Cirplast. iberolatinoam.-Val. 37- N°4
Octubre -Noviembre-Diciembre 2011/ Pag. 319- 324

Obtenciony criopreservacion de células madre

del tejido graso mediante liposuccion

Collecting and criopreservation of stem cells obtained by
liposuction from fat tissue

Planas Ribo, J.*, Coronel Gagliardi, R. **
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Abstract

Existen diferentes técnicas para la obtencion directa de células madre
embrionarias a través de embriones criopreservados en nitrogeno liguido
(-196 °C), blastémeros individuales, activacidn de ovocitos por transferencia
nuclear y células madre del liguido amnidtico. También es posible obtener cé-
Tulas madre adultas hematopovéticas v de la médula dsea, mds conocidas ¥
empleadas en la clinica desde hace tiempo, asi como también de la sangre del
conddn umbilical 2n recién nacidos v de la grasa corporal en adultos.

La grasa autdloga corporal extraida mediante liposuccion se reutiliza en
Ocasiones para injertar o infiltrar ofras zonas corporales v faciales como ma-
terial de relleno, pero en la mayoria de los casos es desechada. Por lo gene-
ral, para obtzner un resultado satisfactorio en el trasplante de grasa aurdloga,
S0N Necesarios varios tiempos quinirgicos por o que seriz muy 1til contar con
un banco de ejido adiposo personalizado. Existen diferentes estudios gue de-
muestran gue el tejido adiposo aspirado por liposuccion convencional puede
preservarse v almacenarse con €xito a baja temperatura (-85 °C) en banco de
tejido para futuras aplicaciones.

Las células madne mesenguimales (MSCs) poseen gran capacidad de pro-
liferacidn v diferenciacién con un alto valor terapéutico. El tejido graso es un
reservorio importante de MSCs capaces de diferenciarse en tejido dseo, car-
tilaginoso, muscular, etc. Si reservamos una pequeia cantidad del tejido graso
lipoaspirado, podemos obtener una cantidad suficiente de MSCs v consar-
varlas mediante un método Gptimo de criopreservacidn.

En 2007 realizamos un estudio de la grasa lipoaspirada en 36 pacientes
para demostrar v validar el método de obtencidn de ejido graso con su pos-
terior traslado, manipulacidn v criopreservacidn en banco de células madre,
Los resultados fueron satisfactorios y en junio del 2010 se validd el método
de recogida, procesamiento y almacenamiento de una mezcla enriguecida de
células madre adnltas de (2jido graso aspirado. Dicho método permite a todas
aquellas personas que no hayan tenido la oportunidad de almacenar su corddn
umbilical al nacer, almacenar M5Cs obienidas de la grasa de liposuccidn.

La criopreservacidn conservard las células durante afios que. en el mo-
mento de ser requenidas por ¢l paciente, se descongelardn, podiéndose recu-
perar alrededor del 80% de las mismas.

There are different techniques to obtain embryonic stem cells directly
through crvopreserved embrvos in liquid nitrogen (-196°C). individual blas-
tomers, ovocyte activation by nuclear transfer and stem cells from amniotic
fluid. among others, It is also possible (o obtain hematopoietic adult stem cells
and those from the bone marrow, better well-known and used in clinics for a
long time; besides, from the blood of umbilical cord in newboms and body fat
in adulis.

The autologous fat extracted from the body using liposuction, 15 someti-
mes reused o inject or infiltrate other body and facial areas as a filling mate-
rial, but in most of the cases, it is thrown away. Sometimes it's necessary 1o
perform several surgical operations; therefore, it would be very useful to count
on # bank of personalized adipose tissue. There are different studies that de-
monstrate that adipose tissue obtained through conventional liposuction can
be preserved and stored successfully at a low remperature (-83 °C) in a tissue
bank for a future use.

Mesenchymal stem cells (MSCs) are those with a high capacity of prol:-
feration and differentiation with a high therapeutic value. Fat tissue is an im-
portant reservoir of MSCs, able 10 be differentiated in osseous, cartilaginous,
muscalar, etc. tissues. Therefore, if we reserve a small amount of fat tissue ob-
tained through liposuction, we can get the enough amount and preserve the
MSCs with the best method of cryopreservation.

In 2007 we carried out a study of the fat obtained though liposection in
36 patients, in order to demonstrate and validate a method for adipose tissue
acquisition, with the subsequent transfer, manipulation and crvopreservation
in & stem cells bank, The results were satisfactory, and in June 2010 the me-
thod for collecting, processing and storing an enriched adult stem cells mix-
ture of sucked far tisspe was validated, This method gives the opportunity to
anybody. who did not have the chance to store the umbilical cord when was
just bomn, to keep stem cells from liposuction fat.

Cryopreservation will preserve stem cells during vears and, when the pa-
tient requires them, they will be thawed, and about an 80 % of them recove-
red.
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Introduccion

Las células madre se emplean actualmente en medi-
cina regenerativa y se espera que en un futuro mds o
menos proximo se puedan utilizar en el tratamiento de
enfermedades como la diabetes, enfermedades cardio-
vasculares, lesiones medulares v enfermedades neurolo-
gicas (1-15). Todo parece indicar que la medicina del
futuro estard ligada a la medicina regenerativa y a la uti-
lizacidn de células madre autologas. Es por esto que
cientos de miles de personas almacenan hoy en dia el
cordén umbilical de sus hijos.

Pensamos cémo podriamos idear una técnica de al-
macenamiento de células madre de aquellos adultos que

no habian tenido la oportunidad de almacenar su corddn
umbilical al nacer. Asi nacid la idea de validar un mé-
todo de obtencidn, traslado vy criopreservacidn de las cé-
lulas madre obtenidas de la grasa.

Dentro de las células madre adultas se han descrito
diferentes tipos. Las mds conocidas y empleadas clini-
camente desde hace tiempo son las células madre he-
matopoyéticas de médula 6sea (2,3). En la misma
médula, aungue también en sangre de cordon umbilical,
en sangre periférica y en la grasa corporal, existen cé-
lulas madre mesenguimales (Fig.1) que pueden dife-
renciarse en distintos linajes celulares embrionarios
{musculares, vasculares, nerviosos, hematopoyéticos,
Gseos...) (9).

Fig. 1. (a,b) Corddn umbilical y MSCs prevenientes del corddn; (c,d) Extraccion y MSCs provenientes de la grasa

Las células madre mensenguimales (MSCs) son las
mds importantes de almacenar para futuras aplicaciones
clinicas. La médula dsea contiene 0,001 -0,01% de
MSCs y la grasa abdominal un 5% de MSCs. Para obte-
ner cantidades iguales de MSCs presentes en 1 gr. de te-
Jido adiposo, se necesitan 500 gr. de médula dsea. Es
por eso que el tejido graso es una excelente fuente de ob-
tencidn de MSCs, ya que ademds de tener mayor niimero
de ellas, su extraccion resulta mds sencilla y menos agre-
siva para el paciente frente a su obtencion desde la mé-
dula dsea (4).

La liposuccion es la técnica mds efectiva para extraer
la suficiente cantidad de grasa necesaria para obtener
MSCs. Paraello, se cred un sistema validado y estéril de
extraccion, envase y transporte de la grasa al laboratorio
(11). Se trata de llevar a cabo una liposuccién conven-
cional, con el valor afiadido de que parte de la grasa que
se extrae en ella se envia a un laboratorno para aslar, cul-
tivar y conservar MSCs. Este procedimiento se lleva a
cabo en paralelo con la liposuccion, sin ningdn inconve-
niente para el paciente, siendo el tiempo quirdrgico y
postoperatorio empleados exactamente iguales a los de
una liposuccidn convencional.

Las MSCs obtenidas de tejido graso aspirado poseen
una alta capacidad de diferenciacidn en adipocitos, os-
teocitos, condrocitos y miocitos demostrada por nume-
rosos estudios previos (7.14,15). Ademds las células
grasas de linaje especifico (CD4444/45-/73+/90+) pue-
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den ser conservadas a baja temperaturas durante largos
periodos de tiempo, manteniendo todo su potencial
(6.8.12,13) hasta el momento de ser reutilizadas en be-
neficio del paciente.

Las células madre se emplean en medicina regenera-
tiva y se espera que en un futuro mds o menos préximo
se puedan utilizar como tratamiento para enfermedades
tales como la diabetes, enfermedades cardiovasculares,
lesiones medulares v enfermedades neuroldgicas (15).

Material y metodo

Recoleccidn del tejido adiposo

Realizamos la recoleccidn del tejido graso en 36 pa-
cientes de ambos sexos en los que se habia indicado una
liposuccion como método para remodelacién corporal
v/o extraccidn de los cimulos de grasa no deseados.
Dicho procedimiento se llevd a cabo en todos los casos
bajo anestesia general v mediante la utilizacién de li-
posuccion convencional (Fig. 2).

Todas las intervenciones fueron realizadas en la Cli-
nica Planas (Barcelona, Espana) durante el afio 2007.
Previamente, preparamos el tejido graso de las zonas a
tratar mediante infiltracién con solucidn fisioldgica v
adrenalina en concentracidn Img.-1.000.000, siendo las
mis frecuentes: abdomen, flancos, trocdnteres v cara
interna de muslos.

La extraccion de tejido adiposo se realizd mediante
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Fig. & Extraccitn de la muestra en el transcurso de una lipo-
succion convencional.

sistema cerrado, sin contacto con el exterior, estéril, con
aspiracidn a baja presion (media atmdésfera) y utilizando
cdnulas de punta roma tipo mercedes de 3mm. de did-
metro ¥ de un solo uso. El tejido graso aspirado se re-
colecto en una bolsa estéril, en una cantidad aproximada
de 150 a 200 cc. por paciente y bolsa. Este sistema co-
lector de grasa fue denominado Planas kit (Fig. 3).

a b

Fig. 3: (a) Coleccidn de la grasa mediante el sistema Planas kit, (b) Bolsa co-
lectora llena

Envase, preparacion y envio:

La bolsa colectora se identifica con los datos del pa-
ciente mediante etiquetas con cddigo de barras y se in-
troduce dentro de otra bolsa para su proteccion. Todo el
paquete descrito, junto con un resumen de la historia
clinica del paciente, se coloca dentro de una caja de po-
rexpan con medios de reservorio iérmicos a iemperatura
ambiente de quiréfano entre 20-22 °C, tipo cool-pack,
que mantiene la temperatura del tejido hasta su llegada
al laboratorio para su procesamiento. Cada caja se envia

al laboratorio para ser manipulada dentro de las 30
horas siguientes a la extraccion (Laboratorio Crio Save.
Bélgica) (Fig. 4).

a b
Fig. 4: (a) Proteccion e identificacion de la muestra, (b} Caja preparada para
envio,

Criopreservacion del tejido adiposo:

Para el estudio de validacién, evaluamos dos medios
de congelacion:

Medio 1: 10% glicerol + 10% FBS (suero bovino
fetal) en solucion fisiologica.

Medio 2: 10% glicerol + 1% alblimina humana + 0.1
sacarosa en solucidn fisiolégica.

Controlamos durante el proceso de congelacion lenta
hasta la vitrificacidn de las diferentes muestras en crio-
tubos de 50 ml la homogenizacién de la muestra entre el
tejido graso y el medio estudiado, siendo el método es-
cogido, por su mejor conservacidn, el medio 2.

Una vez que la muestra llega al laboratorio, se decanta
durante 30 minutos v el tejido graso se separa en 3 frac-
ciones (Fig. 3):

1- Superior: fluido oleoso (color &mbar)

2- Media: procesado del lipoaspirado (color amarrillo)

3- Inferior: fluido de liposuccidn (color rojo)

La fraccién media amarrilla (FMA) es la utilizada
para criopreservacion en banco de tejidos o posterior
procesado para obtencién de células madre. La composi-
cion utilizada para almacenar y preservar tejido graso es
10ml de la fraccién media + 10 ml del medio 2 de con-
gelacion (dilucién).

Procesado y cultivo del tejido graso para obtencion

de células madre mesenquimales (MSCs):

1. Identificamos las MSCs mediante 3 criterios:

a. Buena adherencia y crecimiento celular.

b. Inmunofenotipo adecuado (CD44-45-73-00;
estos marcadores definen una MSC multipo-
tencial).

c. Diferenciacion en células adultas (capacidad
de diferenciacion en osteocitos, condrocitos y
adipocitos).

. Criopreservacidn / descongelacion: se estudia si
han sufrido cambijos y se comprueba su viabili-
dad.

. Comprobamos que hay
MSCs al final del cultivo.

b

suficiente nimero de

]
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Fig. & Muestra decantada en laboratorio durante 30 minutos.

7
Fig. .- (a) Muestra en medio de cultivo, Imégenes de microscopia invertida (20X) (b) Dos dias en medio de cultivo, (c) Sels dias de cultivo.

marcadores forman los criterios minimos para definir las
células madre mesenquimales pluripotenciales (Sociedad
[nternacional para la Terapia Celular) (Grificol).

Hemos observado que el porcentaje de marcadores que
identifican una célula M5SC comparando el tejido fresco
frente al criopreservado no varia significativamente: 97%
en tejido fresco frente a 87% en el procesado.

Zona de Crecimiento - periodo de cultivo:

Comparando ambos tejidos grasos, fresco v conge-
lado. se aprecia un nimero similar de MSCs por cm*® de
cultivo en un periodo medio de 15 dias, entre 20x10° y
100x10°.

Las MSCs cultivadas de descongelado FMA fueron
criopreservadas con una densidad de 4x10° células/cm®
para almacenamiento a largo plazo.

Se determind que 60cc. de grasa eran suficientes
para obtener dicha cantidad (Fig. 7).
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Crecimiento primario:

El tejido adiposo criopreservado se descongela ripi-
damente en bafio de agua tibia a 37 °C.

Después de la digestion enzimitica con colagenasa
tipo 1, las células del FMA son cultivadas en un medio de
cultivo de 5% CO2, 20% de 02 y 100% de humedad, en
placa de cultivo (75 cm?) y visualizadas bajo microsco-
pio invertido (Fig. 6).

Las células madre mesenquimales se descongelaron
y analizamos su recuperacidn, su vitalidad y la presen-
cia de marcadores de membrana. Obtuvimos una co-
rrecta recuperacion de las células, de su vitalidad y
encontramos presencia de marcadores de membrana es-
pecificos.

El nimero medio de MSCs de 10 ml recién procesa-
dos fue mayor en comparacion con el nimero de célu-
las recuperadas tras la criopreservacion, pero no fue
significativamente diferente.

Marcadores de células madre mesenquimales:

Los marcadores caracteristicos de las células fueron
contados uwsando la FACSCAN de BD Biociencias.
Hemos utilizado marcadores CD 44-45 -73-00; estos

=
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Grafico 1: Comparativa de marcadores en tejido graso fresco y congelado

Diferenciacion celular:
Ademis, estudiamos y analizamos la diferenciacion
de la célula madre proveniente de tejido graso hacia adi-
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Fig. 7: Bolsa colectora con 60 cc. de grasa

pocitos, condrocitos y osteocitos, siendo necesarios para
ello 21 dias en medio de cultivo, renovando cada 3 dias
(Fig. 8).

Discusion

Diferentes grupos de investigacion han realizado tra-
bajos que permiten obtener células madre de distintos te-
jidos humanos, como médula dsea y cordén umbilical
(3-9). En nuestro estudio. hemos obtenido MSCs direc-
tamente del tejido graso aspirado mediante liposuccidn,
siendo esta técnica mucho mis sencilla y menos agresiva
para el paciente que otros métodos (7). y que por lo tanto,
puede ser ficilmente incluida como una técnica mas de
practica habitual dentro de nuestra especialidad.

A pesar de que existen muy pocos trabajos que utili-
zan el tejido graso como fuente de obtencién de MSCs
(1,3-5,7), en ninguno de ellos se hace referencia a un sis-
tema seguro de embalaje v posterior traslado en condi-
ciones Optimas para su criopreservacion en banco de
tejidos, asi como para asegurar la supervivencia celular
de cara a su posible posterior utilizacidn terapéutica.

El tejido adiposo es uno de los tejidos mds abundan-
tes del cuerpo humano; su acceso es sencillo, el proceso
para su extraccidn es ficil de realizar y en la mayoria de
las personas, es posible extraer suficiente grasa sin per-
juicio estético alguno (5.11).

Queda demostrado también por diferentes estudios

(6,8-10) que para obtener la misma cantidad de células
madre en 1gr. de tejido graso se necesitan 500 gr. de te-
jido dseo; por lo tanto, la morbilidad asociada a su ob-
tencion desde el tejido graso es evidentemente mucho
menor.

La liposuccidn es uno de los procedimientos quirtr-
gicos mds comunes en nuestra especialidad. La grasa
extraida mediante este método, a no ser que se utilice
en el mismo acto operatorio para realizar un lipofilling
o lipoestructura, es desechada en su totalidad. Es por
ello que resulta muy coherente proponer al paciente su
conservacion para posibles futuras aplicaciones médi-
cas.

Aungue para el estudio de validacidn del proceso que
presentamos en nuestro estudio fue necesario extraer
200cc. de cada paciente, en la actualidad solo se precisa
extraer 60cc. de grasa para su almacenamiento. Esto
hace que incluso hava pacientes que acudan a la consulta
para extraer esa pequefia cantidad de grasa de forma am-
bulatoria, con un fin no estético de remodelacion del drea
donante, sino con el objetivo de almacenarla.

Las aplicaciones futuras de las células madre en me-
dicina regenerativa son cada dia mas evidentes y parecen
mas cercanas. En nuestra prictica, desde la validacion del
método hecha sobre 36 pacientes hasta la fecha de publi-
cacion de este trabajo, hemos puesto en marcha el proce-
dimiento de extraccidn v almacenaje en una veintena de
pacientes.

Conclusiones

El tejido adiposo es una de las principales fuentes de
células madre mesenguimales (MSCs), que pueden dife-
renciarse hacia linajes especificos tales como adipogé-
nico, condrogénico, osteogénico, miogénico
neurogénico.

El proceso para su extraccidn es facil de realizar v en
la mayoria de las personas es posible extraer suficiente
grasa sin causarles perjuicio estético alguno.

El tejido graso obtenido mediante lipoaspiracidn
puede preservarse intacto durante largo tiempo a fin de
ser empleado luego como fuente para trasplante graso au-
télogo para aumento de tejidos en indicaciones estéticas
y reparadoras.

Fig. 8. (a) Adipocito diferenciado proveniente de 5CMs de la grasa (Lipidos oil red 20X) (b) Condrocito proveniente de SMCs de la grasa (Proteoglicanos =
alcian blue 20X], (c) Osteocito diferenciado de smash de la grasa (Depdsitos Ca aizarin red 200.
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Las células madre procedentes de lipoaspirado de te-
Jido graso fresco en comparacidn con las procedentes del
tejido criopreservado, se concluye que poseen similar nii-
mero de marcadores especificos, densidad celular por cm?
¥ lo méds importante, la misma capacidad de diferencia-
cion celular hacia linajes especificos, demostrada me-
diante el estudio presentado,

Esta técnica estd validada por las leyes europeas vi-
gentes y cuenta con un instrumental especialmente adap-
tado para su realizacién que permite la manipulacién del
tejido adiposo sin alterar las propiedades del mismo que
s¢ necesitan para la obtencidn de células madre.
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