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Resumen

Abstract

La obtencion de tejido adiposo supone un nuevo y prometedor
mercado de trabajo para los cirujanos pldsticos, ya que los bancos de
tejidos escogeran de forma acertada la grasa como el medio mads facil
para obtener fuentes de células madre de alto rendimiento, en la
medida en que este tejido es capaz de producir al menos cinco veces
mds unidades formadores de colonias (UFCs) que la médula ésea. El
objetivo del presente trabajo es mostrar lo que se puede esperar del
tejido adiposo como origen de células adultas de fraccién vacular
estromal (FVE), y sefialar las mejores dreas del cuerpo humano para
ser elegidas como donantes de tejido adiposo, extraido mediante
liposuccion.

Describimos la rutina seguida para la obtencién de células de
FVE mediante la digestion de las muestras de tejido adiposo huma-
no con colagenasa. En el momento de su recoleccién, esas células
presentaban una viabilidad de 92+/- 1% basada en exclusién por
Azul de Trypan. Las células de FVE recontadas después de perma-
necer 48 horas en medio de cultivo de Eagle modificado por Dul-
becco (DMEM), dentro de una camara de Neubauer, tras lo cual el
rendimiento medio de las células de FVE fue de 7,2 +/- 1,3 x 10°
células por mililitro de tejido lipoaspirado.

En conclusién, pensamos que supone un desafio en la actualidad
el mejorar las estrategias para la obtencion de células de FVE. Este
trabajo, por ahora preliminar, muestra que las células de FVE pue-
den ser facilmente obtenidas por medio de lipoaspiracién. La com-
paracion entre las diferentes dreas donantes, mostr un rendimiento
22% mas alto para las células de FVE cuando el tejido adiposo habia
sido obtenido del tronco, en comparacién a cuando lo habfa sido de
los miembros.

The harvest of adipose tissue will be a promising labor marketing
for plastic surgeons, since tissue banks will certainly choose fat as
the easiest way to obtain a high-yield source of stem cells, as this
type of tissue can produce al least five times more colony-forming
units (CFUs) than bone marrow extracts.

The aim of this study is to show what can be expected from fat
tissues as an origin of adult stromal vascular fraction (SVF) cells,
and to evaluate the best areas to be elected as donor sites within the
human body, all obtained by liposuction.

The routine to obtain SVF cells by collagenase digestion of
human adipose tissue samples was described. At the time of harvest,
these cells displayed a viability of 92+/- 1% based on Trypan Blue
exclusion, SVF cells were counted after 48 hours culture in Dulbec-
co’s modified Eagle medium (DMEM) in a Neubauer counting
chamber.

The average yield of SVF cells was 7,2 +/- 1,3 x 10° cells per mil-
liliter of liposuctioned tissue.

As a conclusion, best strategies to obtain SVF cells are an impor-
tant challenge nowadays. This study, although preliminary, showed
that SVF may be easily obtained

From liposuction. Comparison among different donor sites
showed a 22% higher yield of SVF cells when fat tissue had been
obtained from the trunk regions, when confronted with limbs.
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Introduccion

La Cirugia Pléstica, en su busca por la reparacién y
la mejoria estética, ha indagado en diversas fuentes a
lo largo de los tiempos, en busca de las mejores solu-
ciones, algunas todavia en fases experimentales (1-3).
Actualmente la investigacion en torno a las denomina-
das células madre adultas, muestra un camino prome-
tedor en el campo de la Medicina y de la Cirugia Repa-
radora. Las células de la fraccion vascular estromal
(FVE) humana ya fueron aisladas de la médula 6sea,
del periostio, del hueso trabecular, del tejido adiposo,
de la sinovial, del musculo esquelético y de la denti-
cién decidual (4-7). En la actualidad, existen diversos
métodos para aislar FVE basados en sus caracteristicas
fisicas y fisico-quimicas, como por ejemplo, su adhe-
rencia a plésticos o a otros componentes de la matriz
extracelular. Debido a su facilidad de aislamiento y a
su extenso potencial de diferenciacion, se piensa que
la FVE esta compuesta por tipos de células madre con
buenas perspectivas para ser introducidas en breve en
la prictica clinica. La identificacion de varias FVE que
mantiene su capacidad para diferenciarse en multiples
tipos de células, ha representado una etapa critica en la
obtencion de potenciales fuentes de células para la
ingenieria tisular.

El tejido adiposo representa una fuente alternativa
de células madre disponible de forma rutinaria en
grandes cantidades (litros) a través de liposuccion.
Los depésitos subcutdneos de tejido adiposo son acce-
sibles, abundantes y reponibles, por lo que suponen
una reserva potencial de células madre adultas en
cada individuo. Muchos grupos de investigacion, tra-
bajando de forma independiente, han demostrado que
las células madre derivadas del tejido adiposo consi-
guen diferenciarse in virro en multiples linajes, entre
los cuales encontramos adipocitos, condrocitos, hepa-
tocitos y osteoblastos, ademds de células endotelia-
les, epiteliales, hematopoyéticas, neuronales y miogé-
nicas (8-12). Se han empleado muchos términos para
identificar las células de FVE, incluyendo los de célu-
las precursoras de adipocitos, preadipocitos, células
tronco adultas derivadas del subcutianeo, células
estromales derivadas del tejido adiposo, células estro-
males adherentes derivadas del tejido adiposo, células
de lipoaspirado procesado y células tronco derivadas
del tejido adiposo. En este trabajo emplearemos el tér-
mino células de FVE.

Aunque algunos grupos hayan centrado su atencion
exclusivamente en la subpoblacion expandida adhe-
rente al pléstico en varios estadios, otros han trabaja-
do con la poblacion de células de FVE minimamente
procesadas. Por tanto, la mayor parte del conocimien-

to actual ha evolucionado desde estudios que investi-
garon las propiedades de su progenie in vitro. Es mds,
grupos de esas células pueden ser inducidos a expre-
sar el perfil bioquimico de muchos tipos de células,
bajo condiciones apropiadas de cultivo in vitro. Des-
pués de su expansion in vitro, estd descrito que el
nimero de FVE in vivo aument6 de 10° a 10° su den-
sidad original en el tejido adiposo. Por toro lado, los
resultados varian significativamente en muchas publi-
caciones, probablemente porque todavia no se ha
establecido ningun protocolo estdndar. En consecuen-
cia, falta una estimacion més precisa del nimero de
FVE.

El objetivo del presente trabajo fue protocolizar un
método para el aislamiento, mantenimiento y rendi-
miento de FVE humanas obtenidas a partir de tejido
adiposo de distintas regiones del tejido subcutdneo,
mediante lipoaspiracion, dado que las células madre
derivadas del tejido adiposo presentan ventajas poten-
ciales para su aplicacién en ingenieria tisular.

Material y método

Aislamos un total de 12 muestras de tejido adiposo
humano (ginecomastia bilateral n=1, abdomen n=3,
“cartucheras” n=3, flancos n=2, cara interna de los
muslos n=1 y brazos n=2), obtenidas a partir de 21
dreas tratadas en 7 pacientes consecutivos (1 hombre y
6 mujeres) sometidos a cirugia electiva (Tabla I). La
edad media (media +/- desviacion estandar (DP)) fue
de 45 +/- 13 afios, con un rango de 36 a 68 aios. El
indice de masa corporal (IMC) fue de 24 +/-3, rango
de 22 a 29. Ningln paciente presentaba infeccion,
enfermedad o alteracion endocrina. Este estudio fue
aprobado y se guid por las orientaciones del Comité de
Etica de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Sao Paulo, Brasil. Todos los pacientes fueron informa-
dos de los objetivos y procedimientos de la investiga-
cion y firmaron su consentimiento por escrito.

Preparacion de los tejidos y aislamiento de las
células

Utilizamos canulas con didmetro interno de 3 a 5
mm, conectadas a jeringa de aspiraciéon de 60 ml.
(Fig. 1), para los procedimientos de lipoaspiracion. El
aislamiento de los adipocitos se hizo de acuerdo con
Rodbell (13). Las muestras de tejido adiposo (20 ml)
fueron fragmentadas con tijera fina e introducidas en
frascos (4 g/ frasco), cada uno de ellos con un conte-
nido de 20 ml. de DMEM estéril, 5 mM de glucosa,
1% de albtimina sérica bovina (ASB) fraccién V, anti-
bidticos (100 xM/ml de Penicilina en 100 xg/ml de
Estrptomicina) y 1 mg/ml de Colagenasa tipo II, ph
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Fig. 1. Grasa lipoaspirada. Canula con diametro interno de 5 mm
conectada a jeringa de 60 ml empleada para la lipoaspiracion.
Gordura lipoaspirada. Canula com diametro interno de 5mm, conec-
tada a seringa de 60ml, utilizada para os procedimentos de lipoaspi-
racéo.

74. La mezcla fue incubada en un agitador orbital a
150 rpm durante 30 minutos a 37° C. El material dige-
rido fue filtrado a través de una malla plastica gruesa
y, en seguida, de una malla plastica fina, siendo des-
pués transferido a un tubo plastico cénico de 50 ml. El
filtrado resultante fue centrifugado a 300 G durante 5
minutos. Después de la centrifugacion, habia 3 capas
reconocibles: una capa blanca fluctuante compuesta
por los adipocitos, el medio de digestion y un sedi-
mento que contenia las células FVE mas los eritroci-
tos (Fig.2). El sedimento de FVE del fondo del tubo
de centrifugado fue resuspendido en 6 ml de tampdn;
entre tanto, alicuotas de 3 ml de la tltima mezcla fue-
ron colocadas en una placa de cultivo de 6 pozos. Las
células fueron alimentadas con medio estromal com-
puesto de DMEM suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB) y 1% de solucién antibidtica (100
#U/ml de Penicilina y 100 pg/ml de Estrptomicina) y
mantenidas durante 48 horas en incubadora de CO2.
Después de este periodo, el medio de incubacion fue
eliminado y la placa lavada cuatro veces, cada una de

Fig. 3. Células adherentes de FVE.
As células aderentes da FVE.

Fig. 2. Capa blanca flotante constituida por adipocitos, el medio de
digestion y un sedimento que contiene las células de FVE mas eritro-
citos.

Uma camada branca flutuante constituida de adipécitos; o meio de
digestéo; e o pellet contendo as células da FVE mais eritrécitos.

ellas con 3 ml de solucién salina estéril tamponada
con fosfato, a fin de eliminar cualquier célula no-
adherente. Las células adherentes (Fig.3) fueron trip-
sinizadas, recolectadas, centrifugadas a 300 G y
resuspendidas en 1 ml de DMEM con 10 % de SFB.
Se contaron las células en una cdmara de Neubauer.
En el momento de la recoleccion, esas células presen-
taban una viabilidad de 92 +/- 1%, basada en exclu-
sion con Azul de Trypan. Las células fueron vueltas a
colocar en placas e incubadas por un periodo adicio-

Fig.4. Células colocadas en placas e incubadas durante un periodo
de 21 a 28 dias, hasta obtener confluencia.

As células foram plaqueadas e incubadas por um periodo de 21 a 28
dias, até se obter a confluéncia acima.
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Rendimento Indice de
3 Celular (x103)/ml Edad Masa Corporal
Areas Donantes de tejido lipoaspirado Sexo (Anos) aMcC) Viabilidad (%)
Ginecomastia 8 M 68 29 93
Abdomen 8 M 68 29 92
Abdomen 10 F 56 25 94
Abdomen 7 F 40 24 95
Abdomen 6 F 38 22 92
Flanco 6 F 40 24 91
Flanco 9 F 38 22 93
“Cartuchera” 7 F 40 24 91
“Cartuchera” 8 F 38 22 92
Cara interna del muslo 6 F 38 22 91
Cara Posterior del brazo 5 F 56 24 91
Cara Posterior del brazo 6 F 54 24 92
Medias+DP 72+13 45+13 2443 92+1,3
Intervalo 5-10 38-68 22-29 91-95
Tabla I.

nal de 21 a 28 dias, hasta que se obtuvo confluencia
(Fig.4).

Resultados

Los lipoaspirados de tejido adiposo subcutdneo
obtenidos de 21 areas donantes (en un total de 7
pacientes sometidos a liposuccion electiva) fueron
divididos en 12 muestras y procesados a través de
digestion por colagenasa y centrifugacion diferencial.

El rendimiento medio de las células de FVE fue de
72 +/- 1,3 x 10° células por mililitro de tejido lipoas-
pirado (Tabla I). En la época de la recoleccion, esas
células presentaban una viabilidad de 92 +/- 1% basa-
da en exclusién por Azul de Trypan.

Discusion

Se acepta comtinmente que las células madre y las
células precursoras estdn relacionadas con el manteni-
miento continuo y la reparacién de la mayoria de los
tejidos. Teniendo en consideracion que las células
madre tienen capacidad de autorrenovacion y de dife-
renciacion en multiples linajes, éstas células son de
primordial importancia para el organismo, no solo
durante su desarrollo, sino también durante su madu-
rez, con respecto a la homeostasis celular.

El medio 6ptimo para la obtencion de células de
FVE supone un importante desafio en la actualidad.
Tras el estudio preliminar que hemos presentado,

podemos sacar en conclusién que el rendimiento de
las células obtenidas a partir del tronco humano (gine-
comastia — 8,0; abdomen — 7,75; flancos — 7.,5) repre-
senta una media final de 7,75 x 10° /ml de grasa lipo-
aspirada, mientras que en el caso de los miembros
(“cartucheras” — 7,5; cara interna de los muslos — 6,0;
brazos — 5,5), el rendimiento final fue de 6,3 x 10° /ml
de grasa lipoaspirada.

Conclusiones

De acuerdo con los datos obtenidos del estudio, las
dreas donantes preferidas para obtener un rendimien-
to 22% mayor de células de FVE se localizan en el
tronco, que representa ser por tanto una mejor fuente
de células madre que los miembros.

Todos estos datos, aunque preliminares, ya han
influido en nuestra eleccion de dreas donantes de pre-
ferencia para la realizacién de lipoinjertos, corrobo-
rando de esta manera los hallazgos obtenidos. Conti-
nuamos realizando estudios con marcadores celulares
para comprobar la descendencia de las células madre
transferidas y su rendimiento a partir de diversos gru-
pos de portadores de liposdistrofias, asi como el
empleo de variadas metodologias, lo cual serd objeto
de presentaciones futuras.
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Resumo

A coleta de tecido adiposo serd um novo e promissor mercado de tra-
balho para os cirurgides pldsticos, ja que os bancos de tecidos irdo certa-
mente escolher a gordura como o meio mais facil de se obter uma fonte
de células-tronco de alto rendimento, na medida em que este tipo de teci-
do € capaz de produzir pelo menos cinco vezes mais unidades formado-
ras de colonia (UFCs) do que extratos de medula éssea. O objetivo deste
estudo foi avaliar o que se pode esperar do tecido adiposo como origem
de células adultas da fracdo vascular estromal (FVE), e avaliar as melho-
res dreas do corpo humano a serem eleitas como doadoras de tecido adi-
poso, retirado através de lipoaspiracao.

Foi descrita a rotina seguida para se obter células da FVE através da
digestdo de amostras de tecido adiposo humano por colagenase. Na
época de coleta, essas células apresentavam uma viabilidade de 92 + 1%,
baseado na exclusdo por azul de tripan. As células da FVE foram conta-
das depois de serem deixadas por 48h em meio de cultura de Eagle modi-
ficado por Dulbecco (DMEM), dentro de uma cdmara de Neubauer.

O rendimento médio das células da FVE foi de 7.2 + 1,3 x 103 célu-
las por mililitro de tecido lipoaspirado.

Conclusoes: as melhores estratégias para a obtencdo de células da
FVE sdo um importante desafio atualmente. Este estudo, embora preli-
minar, mostrou que as células da FVE podem ser facilmente obtidas por
meio de lipoaspiragdo. A comparagdo entre diferentes dreas doadoras
mostrou um rendimento 22% maior para células da FVE quando o teci-
do adiposo havia sido obtido da regido do tronco, quando confrontado
com 0s membros.

PALAVRAS CHAVE: Células-tronco, Gordura, Tecido adiposo,
Lipoaspiracao, Lipectomia, Fracdo vascular estromal.

Introducao

A Cirurgia Plastica, em sua busca pela reparagdo e melhora estética,
tem procurado em vdrias fontes, ao longo dos anos, as melhores solu-
¢des, ainda que em fases experimentaiS (1-3). Hoje, a pesquisa envol-
vendo as chamadas células-tronco adultas mostram um caminho promis-
sor na area da medicina e da cirurgia reparadoras. As células da fragdo
vascular estromal (FVE) humana jd foram isoladas de medula dssea,
peridsteo, osso trabecular, tecido adiposo, sindvia, musculo esquelético e
denti¢ao decidua (4-7). Varios métodos estdo disponiveis atualmente
para isolar a FVE, baseados em suas caracteristicas fisicas e fisico-qui-
micas como, por exemplo, aderéncia a pldstico ou a outros componentes
da matriz extracelular. Devido a facilidade de isolamento e extenso
potencial de diferenciacdo, acredita-se que a FVE seja composta de tipos
de células-tronco com boas chances de serem introduzidos brevemente
na prdtica clinica. A identificacdo de vdrias FVE que mantém a capaci-
dade de se diferenciar em muiltiplos tipos de células tem sido uma etapa
critica no fornecimento de fontes potenciais de células para a engenharia
de tecidos.

O tecido adiposo representa uma fonte alternativa de células-tronco e
estd rotineiramente disponivel em enormes quantidades (litros) através
da lipoaspirag@o. Depdsitos subcutineos de tecido adiposo sao acessi-

veis, abundantes e passiveis de reposic¢do, assim oferecendo um reserva-
torio potencial de células-tronco adultas em cada individuo. Muitos gru-
pos de pesquisa, trabalhando independentemente, demonstraram que
células-tronco derivadas de tecido adiposo conseguem se diferenciar in
vitro em multiplas linhagens, dentre as quais adipdcitos, condrdcitos,
hepatdcitos e osteoblastos, além de células endoteliais, epiteliais, hema-
topoéticas, neuronais e miogénicas (8-12). Muitos termos tém sido usa-
dos para identificar as células da FVE, incluindo células precursoras de
adipdcitos, pré-adipdcitos, células-tronco adultas derivadas do subcuta-
neo, células estromais derivadas de tecido adiposo, células estromais
aderentes derivadas de tecido adiposo, células de lipoaspirado processa-
do, e células-tronco derivadas de tecido adiposo. Neste trabalho, usare-
mos o termo células da FVE.

Embora alguns grupos tenham focado sua aten¢ao exclusivamente na
subpopulacio expandida aderente a plastico em vdrios estagios, outros
tém trabalhado com a populagdo de células da FVE minimamente pro-
cessadas. Portanto, muito do conhecimento atual evoluiu de estudos que
investigaram as propriedades de sua progénie in vitro. Além disso, gru-
pos dessas células podem ser induzidos a expressar o perfil bioquimico
de muitos tipos de células, sob condi¢des apropriadas de cultura in vitro.
Depois da expansao in vitro, foi relatado que o nimero de FVE in vivo
aumentou de 105 a 10° vezes sua densidade original em tecido adiposo.
Entretanto, os resultados variam significativamente em muitas publica-
¢oes, provavelmente porque ainda nio foi estabelecido nenhum protoco-
lo padrdo. Conseqiientemente, estd faltando uma estimativa mais precisa
do niimero de FVE.

O objetivo deste estudo foi padronizar um procedimento para o isola-
mento, manutencio e rendimento de FVE humanas obtidas a partir de
tecido adiposo de distintas regides do subcutaneo, através de cirurgia de
lipoaspiragdo, dado que células-tronco derivadas de tecido adiposo exi-
bem vantagens potenciais para aplicagdes em engenharia de tecidos.

Materiais e metodos

Um total de 12 amostras de tecido adiposo humano (ginecomastia
bilateral n=1, abdome n=3, culotes n=3, flancos n=2, face interna das
coxas n=1, e bracos n=2), obtido a partir de 21 dreas tratadas em sete
pacientes sadios (um homem e seis mulheres) submetidos a cirurgia ele-
tiva, foi analisado (Tabela I). A idade média [média + desvio-padrao
(DP)] foi de 45 + 13 anos, e variou entre 38 e 68 anos. O indice de massa
corpérea (IMC) médio foi de 24 + 3, e variou entre 22 e 29. Nenhum
paciente apresentava sepse, malignidades ou disttirbios enddcrinos. Este
estudo foi aprovado e respeitou as orientagdes do Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo,
Brasil. Todos os pacientes foram informados dos objetivos e procedi-
mentos da investigag@o, e nos forneceram seu consentimento por escrito.

Preparacio dos tecidos e isolamento das células

Utilizamos canulas com diametro interno de 3 a 5mm, conectadas a
seringa de 60mL (Fig. 1), para os procedimentos de lipoaspiracio. O iso-
lamento dos adipdcitos foi feito de acordo com Rodbell (13). Amostras
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de tecido adiposo (20mL) foram picadas com tesoura fina e adicionadas
a frascos (4g/frasco), cada um contendo 20mL de DMEM estéril, SmM
de glicose, 1% de albumina sérica bovina (ASB) fracdo V, antibidticos
(100p¢M/mL de penicilina e 100pg/mL de estreptomicina) e 1mg/mL de
colagenase tipo II, em pH 7,4. A mistura foi incubada em um agitador
orbital a 150 rpm durante 30 minutos a 37°C. O material digerido foi fil-
trado através de uma malha pléstica grossa e, em seguida, uma malha
plastica fina, sendo entdo transferido para um tubo pldstico cdnico de
50mL. O filtrado resultante foi centrifugado a 300G por 5 minutos.
Depois da centrifugagao, trés camadas distintas eram reconheciveis: uma
camada branca flutuante composta pelos adipdcitos; o meio de digesto;
e um pellet contendo as células da FVE mais eritrdcitos (Fig. 2). O pel-
let de FVE ao fundo da centrifuga foi ressuspendido em 6mL de tampao;
entdo, aliquotas de 3mL da tltima mistura foram colocadas em uma placa
de cultura de seis pocos. As células foram nutridas com meio estromal
composto de DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
e 1% de solugdo antibidtica (100 U/mL de penicilina e 100pxg/mL de
estreptomicina) e mantidas por 48h em uma incubadora de COz. Apds
este periodo, o meio de incubagdo foi removido e a placa foi lavada qua-
tro vezes, cada lavagem sendo feita com 3mL de solugao salina estéril
tamponada com fosfato, a fim de remover quaisquer células ndo-aderen-
tes. As células aderentes (Fig. 3) foram tripsinizadas, recoletadas, centri-
fugadas a 300G e ressuspendidas em ImL de DMEM com 10% de SFB.
As células foram contadas em uma camara de Neubauer. Na época da
coleta, essas células apresentavam uma viabilidade de 92 + 1%, baseado
em exclusdo por azul de tripan. As células foram replaqueadas e incuba-
das por um periodo adicional de 21 a 28 dias, até a confluéncia ser atin-
gida (Fig. 4).

Resultados

Lipoaspirados de tecido adiposo subcuténeo obtidos de 21 dreas doa-
doras (em um total de 7 pacientes submetidos a cirurgia eletiva de lipoas-
piracéo) foram divididos em 12 amostras e processados através de diges-
tdo por colagenase e centrifugacio diferencial.

O rendimento médio das células da FVE foi de 7,2 + 1,3 x 103 célu-
las por mililitro de tecido lipoaspirado (Tabela I). Na época da coleta,
essas células apresentavam uma viabilidade de 92 + 1%, baseado em
exclusdo por azul de tripan.

Discussao

E comumente aceito que células-tronco e células precursoras estio
envolvidas na manutenc@o continua e reparo da maioria dos tipos de teci-
dos. Levando em considera¢do que as células-tronco tém capacidade de
auto-renovacao e de diferenciacao em miuiltiplas linhagens, esta classe de
células é de primordial importancia para um organismo, ndo apenas
durante o desenvolvimento, mas também durante a maturidade, em rela-
¢do a homeostase celular.

O melhor meio de se obter essas células da FVE é um importante
desafio atualmente. Apés este estudo preliminar, podemos concluir que o
rendimento das células obtidas a partir do tronco humano (ginecomastia
— 8,0; abdome — 7,75; e flancos — 7,5) apresentou uma média final de
7,75 x 103/mL de gordura lipoaspirada, enquanto que, no caso dos mem-
bros humanos (culotes — 7,5; face interna das coxas — 6,0; e bragos — 5.5),
o rendimento médio final foi de 6,3 x 103/mL de gordura lipoaspirada.

Conclsoes

De acordo com este estudo, as areas doadoras preferidas para se obter
um rendimento 22% maior de células da FVE estdo localizadas no tron-
co, que se mostrou uma fonte melhor de células-tronco do que os mem-
bros.

Tais dados, ainda que preliminares, ja tém influido em opgdes de
areas doadoras preferenciais para lipoenxertias, corroborando os achados
apurados. Os estudos com marcadores celulares para comprovarem a
descendéncia das células-tronco transferidas, o seu rendimento a partir
de diversos grupos de portadores de lipodistrofias, bem como o uso de
variadas metodologias, continuam a serem feitos, sendo objeto de apre-
sentacao futura.

AGRADECIMENTOS

Os autores gostariam de agradecer a Fundagdo de Amparo a Pesquisa
do Estado de Sao Paulo (Fapesp) e ao Conselho Nacional de Desenvol-
vimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), por seu apoio financeiro. E
também a Guilherme Flosi Stocchero, estudante do quarto ano da Facul-
dade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, por seu auxilio na exe-
cugdo e redagdo deste artigo.

Rendimento Indice de
3 Celular (x103)/mL Idade Massa Corpérea
Areas Doadoras de tecido lipoaspirado Sexo (Anos) (IMC) Viabilidade (%)
Ginecomastia 8 M 68 29 93
Abdome 8 M 68 29 92
Abdome 10 F 56 25 94
Abdome 7 F 40 24 95
Abdome 6 F 38 22 92
Flanco 6 F 40 24 91
Flanco 9 F 38 22 93
Culote 7 F 40 24 91
Culote 8 F 38 22 92
Face interna da coxa 6 F 38 22 91
Face posterior do braco 5 F 56 24 91
Face posterior do braco 6 F 54 24 92
Médias+DP 72+1,3 45+13 2443 92+1,3
Intervalo 5-10 38-68 22-29 91-95

Tabela I.
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Comentario al trahajo «Fraccion vascular estromal de tejido adiposo: como obtener
celulas madre y su rendimiento de acuerdo a la topografia de las areas donantes: estudio

Montén Echeverria J

Facultativo Especialista de Area (FEA) / Adjunto. Servicio de Cirugia Plastica y Reparadora. Hospital Nuestra Sefio-
ra del Perpetuo Socorro.Profesor Asociado Facultad de Medicina. Universidad de Castilla-La Mancha.Complejo Hospi-

talario Universitario de Albacete. Albacete. Espafia.

Quisiera felicitar a los autores por el trabajo presentado. Aunar la
préctica clinica diaria con la investigacién no siempre es sencillo,
pero desde el momento en que existe la posibilidad de colaborar con
otros Departamentos que pueden completar la tarea, ésta se facilita
sobremanera.

Los autores presentan un estudio preliminar sobre el rendimiento
en la obtencién de células madre adultas a partir de lipoaspiracién en
diversas localizaciones topograficas. La introduccién de los térmi-
nos, por ambigua en la propia literatura cientifica, precisa cierta sim-
plificacién que s6lo podrd completarse con el paso del tiempo y nue-
vos estudios. El término empleado de fraccién vascular estromal
(FVE) hace referencia a células del tejido conectivo localizadas alre-
dedor del arbol vascular, e incluye células con caracteristicas comu-
nes a las células madre (stem cells). Recordemos que existen dos gru-
pos de células madre: totipotenciales y pluripotenciales.

Las células madre pluripotenciales no son capaces de generar
cualquier tejido, pero si aquellos derivados de la misma capa germi-
nal (ectodermo, mesodermo o endodermo). En este sentido, las céu-
las madre mesenquimales (mesenchymal stem cells) pueden locali-
zarse en tejido adiposo, médula 6sea, denticién caduca o incluso san-
gre periférica. Mds atin, hay estudios que demuestran la capacidad de
proliferacién hacia células derivadas de lineas diferentes(1,2). La
FVE es una porcién de tejido adiposo donde reside una enorme
poblacién de células pluripotenciales mesenquimales(3).

Hay que recordar que un articulo cientifico debe ser, entre otros,
reproducible al maximo. La descripcion completa de, por ejemplo, el
aparataje o los preparados enzimadticos que los autores han empleado
(datos comerciales, laboratorios, etc.) serfa un punto a completar en
ulteriores estudios.

El tamafio muestral, al tratarse de un estudio preliminar, es redu-
cido, y ello es la causa probablemente de que la diferencia que se
comenta en el articulo entre densidad de células progenitoras en tron-
co frente a extremidades, aunque de cierta magnitud, no alcance el
nivel de significacién estadistica que nos permita afirmar que, efec-
tivamente, hay diferencias entre los grupos.

Los autores no hacen referencia a la preparacion de las lipoaspi-
raciones, si bien considero que es importante contar con datos como
si emplearon o no anestésico, vasoconstrictor o algo tan trivial como
el medio de dilucién. Recordemos que no hace tanto se hablaba de
utilizar exclusivamente Ringer-Lactato a fin de evitar toxicidad celu-
lar, si bien en la actualidad tiende a emplearse una solucién a base de
suero fisioldgico (4). Desde luego, una viabilidad inicial del 92% es
muy elevada, aunque este valor sea solamente “in vitro”.

Con los datos que se facilitan en el articulo no se puede deducir
que la cantidad de tejido adiposo lipoaspirado en las diferentes inter-
venciones sea equiparable, puesto que aunque se especifiquen los
resultados como densidad de células de FVE por ml de tejido aspira-
do, desconocemos la proporcién tejido aspirado / solucién infiltrada.
Obviamente no es equiparable la proporcién de células en una lipo-
aspiracién seca que tras una técnica tumescente, a menos que para
los cdlculos esto se tenga en cuenta y asi se indique.

El grupo de pacientes es un tanto heterogéneo, y pienso que para
posteriores estudios deberdn ajustar mds la poblacién objeto. Les
recomendarfa excluir varones entre sus pacientes, o al menos excluir
sesgos debidos a la diferencia de sexos, ajustando por este pardme-
tro. La situacién hormonal o el propio IMC elevado pueden condi-
cionar una mayor proliferacion celular, y ademds la relacion entre
causa y consecuencia suele ser biunivoca (3).

Este estudio preliminar debe sin duda servir para animar a sus
autores y a otros grupos a continuar en esta apasionante y promete-
dora linea de investigacién sobre la obtencion de “células progenito-
ras derivadas del tejido adiposo”. Propondria desde aqui utilizar este
término, al menos en castellano, para referirnos a las células de FVE,
y que puede emplearse tanto para la fraccién estromal vascular obte-
nida mediante lipoaspiraciéon como mediante lipectomia.

No me resta sino alabar la audacia de los autores a la hora de ele-
gir esta linea de investigacidn. Aunque es evidente que el futuro a
corto plazo pasa por emplear, optimizadas, €stas y otras técnicas
basadas en la recoleccion de células progenitoras autdlogas, los
comienzos siempre son complicados.
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Respuesta al comentario del Dr. Monton Echeverria J.

Dr. Ithamar N. Stocchero

Felicito al Dr. Montén Echeverria por la claridad de sus comenta-
rios y estoy completamente de acuerdo con sus observaciones.

Empleamos el termino fraccion vascular estromal por razones téc-
nicas. Solo se debe utilizar el termino células tronco a partir del ais-
lamiento y expansion de las mismas, lo que solo puede configurarse
cuando estas células se adhieren al cristal o al plastico de los tubos
de cultivo. La sugerencia de utilizar la denominacion “células proge-
nitoras derivadas del tejido adiposo’ en las lenguas latinas, que es
bienvenida, ya tiene su equivalente en ingles, ASCS (Adipose Deri-
ved Stem Cells).

Sabemos que no hemos descrito algunos puntos, pero como se
realizan de forma sistematica en todos los casos (infiltracion de suero
fisioldgico con epinefrina al 1. 500.000 en proporcién 0,5 a 1 en el
tejido adiposo antes de la liposuccion, empleo de los mismos agen-
tes quimicos cuyos nombres no hemos divulgado puesto que no tene-
mos ningtin soporte comercial, técnica cldsica de aislamiento descri-
ta por Rodbell y reproducible desde hace 45 afios), pero considera-
mos que dichos factores, comunes y constantes, no ejercen influen-
cia en los datos comparados.

En cuanto a la presencia de un individuo de sexo masculino en la
muestra, fue introducido para representar el porcentaje aproximado
de nuestros pacientes de este sexo que se someten a liposuccién

n' I- ari n M | E II i l

Dr. Ithamar N. Stocchero

Felicito ao Doctor Monton Echeverria pela lucidez de seus
comentdrios e concordo na plenitude com suas observacdes.

O termo fracdo vascular estromal foi utilizado por razdes técni-
cas: s6 se deve utilizar o termo células-tronco a partir do isolamento
e expansdo das mesmas, o que s6 pode ser configurado quando tais
células ja aderiram ao vidro ou ao pldstico das garrafas de cultivo. A
sugestdo de utilizar-se o nome “células progenitoras derivadas del
tejido adiposo” em linguas latinas, bem vinda, jd tem o seu equiva-
lente em inglés: ASCS (Adipose-Derived Stem Cells).

Sabemos que deixamos de descrever algumas informacdes, mas
como elas ocorreram de forma sistemdtica em todos os casos (infil-
tragdo de soro fisioldgico com epinefrina a 1:500,000, na propor¢éo
de 0,5:1, no tecido adiposo antes da lipoaspiracéo ou lipectomia; uso
dos mesmos agentes quimicos, cujos nomes nao foram divulgados
por ndo termos qualquer suporte por parte de Laboratdrios; técnica
classica de isolamento, descrita por Rodbell, e reproduzivel hd 45
anos), consideramos que tais fatores, comuns e constantes, ndo exer-
ceriam influéncia na comparacio.

Quanto a presenca de um individuo do sexo masculino, foi colo-
cado por representar o percentual aproximado de nossos pacientes

(14%), ademds de servirnos para analizar un drea, la ginecomastia,
que representa una zona en la que las células grasas podrian estar en
un proceso acelerado de multiplicacion, en comparacion con la grasa
extraida de la zona abdominal del mismo paciente. Como vemos en
la Tabla I, esta diferencia no se presentd en el caso estudiado.

Nuestro trabajo estd en franca continuacién, comparando también
los rendimientos cuando se realiza infiltracion de vasoconstrictor (1o
que inicialmente parece no interferir con el resultado), rendimientos
postcongelacidn y otros. En cuanto obtengamos una diferencia esta-
disticamente significativa, haremos una divulgacién completa de los
resultados.

Como estos estudios, para nuestros modelos de investigacion,
suponen un costo elevado, la obtencion de los presentes resultados,
suficientes para una Nota Previa, y la voluntad de presentar una idea
nueva y de constatar una realidad, nos animé a compartirlos con
todos los posibles interesados en este campo, estimulando la compa-
racién e incluso el debate.

Nos sentimos honrados con las palabras de entusiasmo del Dr.
Montén Echeverria para continuar con la investigacion y por la opor-
tunidad que nos brindan la Dra. M. del Mar Vaquero y el Cuerpo Edi-
torial de nuestra Revista Iberolatinoamericana, que merece cierta-
mente toda nuestra atencion.

deste sexo em cirurgias de lipoaspirag@o (14%), além de analisarmos
uma drea que apresenta um crescimento de certa forma atipico (gine-
comastia), na qual procuramos uma eventual diferenca, comparada
com o abdome do mesmo paciente, 0 que ndo aconteceu, no caso
analisado (Tabela I).

O nosso trabalho estd em franca continuidade, comparando, tam-
bém, rendimentos com e sem a infiltracdo de vasoconstritor (o que
parece, inicialmente, ndo interferir no resultado), rendimentos pds-
congelamento, e outros. Assim que tivermos significancia estatistica,
faremos a divulgacdo plena dos resultados.

Como estes estudos, para os nossos padrdes de pesquisa, envol-
vem custos altos, a obtencdo de tais resultados, suficientes para uma
Nota Prévia, e a vontade de expressar uma nova idéia e uma consta-
tacdo, nos entusiasmou a dividi-los com os possiveis interessados na
Area, estimulando a comparacio e o debate, inclusive.

N6s nos sentimos honrados com as palavras de entusiasmo a con-
tinuidade da pesquisa manifestada pelo Dr. Monton Echeverria, e
pela oportunidade a nés deferida pela Dra. Mar Vaquero e Corpo Edi-
torial desta nossa Revista Iberolatinoamericana, que merece, certa-
mente, toda a nossa aten¢ao em publicagdes.
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