas te-
rapéuticas para una amplia gama de enfermedades hu-
manas. Estas células pueden migrar a zonas de injuria
tisular para facilitar la reparacion del tejido. Una vez en
el lugar, pueden diferenciarse en distintos componentes
del tejido lesionado. Sin embargo, su efecto clave es pro-
bablemente su capacidad para ejercer efectos inmuno-
moduladores y para secretar factores que promueven la
reparacion de tejidos.

El uso de células madre se ha investigado como tra-
tamiento complementario para una gran variedad de
enfermedades tales como: accidente cerebrovascular
isquémico, esclerosis multiple, isquemia miocardica,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, fibrosis pul-
monar idiopatica, insuficiencia hepatica cronica, insufi-
ciencia renal aguda, enfermedad inflamatoria intestinal y
osteoartritis.” En Cirugia Plastica también han generado
gran interés, especialmente para el tratamiento de heri-
das cronicas, transferencia de tejido adiposo para proce-
dimientos estéticos y reconstructivos con mejora en la
retencion de injerto graso y por ende disminucion de su
reabsorcion® y para el aumento en la vitalidad de los
colgajos.®

Existen distintas fuentes disponibles para la obtencion
decélulasmadre: célulastroncales embrionarias (Embryo-
nic Stem Cells, ESCs) y células troncales adultas.® A
pesar del gran potencial terapéutico encontrado en las
ESCs por su capacidad de autorrenovacion y pluripoten-
cialidad, presentan limitaciones en la practica clinica por
consideraciones éticas, manipulacion genética y regula-
cion celular.® En contraste, las células madre adultas,
por naturaleza, son inmunocompatibles y no presentan
limitaciones éticas para su uso.® Estas tltimas inicial-
mente se aislaron en médula 6sea (Bone Marrow Mesen-
chymal Stem Cells, BM-MSCs),® luego en el cordon
umbilical y ultimamente en el tejido adiposo (ASCs).®

Las ASCs tienen la ventaja de encontrarse en gran-
des cantidades en el individuo, poseen una extensa ca-
pacidad de autorrenovacion, se pueden aislar facilmente
y poseen potencial de diferenciacion en distintas lineas
celulares, tales como: adipocitos, osteoblastos, condroci-
tos, neuronas o miocitos en respuesta a distintos factores
inductores.”

Estas células se caracterizan por su morfologia que
recuerda a los fibroblastos, presentan propiedades ad-
hesivas y de autorrenovacion, asi como la capacidad de
diferenciarse in vitro en tres tejidos mesodérmicos tales
como 0Oseo, cartilaginoso y adiposo. Expresan marca-
dores de superficie CD29, CD44, CD90 y CD105 con
ausencia de expresion de marcadores hematopoyéticos
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y HLA-DR.”® Otro marcador es la vimentina, proteina
que se encuentra en los filamentos intermedios de las cé-
lulas mesenquimales.®'?

Gimble y col."V sugieren que para que las células ma-
dre se apliquen en Medicina Regenerativa deben cumplir
los siguientes criterios:

e Encontrarse en abundantes cantidades (de millones a
billones de células).

e Obtenerse a través de un procedimiento minimamen-
te invasivo.

e Poseer la capacidad de diferenciarse en multiples li-
najes celulares de una manera regulable y reproduci-
ble.

e Trasplantarse en forma segura y efectiva a un huésped
autdlogo o alégenico.

Ser manipulables de acuerdo a las guias de buena prac-

tica.

La aplicabilidad de las ASCs resulta atractiva por su
facil obtencion a través de lipoaspirado, que va desde 100
ml a mas de 3 |. y que rutinariamente es eliminado.!"!?
Para la obtencion de tejido adiposo es preferible la re-
gion abdominal en comparacion a otras areas, como de
la cadera y el muslo, por la mayor cantidad en forma sig-
nificativa de ASCs. Las células ASCs en distintas areas
corporales no varian su potencial de diferenciacion en
otras lineas celulares ni en la expresiéon de marcadores
de superficie celular, ni tampoco influye la edad en la
frecuencia de aparicion de ASCs.!¥

El uso de BM-MSCs para aumentar la supervivencia
del colgajo no parece ser mejor respecto al de ASCs, sin
embargo corresponde a un procedimiento invasivo y do-
loroso para la recoleccion de estas células, encontrarse
proporcionalmente en menor cantidad en el individuo en
comparacion al tejido adiposo, y por su disminucion de
la capacidad de proliferacion y diferenciacion en otros
linajes celulares con la edad.”

El uso de células madre ha resultado promisorio y lla-
ma la atencion por su efecto potencial global. A diferen-
cia de los métodos farmacolodgicos que acttian frente a un
factor en especifico (angiogénesis, vasodilatacion, sim-
paticoliticos, secuestro de radicales libres, inhibicion de
prostaglandinas, etc.), estas células, en teoria por su ca-
pacidad de diferenciacion en multiples linajes celulares,
capacidad de anidamiento (homing) o de localizarse en el
tejido de interés y permanecer alli, inmunomodulacion,
promocion de la reparacion y regeneracion directa de los
tejidos dafiados, por su habilidad de autorrenovacion y
diferenciacion en multiples linajes celulares, se convier-
ten en candidatas terapéuticas prometedoras.)

A pesar de que rapidamente el tratamiento con células
madre se ha desarrollado como un tratamiento regenera-
tivo potencial para varias enfermedades, se han ignorado
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varios aspectos y problemas tales como: diferenciacion
celular, sobrevida de las células trasplantadas en un lu-
gar hostil sometidas a isquemia e hipoxia, citotoxicidad,
especies reactivas de oxigeno, respuesta inflamatoria, ac-
tivacion de cascada apoptdtica, entre otros.!'¥ Es por ello
que se ha podido potenciar el efecto de las células madre
a través del precondicionamiento.

Se han empleado varios agentes precondicionantes en
las células madre mediante un insulto subletal a través
de isquemia, hipoxia, anoxia, dcido sulfhidrico (H,S),
peroxido de hidrogeno (H,0,) monoxido de carbono
(CO)"y fotobiomodulacion.!

La exposicion a hipoxia a un nivel no letal aumenta
significativamente la tolerancia celular y presenta una
mejora en las propiedades regenerativas de las células
madre. A través de caracteristicas de mejora en la so-
brevida, en los efectos paracrinos con obtencion de un
mejor soporte trofico, expresion de factores troficos es-
timulantes de la angiogénesis, activacion de mediadores
antioxidantes, mejor tolerancia en el sitio de lesion tras
su administracion, aumento de la proliferacion y capaci-
dad de migracion a regiones isquémicas o alrededor de
un tejido infartado.¥

La exposicion a hipoxia se puede realizar a concen-
traciones del 1 al 5% de O,. La exposicion a concentra-
ciones del 1% es optima para la promocion de las pro-
piedades proangiogénicas a través de un aumento de la
expresion del VEGF, mientras que la exposicion al 5%
de O, presenta mayor proliferacion celular.'*'”

El proposito de este estudio es describir el método
de aislamiento y cultivo de células madre derivadas de
tejido adiposo (ASCs), caracterizacion morfoldgica y
mediante inmunofluorescencia y como estas pueden pre-
condicionarse con hipoxia y generar cambios in vitro en

su capacidad proliferativa y migratoria. Esta metodolo-
gia ya fue utilizada por nosotros en un estudio publicado
en esta misma revista en el que comparamos distintos
métodos para disminuir la necrosis del colgajo cutaneo
aleatorio, utilizando células madre derivadas de tejido
adiposo con y sin precondicionamiento con hipoxia, re-
tardo de colgajo y grupo control. Ademas proponemos
una clasificacion de necrosis del colgajo segun hallazgos
macroscopicos e histopatologicos.!”

Material y método

Obtencion de ASCs

Obtenemos el tejido adiposo en ratas Sprague-Dawley
de sexo masculino, de peso entre 300-500 gr, interve-
nidas bajo las normas bioéticas del ICBM (Instituto de
Ciencias Biomédicas de Santiago, Chile) para la experi-
mentacion con animales de laboratorio: 10 ratas para cé-
lulas madre derivadas de tejido adiposo adultas (ASCs)
y 10 ratas para células madre derivadas de tejido adiposo
adultas precondicionadas con hipoxia (ASCs-H). Las ra-
tas son anestesiadas con ketamina 80 mg/kg y xilacina
8 mg/kg via intramuscular. Preoperatoriamente se les
administra penicilina benzatina 40.000 U/Kg también
intramuscular.

Fraccionamos el tejido adiposo del area abdomi-
nal de la rata y lo lavamos con solucion buffer-fosfato
1x (DPBS, GIBCO, Cod: 14190144) (Fig. 1), digerido
con colagenasa tipo II al 0.15% (Sigma-Aldrich, Cod:
C6885) durante 60 min a 37 °C y neutralizado con medio
de cultivo (DMEM, GIBCO, Cod:11995) 10% de suero
bovino fetal (FBS, GIBCO, Cod: 10270), 1% de anti-
bidticos y antimicoticos (Antibiotic-Antimycotic 100X,
GIBCO, Cod: 15240). Posteriormente se centrifuga du-

Figura 1. A. Rata en posicion supina con rasuracion del area inguino-abdominal. B. Incision con bisturi y exposicion de tejido graso subcutaneo. C. Tejido

graso fraccionado en placa de Petri con solucién buffer fosfato 1x.
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Figura 2. A. Recoleccién de tejido adiposo fraccionado en solucién buffer fosfato 1x y colagenasa tipo Il. B. Tejido graso digerido mediante colagenasa
tipo Il. C. Obtencion del pellet tras la centrifugacién. C. Resultado final tras la expansién de las ASCs al cabo de 10 dias, tripsinizacién y centrifugacion.

rante 10 min a 1200 g. El pellet obtenido es resuspendido
en medio de cultivo y analizado (Fig. 2). Mantenemos
las ASCs en condiciones de normoxia (21%0,-5%CO,),
mientras que con las ASCs-H, en la mitad del proceso
de expansion, realizamos tripsinizacion (0.25% Tryp-
sin-EDTA (1X), GIBCO,Co0d:25200) de las células para
luego colocarlas en DMEM preparado y sometido a hi-
poxia durante 24 horas en cdmara de hipoxia (Modular
Incubator Chamber). Tras 72 horas en estas condiciones
(2% 0O,-5% CO,) procedemos a la tripsinizacion nueva-
mente para realizar el conteo celular con hemocitéometro.

Inmunohistoquimica

Colocamos un cubreobjeto estéril sobre cada uno de
los cultivos durante el segundo pasaje para la adhesion
celular. Después de 3 dias, extraemos el cubreobjeto y su-
mergimos en una placa de Petri durante 6 minutos en me-
tanol a -20 °C y 1 minuto en acetona a -20 °C, para luego
pasarlo por tampoén fosfato durante 5 minutos y cubrirlo
con suero de cabra 1/10 en PBS-BSA al 2%, dejandolo en
camara humeda durante 30 minutos. Utilizamos el anti-
cuerpo primario vimentina (Dako) 1/100 y el anticuerpo
CD90 (Thy-1) 1/100 (Chemicon). Lo dejamos 1 noche
en refrigeracion. Posteriormente empleamos IgG FITC
(Vector) 1/200 como anticuerpo secundario. Utilizando la
técnica de Propidio (Polysciences) 1/500 es posible desta-
car la cromatina de los nticleos en color rojo. Montaje en
medio acuoso (Dako Faramount, S3025). Visualizacion
en microscopio de fluorescencia UV con filtro mixto.

Estudio de proliferacion celular

Durante el segundo pasaje de un cultivo celular en
condiciones de normoxia, se tripsiniza y tomamos 2
muestras que colocamos en 2 frascos de cultivo celular
en concentraciones equivalentes, uno se mantiene en
condiciones de normoxia (21% O,-5% CO,) y el otro en
hipoxia (2% 0O,-5% CO,) (Modular Incubator Cham-
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ber). Mantenemos durante 24 horas en estas condiciones
y nuevamente procedemos a la tripsinizacion, obtenien-
do 10 muestras de ambos cultivos para luego realizar el
conteo celular mediante hemocitometro. A partir de otro
cultivo celular, realizamos este mismo procedimiento
pero haciendo el conteo celular a las 72 horas en las con-
diciones descritas.

Estudio de migracién celular

De un cultivo celular, durante el segundo pasaje en
condiciones de normoxia, se tripzinizan las células y
se colocan sobre 16 cubreobjetos en cantidades equi-
valentes. Colocamos 8 cubreobjetos en placas de Petri
en condiciones de normoxia (21% O,-5% CO,) y las
8 restantes en hipoxia (2% 0O,-5% CO,). Esperamos
confluencia celular del 90% para posteriormente, de un
vértice del cubreobjeto, retirar 10 mm de células adhe-
ridas con micropipeta y tomar registro fotografico con
camara Canon Power Shot A640. A las 24 horas realiza-
mos un nuevo registro fotografico y mediante el progra-
ma ImageJ 1.45 medimos en milimetros la migracion
celular (Fig. 3).

Analisis estadistico

Utilizamos las pruebas estadisticas de T de Student
con significancia estadistica p < 0.05 y el software Med-
Calc 12.5.

Resultados

Aislamiento y cultivo de las ASCs en condiciones de
normoxia y en hipoxia

Utilizamos en promedio 1.64 +/- 1.13 gr de tejido
adiposo del area inguinoabdominal en el grupo de
ASCsy 0.93 +/- 0.34 gr en el grupo ASCs-H para el ais-
lamiento de ASCs. Logramos una concentracion celular
de ASCs 9.95 x10°¢ +/- 7.3 x 10°céls/ml y en el grupo
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Figura 3: A. A la izquierda, retirada de 10 mm de las células adheridas al cubreobjeto con micropipeta, tomando como referencia el borde del cubreobjeto
(Microscopio 6ptico invertido, visualizacion directa y sin tincion. Aumento 10X). B y C. Fotografias obtenidas a las 24 horas: estudio de migracion de las

células que se alejaron respecto al punto de partida (linea negra). (Microscopio éptico invertido, visualizacion directa y sin tincion. Aumento 10X).

celular (Aumento 40X).

Figura 4. Visualizacion directa y sin tincion de las ASCs mediante microscopio invertido al segundo dia (A), cuarto dia (B) y al séptimo dia (C) de cultivo

ASCs

Vimentin

CD90(Thy-1)

100X

ASCs-H

100X

1000X

Figura 5. Inmunofluorescencia en ASCs y ASCs-H utilizando anticuerpo primario vimentina 1/100 y CD90 (Thy-1) 1/100 y anticuerpo secundario FITC 1/200
(verde). Tincion de los nucleos celulares con color rojo mediante Yoduro de Propidio (Polysciences) 1/500 (Aumento 100X).

de ASCs-H 1.5 x107 +/- 1.5 x 107 ¢éls/ml, manteniendo
una viabilidad celular >99%. Bajo visualizacion direc-
ta mediante microscopio invertido, observamos su ad-
herencia al plastico y la morfologia caracteristica tipo
fibroblasto a partir del primer cambio de medio de culti-
vo; al cuarto dia, estas células se agrupan formando co-
lonias y al séptimo dia ya se puede observar confluencia
celular cercana al 90% (Fig. 4). Mediante inmunofluo-

e
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rescencia, obtuvimos tincidon positiva indistintamente
para el grupo ASCs como para el grupo ASCs-H para el
anticuerpo primario vimentina (Dako) 1/100 (marcador
de los filamentos intermedios) y CD90 (Thy-1) 1/100
(marcador de proteina de superficie celular). Este ulti-
mo presento positividad en mas del 90% de las células
tanto en condiciones de normoxia como en hipoxia al
2% de O, (Fig. 5).
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Estudio de proliferacion celular

Durante el segundo pasaje de cultivo celular de ASCs
en condiciones de normoxia hicimos la tripsinizacion y
division en 2 frascos en concentraciones equivalentes,
3.61 x 10° +/- 1.50 x 10° céls/ml y 3.63 x 10° +/- 1.14
x 10° céls/ml respectivamente (p= 0.96). Después de 24
horas obtuvimos como resultado un aumento significati-
vo de la concentracion celular en condiciones de hipoxia
(5.42 x 10° +/- 1.03 x 10° céls/ml) en comparacion con
el grupo en normoxia (3.26 x 10° +/- 8.61 x 10* céls/ml)
(p=0.001).

Realizamos este mismo procedimiento a las 72 horas
con otro cultivo celular, logrando la misma tendencia de
aumento de proliferacion celular en hipoxia con 3.04 x
10° +/- 1.13 x 10° céls/ml en comparacion con el grupo
normoxia con 1.31 x 10°+/- 3.71 x 10* céls/ml (p<0.01)
(Grafico 1).

Cirugia Plastica Ibero-Latinoamericana - Vol. 45 - N° 2 de 2019

Estudio de migracion celular

Medimos la migracion celular a las 24 horas de cada
cubreobjeto, obteniendo mayor capacidad migratoria en
el grupo en condiciones de hipoxia (2.24 +/- 0.82 mm)
en comparacion con el grupo que se mantuvo en hipoxia
(2.44 +/- 0.85 mm) (p<0.01) (Gréfico 2).

Discusion

Las células madre son una opcion terapéutica promi-
soria para el tratamiento de reparacion y regeneracion de
tejidos. En la actualidad se pueden obtener de distintos
tejidos con caracteristicas similares a las originalmente
aisladas de médula 6sea. Las células madre derivadas de
tejido adiposo adultas cobran importancia ya que se en-
cuentran en forma abundante, son de facil acceso y es
posible lograr diferenciacion celular de distintos linajes
mesodérmicos.® Ademas es posible lograr induccion
para la expresion de marcadores ectodérmicos para la
produccion de neuronas; por lo tanto se podrian consi-
derar estas células con capacidad pluripotencial.!® En
este trabajo logramos obtener células madre derivadas de
tejido adiposo adultas de la zona inguino-abdominal de
ratas. Para poder caracterizar y garantizar que correspon-
den a células madre, estas presentan caracteristicas mor-
fologicas que recuerdan a los fibroblastos, poseen capa-
cidad de adherirse al plastico y expresion de marcadores
de superficie celular como el CD90 en una proporcion
mayor al 90%329y expresién de vimentina que corres-
ponde a filamentos intermedios del citoesqueleto que se
encuentra particularmente en células indiferenciadas.®'?

Uno de los mayores problemas del tratamiento con
células madre es el que una gran proporcion de estas
células mueren en el sitio trasplantado isquémico, si-
tuacion que podria reducir su eficacia.® Es por ello que
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Método de aislamiento, cultivo y precondicionamiento con hipoxia de c¢lulas madre derivadas de tejido adiposo en ratas

optamos por potenciar estas células en hipoxia al (2%
0,y 5% CO,). Las células madre precondicionadas con
hipoxia aumentarian la resistencia a las injurias a tra-
vés de la expresion de sefiales protectoras tales como el
factor inducible a hipoxia (HIF-1). El complejo HIF-1
esta compuesto por 2 subunidades proteicas: HIF-1
que se expresa constitutivamente y HIF-1a que no esta
presente en las células normales, se induce y acumula
en condiciones hipoxicas, y se degrada en condicio-
nes de normoxia y se acumula rapidamente tras exposi-
cion a baja tension de oxigeno.?D La expresion de este
factor de transcripcion contribuiria a la activacion de
genes proangiogénicos, genes promotores de la migra-
cion celular, genes antioxidantes y protectores de la
apoptosis, con mayor tolerancia al trasplante en zonas
isquémicas.??

Dentro de las propiedades de las células madre pre-
condicionadas con hipoxia, pudimos constatar un au-
mento significativo de la proliferacion celular, asi como
su capacidad migratoria respecto a las células sin precon-
dicionamiento. El aumento de la capacidad migratoria se
podria explicar por una regulacion al alza de proteinas
involucradas en la movilidad celular,'¥ asi como la ex-
presion de receptores quimiotacticos CXCR4, CXCR?7,
y CX3CRI1 que desempeifiarian un rol importante para el
reclutamiento de células madre hacia el tejido dafiado y
su asentamiento.®? La capacidad de autorrenovacion de
las células madre es una de sus caracteristicas clave, por
lo tanto es necesario un aumento de la tasa de prolifera-
cion para su eficiencia en la terapia regenerativa.®? Las
células madre sometidas a una concentracion de oxigeno
entre el 2 al 5% mejorarian la capacidad proliferativa por
medio de la expresion del HIF-1a y el aumento de la
expresion de NANOG, que es un regulador de la entrada
de la fase S del ciclo celular.®®

Pudimos corroborar un aumento de la proliferacion
celularya a las 24 horas de exposicion a hipoxia celular.**

La translocacion y la activacion a nivel nuclear seria
la causante de la produccion de varios genes “rio abajo”
codificadores de eritropoyetina (Epo), VEGF entre otros,
los cuales estimularian los mecanismos endogenos de la
angiogénesis.(4?

Otros genes diana de la HIF-1, como el CXCR4 y co-
dificadores de proteinas de la matriz extracelular (MMPs),
estarian involucrados en la migracion celular; y otros res-
ponderian a mediadores inflamatorios y distintas citoqui-
nas, aumentarian la produccion del 6xido nitrico sintetasa
(iNOS) y la activacion de genes antioxidantes.!* 2%

También esta descrito un aumento de la tolerancia a
la apoptosis reflejado por una disminucion de la muerte
celular in vitro y en el area isquémica o peri-infarto.(*>

En relacion al uso de estas células en heridas y colga-

QO
AT www.ciplaslatin.com

jos, Lee y col.?9 en un estudio en 4 ratas sometidas a 2
lesiones de espesor completo de 8 mm de didametro en el
area dorsal, evidenciaron que la herida tratada con ASCs
precondicionadas con hipoxia mejoraba significativa-
mente su capacidad de curacion por medio de una regu-
lacion al alza de VEGF y bFGF (factor de crecimiento fi-
broblastico basico) respecto a la herida tratada con ASCs
en condiciones de normoxia. Es interesante que tras la
inhibicion de VEGF y bFGF por medio de anticuerpos,
revirtieron los efectos de migracion de los fibroblastos
y el proceso de curacion de la herida. El efecto de la
hipoxia (1% O,) en las BM-MSCs durante las 48 horas
previas al trasplante en colgajo random en ratas, repre-
sentd un aumento significativo del area de supervivencia
del colgajo y de la densidad microvascular respecto al
grupo trasplantado de BM-MSCs en condiciones de nor-
moxia (21% 0,).?)

En el estudio publicado anteriormente por nosotros
en esta misma revista, utilizamos esta metodologia de
precondicionamiento con hipoxia de células madre deri-
vadas de tejido adiposo en colgajos cutaneos aleatoriza-
dos en ratas y comparamos respecto al grupo de retardo
de colgajo de 5 dias y el grupo control.'® Observamos
una disminucion significativa en el area de necrosis glo-
bal del colgajo en los grupos tratados con células madre
derivadas de tejido adiposo, con y sin precondiciona-
miento. Por otra parte, en el grupo de retardo del colgajo
y segln los patrones de necrosis identificados por medio
de caracteristicas macroscopicas y microscopicas, otor-
gando una clasificacion a esta, observamos necrosis de
bajo grado en mayor proporcion. Esto significa que se
involucra parcialmente y en forma superficial a la der-
mis, con atrofia y focos de desprendimiento epitelial al
séptimo dia, que se traducen en una mayor capacidad
de reepitelizacion en comparacion al resto de los grupos
en los que principalmente el compromiso necrotico del
colgajo involucro la dermis en su totalidad.

Conclusiones

El precondicionamiento de células madre derivadas
de tejido adiposo es posible mediante la exposicion a hi-
poxia al 2% O,- CO, 5%. Objetivamos un aumento en
su capacidad proliferativa y migratoria in vitro de forma
precoz tras la exposicion a hipoxia en el cultivo. Resulta
ser un método reproducible para la aplicacion de estas
células madre precondicionadas a fin de potenciar el tra-
tamiento de distintas enfermedades en humanos.

Este mismo método ya habia sido comprobado por
nuestro mismo equipo en un modelo experimental en ra-
tas para disminucion de la necrosis en colgajos cutaneos
aleatorizados.
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