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Abstract

Introducciéon y objetivo. La obtencion y aplicacion de células madre adi-
posas como opcion de terapia regenerativa requiere demostrar su presencia y su
caracterizacion individual segln aspectos bioldgicos personalizados.

El objetivo del presente estudio es identificar y caracterizar la presencia de
células madre hematopoyéticas del tejido adiposo obtenidas por nanograsa.

Material y método. Estudio descriptivo transversal con 88 pacientes a los que
se les realizé liposuccion para obtencion, fractura, emulsion y filtracion del tejido
adiposo por método mecanico de nanograsa en el Servicio de Cirugia Plastica y
Caumatologia del Hospital Hermanos Ameijeiras de La Habana, Cuba, entre febre-
ro de 2020 y febrero de 2023.

La muestra fue analizada por citometria de flujo en el Instituto de Hematologia
e Inmunologia de la ciudad para demostrar la presencia de las células madre hema-
topoyéticas y diferenciarlas.

Resultados. La edad promedio de los pacientes fue de 46 afios, el 92% mu-
jeres y el 80.7% sanos. En igual porcentaje se presentaron pacientes con cancer,
quemaduras, zonas cruentas ¢ hipertension arterial (3.4%). La media del indice de
masa corporal (IMC) fue 26.6 kg/m?. La region abdominal fue la mas abordada
(72.7%). Se identificaron con expresion de marcaje positivo las células CD34. La
media de CD34+ viables fue 5.8; la media de las células madre viables fue discre-
tamente superior en los pacientes con edad igual o superior a 60 afios; el porcentaje
medio de células madre viables fue superior en los pacientes sanos; en aquellos
que tenian un adecuado IMC se constatd un valor medio superior respecto a los
pacientes con sobrepeso y obesidad; no se encontraron diferencias significativas
entre estas variables.

Conclusiones. En nuestro estudio, las células madre hematopoyéticas en el
tejido adiposo obtenido por nanograsa presentaron una concentracion relativa di-
ferente segtin las condiciones biolégicas del donante. Observamos mayor numero
de células madre en pacientes mayores de 50 afos, sin patologias asociadas y cuya
zona donante fue la abdominal, lo que puede sentar las bases para proximas inves-
tigaciones teniendo en cuenta que las células madre pueden purificarse, cultivarse
y diferenciarse segun los diferentes linajes y almacenarse para futuras cosechas
de exosomas.

Background and objective. Obtaining and applying adipose stem cells as a
regenerative therapy option requires demonstrating their presence and their indi-
vidual characterization according to personalized biological aspects.

Our aim is to identify and characterize the presence of hematopoietic stem
cells from adipose tissue obtained by nanofat.

Methods. Descriptive cross-sectional study with 88 patients who underwent
liposuction to obtain, fracture, emulsify and filter adipose tissue by mechanical
nanofat method in the Plastic Surgery and Caumatology Service of the Hospital
Ameijeiras, Havana, Cuba, between February 2020 and February 2023. The sam-
ple was analyzed by flow cytometry at the Hematology and Immunology Institute
of the city to demonstrate the presence of hematopoietic stem cells and differentiate
them.

Results. The average age of the patients was 46 years, 92% were female, and
80.7% were healthy. The same percentage of patients with cancer, burns, bloody
areas and high blood pressure (3.4%) were presented. The mean body mass index
(BMI) was 26.6 kg/m?, and the abdominal region was the most frequently treated
donor area (72.7%). CD34 cells were identified with positive labeling expression.
The mean number of viable CD34+ cells was 5.8; the mean number of viable stem
cells was slightly higher in patients aged 60 years or older; the mean percentage
of viable stem cells was higher in healthy patients; in those with an adequate BMI,
a higher mean value was found compared to overweight and obese patients; no
significant differences were found between these variables.

Conclusions. In our study, hematopoietic stem cells in adipose tissue obtained
by nanofat presented a different relative concentration depending on the biological
conditions of the donor. A higher number of stem cells was observed in patients
over 50 years of age, without associated pathologies and whose donor area was the
abdominal region, which can lay the foundations for future research studies, taking
into account that stem cells can be purified, cultured and differentiated according
to different lineages and stored for future exosome harvests.
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Introduccion

El tejido adiposo es una de las principales fuentes
de células madre de facil obtencion y con alto potencial
de diferenciacion hacia linajes especializados; se puede
utilizar para la obtencion de células progenitoras obte-
niendo tejido adiposo procedente de liposuccion y de
abdominoplastia al que se le pueden aplicar métodos de
disgregacion mecanica y enzimatica, aunque para algu-
nos autores los mejores resultados se obtienen del proce-
samiento del lipoaspirado y la disgregacion enzimatica.
Este procesamiento tiene un costo elevado, requiere mu-
cho tiempo y no tiene un protocolo operativo comiin y
reproducible, ademas de que destruye las glucoproteinas
que rodean las células madre derivadas del tejido adipo-
so (por sus siglas en inglés ASC- Adipose Stromal Cells)
por la digestion de la matriz extracelular.!-?

La disrupciéon mecanica para obtencion de nanograsa
(nanofat), ademas de ser un método rapido, aporta una
poblacion de células estromales organizadas como agre-
gados celulares que permanecen unidas a la matriz celular
nativa, lo que mantiene la viabilidad celular y garantiza
una respuesta mejorada a la proliferacion y diferenciacion
en comparacion con las células aisladas.®

La célula principal en mayor concentracion es el
adipocito, y el resto esta compuesto por diferentes tipos
celulares que constituyen la fraccion vascular estromal
(por sus siglas en inglés SFV- Stromal Vascular Factor),
la cual es una porcion de tejido adiposo en la que re-
side una enorme poblacion de células pluripotenciales
mesenquimales, encontrando células del tejido conecti-
vo localizadas alrededor del arbol vascular, entre ellas,
células madre adultas (CMA).(»

Uno de los componentes que ha adquirido mayor
relevancia en los tltimos afios es la SFV, que a su vez
incluye células vasculares, sanguineas y precursoras
de adipocitos. Los pericitos, junto con las células en-
doteliales y las musculares lisas, forman la vasculatu-
ra del tejido adiposo. Los macrofagos tienen un papel
muy importante en la adquisicion del estado proin-
flamatorio cronico. Estas poblaciones celulares son
las encargadas de mantener la renovacion de la po-
blacion de adipocitos en condiciones fisiologicas.®
Dentro de las células madre se describen los marcado-
res progenitores CD105, CD117, CD13, CD73, CD90,
poblaciones periciticas CD146, células de origen hema-
topoyético exceptuando globulos rojos CD45, células
endoteliales y sus progenitores CD31, globulos rojos
CD235a, células madre hematopoyéticas, del estroma y
células endoteliales CD34. Todas ellas con las caracte-
risticas comunes de autorrenovacion, indiferenciacion
y derivacion a células maduras, constituyen el dominio
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individual para regenerar las células senescentes.®

El fenotipo de superficie de estas células es homo-
géneo y similar al descrito para las células de la médula
osea. Por citometria de flujo expresan marcaje positivo
para: CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD54, CD90,
CD105, HLA clase I, mientras que son negativas para:
CD34, CD45, CD116, CD14, CD31 y HLA clase II. El
CD106 es el principal marcador que diferencia a las cé-
lulas obtenidas de la médula 6sea y las ASC. Al igual
que las células madre mesenquimales (CMM) proce-
dentes de la médula 6sea, las ASC se consideran inmu-
noprivilegiadas no solo por carecer de antigenos HLA
clase II, sino también por su habilidad para suprimir la
reaccion linfocitica mixta, por lo que se pueden injertar
de forma alogénica.®

Elcontrol delaautorrenovaciony diferenciacion de las
mismasestareguladopormecanismosextrinsecoseintrin-
secos que pudieran estar influenciados por la edad, el indi-
ce de masa corporal (IMC) y las enfermedades asociadas.
Hasta donde hemos podido revisar, no hemos encontra-
do investigaciones que relacionen o asocien de alguna
manera las caracteristicas del sujeto donante con el na-
mero de ASC reportado por citometria de flujo. Es por
ello que llevamos a cabo la presente investigacion con
el objetivo de identificar y caracterizar la presencia de
células madre hematopoyéticas derivadas del tejido adi-
poso obtenidas por nanograsa.

Material y método

Estudio descriptivo transversal con datos recogidos
de forma prospectiva en el periodo comprendido entre
febrero de 2020 e igual mes de 2023 en el Servicio de
Cirugia Plastica y Caumatologia del Hospital Clinico
Quirurgico Hermanos Ameijeiras de La Habana, Cuba.

El universo del estudio quedé constituido por todos
los pacientes a los que se les realizo liposuccion con fi-
nes estéticos o reconstructivos en el periodo de estudio.
Los criterios de inclusion fueron: pacientes mayores de
19 afos de edad, de ambos sexos y que con consenti-
miento informado, dieron su anuencia para formar parte
de la investigacion. Los criterios de exclusion fueron:
antecedentes de cancer que no hayan recibido quimio-
terapia, embarazo o lactancia, trastornos psiquiatricos,
enfermedades agudas o cronicas descompensadas, pro-
pension a la formacion de queloides, infeccion cutanea
o sistémica, y tratamiento anticoagulante, antifibrinoliti-
cos, antiinflamatorio no esteroideo, corticoesteroides o
inmunosupresor.

Todos los procedimientos de liposuccion se realiza-
ron en régimen ambulatorio y bajo anestesia local.
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Identificacion y caracterizacion de células madre hematopoyéticas en tejido adiposo obtenidas por nanofat

Para la intervencion quirurgica se infiltr6 la zona a
liposuccioar con solucion de Klein modificada y se lle-
v6 a cabo liposuccion manual con técnica superhimeda
mediante canula de aspiracion de 3 mm y jeringuilla de
20 cc. Se decanto el tejido obtenido durante 10 minutos,
desechando por gravedad el infranadante constituido por
restos hematicos y anestésicos; el supranadante se frac-
turd hasta emulsionar la grasa con transfer de 0.7mm,
Imm, 1.5 mm, 2.5 mm (de mayor a menor diametro) y
como ultimo paso se filtro6 mediante rejilla de nanograsa
para desagregar las ASC.

La muestra obtenida se envio6 junto con los datos de
la planilla de recoleccion al Instituto de Hematologia
e Inmunologia (previo convenio de colaboracion con-
junta entre ambos hospitales) para la determinacion y
caracterizacion de células madre hematopoyéticas por
citometria de flujo. La medicion de células se realizod
mediante los métodos de inmunologia en muestras de
tejido adiposo procesado por nanograsa descritos a
continuacion:

La identificacion de células madre hematopoyéti-
cas CD34+, CD45+ y CD34+/CD45+, donde CD45+:
estirpe hematopoyética; antigeno leucocitario comun,
excepto globulos rojos y CD34+: células progenitoras
hematopoyéticas, del estroma y endoteliales. Se rea-
liz6 la determinacion utilizando un citometro de flujo
MACSQuant 10 (Milteny®, Alemania). Las muestras
obtenidas por este método no enzimatico se tifieron si-
multaneamente con anticuerpos monoclonales PE-CD34
y FITC-CD45. Ademas, se utilizdé yoduro de propidio
(IP) como sonda fluorescente especifica de ADN para
precisar la viabilidad celular. Dicha combinacion de
marcadores fluorescentes permitio identificar con preci-
sion las células CD34+/CD45+ viables contenidas en el
producto emulsionado. La adquisicion celular se detuvo
cuando se recogieron 10.000 eventos de células viables
y la fluorescencia de FITC, PE y IP registr6 en una esca-
la logaritmica con la finalidad de identificar y cuantificar
la presencia de células progenitoras humanas CD34+/
CD45+ y CD34+/CD45- (Fig. 1).

Los datos se registraron en las planillas de recolec-
cion de la informacion y se almacenaron en una base de
datos Microsoft Excel para su procesamiento y analisis
estadistico.

Las fuentes de informacion fueron la entrevista al pa-
ciente, las mediciones antropométricas y de citometria
de flujo realizadas y la historia clinica, en caso necesa-
rio. El investigador principal fue el responsable de llenar
la documentacion a lo largo de todo el estudio, con el
maximo de calidad y fidelidad de la informacion. Toda la
informacion se revisé y clasifico para ser sometida des-
pués a las distintas etapas de analisis estadisticos.
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Figura 1. Identificacion de células madre por citometria de flujo a partir de
fluorocromos de isotiocianato de fluoresceina (FITC) y ficoeritrina (PE) que
se acoplan a los monoclonales antiCD34 y antiCD45, las cuales se excitan
con laser azul y PE emite luces naranjas y FITC verdes. La identificacion
se realiza por las caracteristicas de dispersion frontal de la luz (forward
scatter) y lateral (side scatter).

El procesamiento de los datos se realizéo mediante el
programa estadistico SPSS version 20.0. Se caracterizd
la muestra segiin la descripcion de todas las variables:
las cualitativas se resumieron en nimeros absolutos y
porcentajes; las cuantitativas en media y desviacion es-
tandar o mediana y rango intercuartilico, segun distri-
bucioén normal o no de los datos. Para detectar diferen-
cias significativas en la expresion celular segin grupos
de edad, antecedentes y estado nutricional, se utilizé la
prueba U de Mann-Whitney. Para este analisis se reagru-
paron las variables: la variable edad en menor de 60 afios
y 60 aflos y mas; la variable antecedentes en no y si; y la
variable estado nutricional en normopeso y sobrepeso/
obesidad. Se utiliz6 el nivel de significacion a = 0.05 en
todas las pruebas de hipdtesis. Los resultados se presen-
tan en tablas.

Se procedi6 a comparar los resultados con la literatu-
ra existente: ensayos clinicos o estudios descriptivos o de
otro tipo publicados. Se discutieron los hallazgos en base
a los objetivos planteados. Finalmente se verificaron las
coincidencias y las contradicciones entre el presente estu-
dio y otros llegando a las conclusiones pertinentes.

Se cumpli6 con lo establecido en la declaracion de He-
Isinki y las recomendaciones expuestas en la “Guias inter-
nacionales para investigaciones biomédicas que incluyen
sujetos humanos”. Se solicitd consentimiento informado
a los sujetos. El proyecto de investigacion se sometio a la
consideracion y aprobacion por Consejo Cientifico de la
institucion. Se garantizo la confidencialidad de los datos,
que solo seran utilizados con fines cientificos.
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Resultados

Incluimos en la investigacion 88 pacientes con edad
promedio de 46 afios (minima de 20 y maxima de 75); el
92% (n=81) fueron de sexo femenino y el 8% masculino
(n=7). Los del grupo de edad de 41 a 50 afios de edad
fueron los mas representados; en particular, prevalecie-
ron las mujeres de 41 a 60 afios con un 43.2% (n=38)
y todos los hombres tenian 50 o menos afios de edad
(Tabla I).

El 80.7 % (n=71) de los pacientes no tenia ningun
antecedente patologico conocido en el momento del es-
tudio. En igual porcentaje se presentaron los pacientes
con cancer, quemaduras, zonas cruentas ¢ hipertension
arterial con un 3.4% (n=3) cada uno (Tabla II).

La media del IMC fue de 26.6 + 4.8 kg/m? (rango de
19 a 46 kg/m?. El 44.3% (n=39) de los pacientes presen-
taron un IMC normal, el 40.9 % (n=36) sobrepeso y el
14.8% (n=13) obesidad.

La region abdominal fue la zona donante mas abor-
dada con un 72.7% (n=64), seguida de la region lum-
bar con un 6.8% (n=6) y la submentoniana con un 4.5%
(n=4) (Tabla III).

En la muestra de tejido adiposo emulsionada por
método nanograsa y analizada por citometria de flujo
se identificaron, con expresion de marcaje positivo, las
células CD34+, CD45+/CD34+ y CD45-/CD34+. La
mediana del porcentaje de CD34+ fue de 5.8 (minimo
de 0.2 y maximo de 62.3). El porcentaje mediano de
CD45+/CD34+ y CD45-/CD34+ fue de 10.7 y 2.5 res-
pectivamente (Tabla V).

Tabla Il. Distribucién de los pacientes de nuestro grupo de estu-
dio segun antecedentes patolégicos personales

Ninguno 71 80.7
Hipertension arterial 5 5.7
Quemadura 3 34

Cancer 3 34

Zona cruenta 3 3.4
Alogenosis iatrogénica 2 2.3
Sindrome Mayer Rokitansky 1 1.1

Tabla Ill. Distribucién de los pacientes de nuestro grupo de
estudio segun zona donante

Abdominal 64 72.7
Lumbar 6 6.8
Submentoniana 4 4.5
Dorsal 3 34
Flancos 3 3.4
Brazos 3 34

Muslo 3 3.4
Trocantérica 1 1.1
Pliegue axilar anterior 1 1.1

Tabla I. Distribucion de los pacientes de nuestro grupo de estudio segtin edad y sexo

20-30
19.3% 0.0% 19.3%
12 3 15
31-40
13.6% 3.4% 17.0%
19 4 23
41-50
21.6% 4.5% 26.1%
19 0 19
51-60
21.6% 0.0% 21.6%
8 0 8
61-70
9.1% 0.0% 9.1%
6 0 6
Mas de 70 afios
6.8% 0.0% 6.8%
81 7 88
Total
92.0% 8.0% 100.0%
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La mediana del porcentaje de las células madre via-
bles CD34+ fue superior en los pacientes con edad igual
o superior a 60 afios, y discretamente superior en el caso
de CD45+/CD34+. No se encontraron diferencias signi-
ficativas entre estas categorias (Tabla V).

El porcentaje mediano de células madre viables fue
superior en los pacientes que no contaban con antece-
dentes de quemaduras, cancer, alogenosis iatrogénica o
zonas cruentas. No se encontraron diferencias relevantes
en la expresion celular entre las categorias de la variable
antecedentes patologicos personales (Tabla VI).

Al describir el porcentaje de células madre viable se-
gun el estado nutricional, en los pacientes que tenian un
adecuado IMC (normopeso) se constatd un valor medio

superior que en los pacientes con sobrepeso y obesidad.
Sin embargo, esto no ocurrid asi con el porcentaje medio
de células madre viables CD45+/CD34+; este fue supe-
rior en pacientes con sobrepeso u obesidad respecto a
los pacientes con peso considerado normal para la talla.
No se encontraron diferencias significativas entre estas
variables (Tabla VII).

En cuanto a la relacion de la zona donante con la
cuantificacion de las ASC se evidenci6 un conteo maxi-
mo de CD34+ en la region abdominal con un valor de
62.51%, seguida de la region lumbar con un 54.70%,
dorsal con 49.68% y submentoniana con un 11.47%; el
minimo conteo se presento en la region trocantérica don-
de el mayor porcentaje de ASC fue 0.78% (Tabla VIII).

Tabla IV. Resumen de estadisticos descriptivos de las células madre viables en el tejido estudiado

CD34+ (%) 5.8 27.7 0.2 62.3
CDA45+/CD34+ (%) 10.7 11.4 0.3 48.4
CDA45-/CD34+ (%) 2.5 7.0 0.0 45.0

Tabla V. Distribucién de células madre viables en el tejido estudiado segtin la edad de los pacientes

< 60 anos 10.7 11.3

CD45+/CD34+ (%) 0,685
> 60 afios 11.0 16.0
< 60 afos 2.6 7.2

CDA45-/CD34+ (%) - 0,465
> 60 afios 2.3 6.4

DE: desviacion estandar. *Prueba U de Mann-Whitney, valor de p

Tabla VI. Distribucion de células madre viables en el tejido estudiado segun antecedentes patolégicos personales

No 11.1 10.2
CD45+/CD34+ (%) , 0.336
Si 7.1 16.3
No 3.0 9.0
CD45-/CD34+ (%) - 0.228
Si 1.4 3.8

DE: desviacion estandar. * Prueba U de Mann-Whitney, valor de p

Tabla VII. Distribucion de células madre viables en el tejido estudiado segun el estado nutricional de los pacientes

Normopeso 10.3 10.1

CDA45+/CD34+ (%) : 0.518
Sobrepeso/obesidad 13.1 14.3
Normopeso 2.8 8.0

CD45-/CD34+ (%) - 0.936
Sobrepeso/obesidad 2.1 6.9

DE: desviacion estandar. * Prueba U de Mann-Whitney, valor de p
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Tabla VIII. Distribucién de células madre viables en el tejido
estudiado segun zona donante

Abdominal 62.51
Lumbar 54.70
Dorsal 49.68
Submentoniana 11.47
Brazos 8.53
Muslo 8.12
Pliegue axilar anterior 1.80
Flancos 1.60
Region trocantérica 0.78
Discusion

La comparacion que se hace de los resultados obte-
nidos en el presente estudio con el resto de las investi-
gaciones a nivel internacional tiene una diferencia im-
portante, y es que el método para desagregar las células
madre para su analisis y caracterizacion es diferente. La
mayoria de los estudios se basan en el procesamiento en-
zimatico, mientras que en este estudio el procesamiento
fue mecanico, llevando a analisis por citometria de flujo
el tejido adiposo emulsionado obtenido por nanograsa.
Esta diferencia motivo el estudio aun siendo conscientes
de que pueda influir en el analisis comparativo de los
resultados, lo que no deja de ser importante porque hasta
donde hemos podido conocer, no hay estudios que ana-
licen la composicion en el tejido adiposo emulsionado
cuyas muestras son sometidas a citometria.

Son diversos los métodos para determinar la presen-
cia de ASC. Los analisis asociados con un Unico punto
de tiempo especifico o ensayo de instantanea se utilizan
para evaluar cuantitativamente las ASC. Estos ensayos
confirman el estado de las células en un momento deter-
minado y su funcionalidad.

Para distinguir las ASC de las CMA de médula se
propone utilizar otros dos marcadores, CD36 y CD106,
porque se ha publicado que las ASC, a diferencia de
las CMA, no expresan CD106 pero son positivas para
CD36; sin embargo, se ha demostrado que en el tejido
adiposo se pueden aislar células madre de extirpe he-
matopoyética que no proceden de la médula dsea y que
incluso superan 10 veces el porcentaje de células madre
obtenidas en sangre periférica en procedimientos de afé-
resis tras estimular la médula 6sea. Esto pudiera estar
relacionado con el origen del tejido adiposo, ya que el
aislamiento de las mismas se ha producido después de
eliminar, por diferentes métodos, todos los restos hema-
ticos del tejido adiposo liposuccionado.©
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Bourin y col.® refieren que la citometria de flujo es
un ensayo ampliamente utilizado para evaluar el inmu-
nofenotipo de células madre estromales mesenquima-
les. Segun la Federacion Internacional de Terapéutica
Adiposa (IFATS - International Federation for Adipo-
se Therapeuticss) y la Sociedad Internacional de Tera-
pia Celular y Génica (ISCT — International Society for
Cell & Gene Therapy), las ASC en cultivo mantienen
marcadores similares a otras CMA, ya que son positi-
vas para CD90, CD73, CD105 y CD44 y negativas para
CD45 y CD31. Informan que, en la SFV, las células se
identifican fenotipicamente mediante los marcadores
CD45-CD235a-CD31-CD34+. Refieren que para el
componente estromal de la SFV, existe una combina-
cion de marcadores negativos y positivos donde CD45
es el marcador clasico para identificar células de origen
hematopoyético excepto los globulos rojos y debe ex-
cluirse, y CD31 es un marcador clasico de células endo-
teliales y sus progenitores aunque también se detecta en
plaquetas y leucocitos. La expresion de CD34 es com-
partida por células madre/progenitoras hematopoyéticas
y células endoteliales; por otra parte, segtin los datos pu-
blicados, también es un marcador potencial que deberia
usarse para identificar la poblacion que contiene células
estromales. Informan en su estudio de que segun la lite-
ratura actual se recomienda el uso de anticuerpos CD34
de clase IlI para la caracterizacion de células de la SFV.
Concluyen que el porcentaje de células CD34 * depende
del método de recoleccion del tejido adiposo, del grado
de hemorragia vascular y de las técnicas posteriores de
digestion y aislamiento.®

En la presente investigacion solo fue posible reali-
zar la determinacion de las células madre CD34 y CD45
debido a que solo se contd con marcadores para células
madre hematopoyéticas, fluorocromos que se acoplan
a monoclonales antiCD34 y CD45. Las muestras ana-
lizadas fueron obtenidas por método mecanico intraope-
ratorio, teniendo en cuenta las ventajas que este ofrece
sobre el método enzimatico en cuanto a la posibilidad de
contaminacion, infeccion y aberraciones cromosomicas
tras su aplicacion clinica. Estas muestras ademas de ser
enviadas para su andlisis, fueron utilizadas en tratamien-
tos regenerativos de manera autdloga. Queremos hacer
notar que las muestras que se enviaron para analisis son
una parte de lo utilizado en el tratamiento de nuestros pa-
cientes, fue un procedimiento intraoperatorio y por eso
lo que se analiza es la nanograsa, no se utiliz6 método
enzimatico con colagenasa, ya que se queria investigar y
caracterizar las células en su propio nicho.

Son multiples los factores que influyen en el por-
centaje de células madre, lo que da una caracterizacion
personalizada de la expresion fenotipica celular del teji-
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do adiposo. El envejecimiento es un proceso complejo
caracterizado por una variedad de trastornos asociados
con un deterioro generalizado y con la incapacidad de
mantener la homeostasis de los tejidos. Las células ma-
dre persisten en numerosos tejidos reemplazando a las
células maduras perdidas durante la actividad fisica o
por una lesion; sin embargo, la funcion de las células
madre puede disminuir con la edad, por lo que los te-
jidos envejecidos demuestran una menor capacidad de
reparacion y una mayor preponderancia de trastornos
degenerativos. Choudhery y col.” realizan un estudio
donde caracterizan varias alteraciones relacionadas con
la edad en las ASC, clasificando la muestra en grupos de
pacientes jovenes, de mediana edad y de avanzada edad;
informan que existe una disminucion significativa en el
numero de las ASC concomitante con la edad y parale-
la a un mayor tiempo de duplicacion de la poblacion y
senescencia celular. Investigan el potencial de diferen-
ciacion in vitro de las ASC en pacientes menores de 30
aflos, de 35 a 50 afios y mayores de 60 afios, y refieren
que independientemente de la edad del donante, las cé-
lulas madre fueron fuertemente positivas para los mar-
cadores CD34, CD90, CD105 y carecian de marcadores
para CD45 y CD14; tras esto, realizan la evaluacion de
la senescencia de las ASC mediante la medicion de los
niveles de ARNm de los genes p16 y p21 y reportan que
la expresion de ambos genes es mayor en los pacientes
de edad avanzada que en los grupos de pacientes jove-
nes, concluyendo que la edad es un factor influyente en
la cuantificacion y caracterizacion de las mismas. Nues-
tra investigacion concuerda con estos resultados, ya que
evidencio una mayor cuantificacion de células madre en
pacientes de edad avanzada.

Por su parte, Horinouchi y col.® estudian la influencia
de la edad del donante en la capacidad de diferenciacion
y division de las células madre obteniendo las ASC de
tejido liposuccionado en pacientes con edades que osci-
laban entre los 20 y 70 afios de edad, valores con los que
concuerda nuestra investigacion. Realizan una distribu-
cion de las células en 2 grupos segun el rango de edad:
antiguas las de pacientes mayores de 55 afios y jovenes
las de los menores de 35 afos; en ambos grupos realizan
la caracterizacion inmunofenotipica mediante citometria
de flujo con marcadores positivos para CD34 y nega-
tivos para CD45. Sus resultados reportan que respecto
a la morfologia celular los 2 grupos mostraron caracte-
risticas similares, concluyendo que no habia diferencias
significativas en cuanto a la morfologia, ni inmunofeno-
tipicas entre los donantes de diferentes edades, resulta-
dos con los que no concuerda nuestra investigacion, en
la cual, si se presentaron diferencias en la cuantificacion
de las células madre en dependencia de la edad de los
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pacientes, encontrando menor niimero en los pacientes
jovenes. Por otro lado, hacen alusion a la gran variacion
en el porcentaje de células CD34+ tanto para el grupo jo-
ven como para el antiguo, con oscilaciones entre 1.88%
y 14.9%, situacion que también se evidencid en nuestro
estudio, donde los pacientes de edad avanzada presenta-
ron mayor porcentaje de células CD34+.

Los datos acerca del papel de la obesidad en la fun-
cion de las ASC también son contradictorios. Algunos
estudios sugieren que el indice de masa corporal (IMC)
no influye en la concentracion y el rendimiento de las
células, mientras que otros informan de una correlacion
positiva o negativa. Geissler y col.®’ realizan un estu-
dio prospectivo en 42 pacientes divididos en 2 grupos,
el primero con IMC menor de 25 kg/m? y el otro ma-
yor de 25 kg/m?, en quienes se realizo liposuccion ma-
nual del area abdominal con posterior centrifugacion y
cultivo para aislamiento de las ASC. Reportan que no
existe una correlacion estadisticamente significativa en-
tre el rendimiento de las células y su capacidad de pro-
liferacion en relacion con la edad y el IMC. Después de
agrupar su muestra en pacientes con peso normal y so-
brepeso en quienes obtuvieron la grasa liposuccionando
el abdomen, la parte interna de los muslos y los flan-
cos, informan que no hay diferencias significativas en el
rendimiento y cuantificacion de las ASC entre pacientes
normopeso y obesos. Nuestro estudio no concuerda con
lo reportado por estos autores, ya que en nuestros resul-
tados si se evidencid diferencia en el porcentaje de las
células madre en relacion con el IMC, evidenciando una
mayor cuantificacion en los pacientes normopeso, pero
si concuerda con el area donante del tejido adiposo, don-
de el abdomen tuvo prevalencia como zona de mayor
eleccion para tomar la muestra de tejido adiposo, lo que
puede estar relacionado con que en esta region anatomi-
ca las ASC son mas resistentes a la apoptosis y hay un
5% mas que en el resto de las zonas donantes.

Por otro lado, Strong y col."'? refieren que la cuantifi-
cacion y eficacia terapéutica de las ASC aisladas en pa-
cientes delgados fue superior que la que presentaron las
aisladas en los pacientes obesos, lo que indica que esta
enfermedad reduce o elimina los efectos antiinflamato-
rios de las ASC de modo que no pueden ser una fuente
de células adecuada, resultados con los que concuerda
nuestro estudio ya que en nuestras muestras se encontrd
un mayor porcentaje de células madre en pacientes con
un adecuado IMC, lo que puede relacionarse con que el
tejido adiposo sano se considera cada vez mas no solo
como un deposito de energia, sino como un 6rgano en-
docrino con un papel importante en la regulacion meta-
bolica normal; a su vez, se ha demostrado que los adipo-
citos en los pacientes obesos son disfuncionales debido
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a la induccién de un microambiente celular hipdxico e
inflamatorio. Ademas, hacen referencia a las alteracio-
nes que sufren los elementos celulares que componen el
tejido adiposo en los pacientes obesos, especificamente,
en relacion con las ASC; la relacion se determina porque
en los pacientes sanos las ASC se diferencian a adipoci-
tos y estos a su vez se desdiferencian hacia células ma-
dre, y esto mantiene el porcentaje en el organismo. Por
otro lado, en el paciente obeso la diferenciacion es uni-
direccional sin ocurrir el proceso de desdiferenciacion, y
todo va encaminado a acumular mas energia en forma de
adipocitos que se almacenan de forma patoldgica.

Desde el punto de vista de la variabilidad del donan-
te existen estudios que han demostrado que la edad, el
sexo, la obesidad y el sindrome metabolico, modifican
las propiedades de las ASC; por otro lado, hay muy pocas
investigaciones que analicen el potencial terapéutico de
estas células en pacientes con antecedentes de cancer, en
los que el potencial regenerativo de las ASC podria verse
afectado por la enfermedad o el tratamiento que reciben.
Villagrasa y col.!V reportan los resultados de su estudio
realizado en pacientes con antecedentes de cancer urolo-
gico en comparacion con pacientes sanos caracterizando
las células mediante el empleo de citometria de flujo, con
resultados que evidencian que los pacientes con ante-
cedentes oncoldgicos produjeron una cinética de creci-
miento similar, presentaron marcadores de superficie he-
matopoyéticos equivalentes y mostraron un potencial de
diferenciacion similar al de las ASC aisladas en pacientes
sanos con edad avanzada, lo que puede estar relacionado
con el antecedente demostrado de menor porcentaje de
ASC en pacientes de mayor edad, en concordancia con
los resultados de nuestra investigacion en la que en los
pacientes senescentes se evidencio menor cuantificacion.
Por su parte, Posada y col.®® hacen referencia a un estu-
dio en el que se analizo la capacidad proliferativa de las
ASC en pacientes con antecedente de cancer gastrico o
esofagico y pacientes sanos, evidenciando que las células
obtenidas en los individuos enfermos no tienen el mis-
mo potencial de diferenciacion y exhiben una secrecion
distinta de citoquinas proinflamatorias, resultados con
los que concuerda el presente estudio en donde la mayor
cuantificacion de las células madre se evidencio en los
pacientes sin ningin antecedente patologico.

De igual manera que el tejido adiposo se distribuye
en todo el organismo con caracteristicas anatomofisiolo-
gicas diferentes segun la region, el comportamiento de
las ASC contenidas en ¢l también varia, lo que motivo
estudiar las diferencias de las mismas segun la zona do-
nante. Guneta y col.!? realizan un estudio comparativo
entre las células obtenidas del abdomen y las provenien-
tes de la mama y refieren que las células provenientes
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de las 2 zonas donantes poseen una expresion de mar-
cadores similar y un potencial de diferenciacion multi-
linaje similar; no obstante, observan que las derivadas
del abdomen parecen contribuir al recambio de tejido
adiposo, mientras que las del tejido mamario pueden ser
responsables de complicaciones como quistes oleosos,
calcificaciones y necrosis grasa.

Nepali y col.!3) realizan un analisis comparativo de
las ASC de tejido orbitario y abdominal, aisladas me-
diante cirugia de blefaroplastia y liposuccion. Las ASC
fueron estudiadas mediante citometria de flujo para
analizar sus antigenos de superficie, obteniendo como
resultado que las procedentes de la grasa periorbitaria
mostraron expresiones mas altas que las abdominales.
Aunque como mencionan los autores, las ASC periorbi-
tarias tienen mas capacidad hacia la adipogénesis y os-
teogénesis, no constituyen la zona donante de eleccion
porque es una zona de dificil acceso, permitirian su uti-
lizacion en una sola oportunidad y hay mayor dificultad
para desagregar las ASCs, porque se obtiene la bolsa
adiposa con estroma, siendo necesaria la aplicacion de
colagenasa para el aislamiento de las mismas, ademas
de ser un tejido necesario en la zona orbitaria que solo se
reseca en caso de herniacion del mismo.

Tsekouras y col.!"¥ hacen referencia a los resultados
de su investigacion en la que evidencian que el tejido
adiposo del abdomen, la cintura, el muslo y la rodilla,
no revela diferencias significativas con respecto al perfil
de viabilidad de las células. También demuestran que el
deposito abdominal superficial es menos susceptible a
la apoptosis en comparacion con las ASC de las otras
regiones. Informan que, al momento de comparar el ren-
dimiento celular, este fue mayor en la region externa del
muslo donde también existia una concentracion supe-
rior. En nuestra investigacion no se realizo analisis de la
viabilidad ni del rendimiento celular; si de la concentra-
cion, que a diferencia de lo antes expuesto fue muy supe-
rior en la region abdominal respecto al muslo en su cara
interna y en la region trocantérica. Los resultados de la
presente investigacion concuerdan con los autores que
consideran que la zona abdominal, ademas de proporcio-
nar un mayor niumero de células madre, estd demostrado
que estas tienen un mejor potencial regenerativo de dife-
renciacion con una cinética de crecimiento estable, por
lo que se consideran la fuente ideal para enriquecer el
tejido adiposo autblogo.!+16

Comprender los fenotipos que definen dichas célu-
las es ttil para tomar decisiones adecuadas en diferentes
indicaciones clinicas regenerativas, por lo que recomen-
damos continuar la investigacion para, con una mayor
muestra, identificar otros factores que modifiquen la ex-
presion de las ASC.
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Conclusiones

En nuestro estudio, realizado sobre muestras de tejido
adiposo procesadas por método mecanico de nanograsa
y analizadas mediante citometria de flujo, la edad, el in-
dice de masa corporal, los antecedentes patologicos y el
sitio de recoleccion del tejido graso, fueron determinan-
tes para la caracterizacion de células madre hematopo-
yéticas derivadas del tejido adiposo. Se observo mayor
nimero de células madre en pacientes de mayor edad,
por encima de los 50 afios, sin patologias asociadas, y
cuya zona donante fue la region abdominal.

En nuestra opinion, la presente investigacion resulta
de gran utilidad ya que se necesita demostrar con objeti-
vidad la presencia de células madre en el tejido adiposo
emulsionado, asi como precisar algunas variables que
pudieran influir en una mayor o menor concentracion de
las mismas en aras de alcanzar los mejores resultados
terapéuticos con su aplicacion.

Direccion del autor

Dra. C. Alicia Maria Tamayo Carbon
Correo electronico: aliciatamayo67@gmail.com

Bibliografia

1. Lasso JM, Cortina E, Goiii E, Arenas L, Nava P, Fernandez
ME. et al. Estado actual de las terapias con células madre deri-
vadas de tejido adiposo en el ambito de la Cirugia Plastica. Cir:
plast. iberolatinoam. 2010;36(3): 215-221.

2. Serna Cuéllar E, Santamaria Solis L. Protocolo de extraccion
y procesamiento de células madre adultas del tejido adiposo
abdominal: coordenadas del cirujano plastico en la investiga-
cion traslacional. Cir: plast. iberolatinoam. 2013;39 (Suppl 1):
s44-s50.

3. Planas J, Muiioz J, Gonzailez D. Descripcion de un nuevo sis-
tema cerrado de procesamiento de grasa para la obtencion de
nanofat: andlisis de resultados clinicos y citométricos. Cir: plast.
iberolatinoam. 2017;43(1): 23-32.

@O
AT www.ciplaslatin.com

4.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Bourin P, Bunnell BA, Casteilla L, Dominici M, Katz AJ,
March KL, et al. Stromal cellsfrom the adiposetissue-derived
stromal vascular fraction and culture expandedadiposetissue-de-
rived stromal/stemcells: a joint statement of the International
Federation for AdiposeTherapeutics and Science (IFATS) and
the International Society for Cellular Therapy (ISCT). Cytothe-
rapy. 2013;15(6):641-648.

Posada Gonzalez M, Villagrasa A, Garcia Arranz M, Vorwald
P, Olivera R, Olmedillas Lopez S, et al. Comparative Analysis
Between Mesenchymal Stem Cells From Subcutaneous Adipose
Tissue and Omentum in Three Types of Patients: Cancer, Mor-
bid Obese and Healthy Control. Surg Innov. 2022;29(1):9-21.
Newman CB, Chait A. Update on Lipids and Lipoproteins. En-
docrinol Metab Clin North Am. 2022;51(3):15-16.

Choudhery MS, Badowski M, Muise A, Pierce J, Harris DT.
Donor regenegative lyimpacts adipose tissue-derived mesen-
chymal stem cell expansion and differentiation. J Trans! Med.
2014;12:8.

Horinouchi CD, Barison MJ, Robert AW, Kuligovski C,
Aguiar AM, Dallagiovanna B. Influence of donorageon the
differentiation and division capacity of human adipose-derived
stem cells. World J Stem Cells. 2020;12(12):1640-1651.
Geissler PJ, Davis K, Roostaeian J, Unger J, Huang J, Ro-
hrich RJ. Improving fat transfer viability: the role of aging,
body mass index, and harvest site. Plast Reconstr Surg.
2014;134(2):227-232.

Strong AL, Bowles AC, Wise RM, Morand JP, Dutreil MF,
Gimble JM, et al. Human Adipose Stromal/Stem Cells from
Obese Donors Show Reduced Efficacy in Halting Disease Pro-
gression in the Experimental Autoimmune Encephalomyelitis
Model of Multiple Sclerosis. Stem Cells. 2016;34(3):614-626.
Villagrasa A, Posada Gonzalez M, Garcia Arranz M, Zapata
AG, Vorwald P, Olmedillas Lopez S, et al. Implication of stem
cells from adipose tissue in wound healing in obese and cancer
patients. Cir Cir. 2022;90(4):487-496.

Guneta V, Tan NS, Sugii S, Lim TC, Wong TC, Choong C.
Comparative Study of Adipose-Derived Stem Cells From Abdo-
men and Breast. Ann Plast Surg. 2016;76(5):569-575.

Nepali S, Park M, Lew H, Kim O. Comparative Analysis of
Human Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells from Orbital
and Abdominal Fat. Stem Cells Int. 2018;2018:3932615.
Tsekouras A, Mantas D, Tsilimigras DI, Moris D, Kontos M,
Zografos GC. Comparison of the Viability and Yield of Adipo-
se-Derived Stem Cells (ASCs) from Different Donor Areas. In
Vivo. 2017;31(6):1229-1234.

Travnickova M, Pajorova J, Zarubova J, Krocilova N, Mo-
litor M, Bacakova L. The Influence of Negative Pressure and
of the Harvesting Site on the Characteristics of Human Adipose
Tissue-Derived Stromal Cells from Lipoaspirates. Stem Cells
Int. 2020;2020:1016231.

Jovic D, Preradovic L, Kremenovic M, Jovic F, Antonic M,
Aleksic Z, Ljubojevic V. Effect of Donor Site Selection for Fat
Grafting on the Yield and Viability of the Stromal Vascular Frac-
tion. Aesthet Surg J. 2023;43(9):NP704-712.

ISV

Cirugia Plastica Ibero-Latinoamericana - Vol. 50 - N° 4-2024






