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Nuevo dispositivo para el aislamiento de Ia
_ fraccion estromal vascular a partirde
linoaspirados humanos: métoo de obtencion
y analisis de calidad celular

New device for stromal vascular fraction isolation from
human lipoaspirates: method and cell quality analysis

Dos-Anjos, S.

Dos-Anjos, S. *, Mercader, J.**, Katz., AJ***,, Llull, R. ****

Resumen

El tejido adiposo obtenido mediante liposuccion es una
fuente idonea para aislar células con potencial terapéu-
tico, las denominadas células de la fraccion estromal vas-
cular (FEV), que incluyen células madre mesenquimales.
Estas células se han convertido en una de las principales
herramientas de terapia celular autéloga para diversas
aplicaciones médicas, y en los ultimos afios se han ido
desarrollando diversas tecnologias para su aislamiento y
uso clinico.

En este trabajo presentamos un nuevo método rapido,
sencillo y eficiente para el aislamiento de células de la
FEV mediante un dispositivo médico cerrado que permite
recoger y procesar lipoaspirados humanos en el mismo
procedimiento quirtrgico de manera coste-efectiva. Ade-
mas describimos los métodos llevados a cabo para cuan-
tificar la calidad, seguridad y eficacia del indculo celular
obtenido.

Abstract

The adipose tissue obtained by liposuction is an abun-
dant source to isolate regenerative cells, the stromal vas-
cular fractions cells (SVF), including adipose mesenchy-
mal stem cells. These cells have became an excellent tool
for autologous cell therapy in different clinical applica-
tions, and several platforms for adipose tissue processing
have been developed for SVF isolation.

In this study we describe a new medical device for
SVF isolation from human lipoaspirates, using a fast, ef-
ficient and user-friendly procedure in the same surgical
act in a cost-effective way. Additionally, we present dif-
ferent methods to guarantee the quality, safety and po-
tency of the cell inoculum obtained.
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Introduccion

A lo largo de la dltima década, estudios de diferentes
grupos de investigacion han demostrado que la gran ma-
yoria de tejidos del cuerpo humano poseen células pro-
genitoras que presentan cierta capacidad de proliferacion
y diferenciacion hacia distintos linajes celulares. Estas
células cumplen funciones de reparacion de pequeias le-
siones y también sirven de recambio para sustituir otras
células que mueren o desaparecen como consecuencia
del proceso de envejecimiento (1).

De entre todos los tejidos, el adiposo se ha convertido
en uno de los mds estudiados en los dltimos afios dado
que suele ser abundante en el cuerpo humano, es un tejido
accesorio y de facil obtencidén y ademas es una fuente
muy rica de células con propiedades regenerativas (2,3).

El tejido adiposo se ha considerado tradicionalmente
como un tejido inerte. Sin embargo desde el descubri-
miento de células madre mesenquimales pluripotencia-
les en los lipoaspirados (4) y la descripciéon del método,
relativamente sencillo para su obtencion (18), hemos
asistido a un interés creciente por su uso en medicina re-
generativa. Este descubrimiento realizado por los Drs.
Llull y Katz, asi como el aislamiento y posibles usos de
las células madre mesenquimales, se plasmaron en la pa-
tente “231” (US 6,777,231 Patent).

La liposuccion o aspiracion del tejido adiposo es en la
actualidad uno de los procedimientos estéticos mds rea-
lizados en el mundo. Aunque habitualmente se realiza
con el objetivo de eliminar la grasa corporal sobrante y
modelar la figura, cada vez se utilizan mas los lipoaspi-
rados como fuente para aislar células con potencial tera-
péutico, las denominadas células de la fraccién estromal
vascular (FEV).

La FEV comprende una poblacion heterogénea de cé-
lulas con distintas funciones que se obtienen tras lavado,
digestion y centrifugacion de una muestra de lipoaspirado.
El procedimiento detallado para su aislamiento se expli-
card a lo largo de este trabajo. Entre los tipos celulares
que forman parte de la FEV destacan entre otros (5-7):

e Preadipocitos: células que dardn lugar a adipoci-

tos maduros.

* Fibroblastos: células encargadas de sintetizar y or-
ganizar la matriz extracelular del tejido adiposo.

e (Células madre mesenquimales adultas: con capa-
cidad de diferenciacién hacia distintos linajes ce-
lulares y de control celular.

e (Células con capacidad inmunomoduladora: mono-
citos, macrdfagos, linfocitos, etc.

* Progenitores hematopoyéticos, pericitos: cuya fun-
cion es estabilizar la formacidn de nuevos vasos
sanguineos.

Las células madre derivadas del tejido adiposo (CM)
presentes en la fraccion estromal vascular, son capaces
de diferenciarse en diversas lineas celulares tales como:
adipogénica, condrogénica, osteogénica y otras, ofre-
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ciendo un apoyo adicional para su uso terapéutico (8).
Esta capacidad morfogénica o transdiferenciativa de las
CM (en particular de aquellas derivadas del tejido adi-
poso) es la que ha hecho que se consideren una de las
grandes expectativas en medicina regenerativa. Estas cé-
lulas son capaces de liberar multitud de factores con ca-
pacidad angiogénica (9), inmunomoduladora (10, 11),
mitogénica, sintética o antiapoptdtica (12).

En la actualidad, muchos grupos y centros de investi-
gacidn han centrado su actividad en la expansién en cul-
tivo celular y posterior utilizacién de las células madre
mesenquimales a partir de la FEV procedente de lipoas-
pirados humanos. Sin embargo, las células que com-
prenden la FEV, por si mismas, son suficientes y capaces
en muchos casos de desempefar funciones reparativas y
regenerativas. Se han desarrollado diversos ensayos cli-
nicos en este sentido (13,17). Ademas, la utilizacién de
células en fresco, sin manipulaciones sustanciales, y de
forma autdloga, no plantea problemas éticos ni regulato-
rios, lo cual es muy propicio para su utilizacion clinica
siempre y cuando el procesamiento e implantacion se re-
alicen en el mismo acto quirurgico y sin alterar la fun-
cion esencial de las células aisladas.

El uso de las células terminalmente diferenciadas ob-
tenidas del estroma del tejido adiposo junto con CM ca-
pacita una estrategia terapéutica amplia en patologias
asociadas a cicatrizacion, revascularizacién y modula-
cién de la respuesta inmune innata y adquirida (14).

Existen actualmente en el mercado distintas platafor-
mas semiautomatizadas que permiten el aislamiento de
células de la FEV a partir de tejido adiposo humano (Ce-
lution®, Tissue-Genesis®, Sepax®, etc); sin embargo, su
elevado coste impide en términos generales su utilizacion
clinica.

En este trabajo describimos los pasos necesarios para
aislar de forma rdpida y eficiente una gran cantidad de
células de la FEV mediante la utilizacién de un nuevo
dispositivo cerrado que permite el procesamiento de
grandes cantidades de lipoaspirado humano. Analizamos
también distintos pardmetros relacionados con la calidad,
seguridad y eficacia de las células obtenidas, con el ob-
jetivo de que puedan ser utilizadas de forma clinica con
la mayor garantia de éxito.

Material y Método

Para este trabajo utilizamos un total de 24 muestras
de tejido adiposo humano procedentes de liposucciones.
Las zonas donantes fueron: abdomen, flancos y cara in-
terna de los muslos, principalmente. Todas las pacientes
fueron mujeres que mediante consentimiento informado
permitieron la utilizacion de estas muestras con propd-
sito de investigacion. La gran mayoria de estas pacientes
fueron sometidas a aumento mamario con tejido adiposo
autélogo enriquecido con células de la FVE. La edad
media (media +/- desviacion estandar (DP)) fue de 37,56
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Fig. 1. Imagen del dispositivo GID SVF-1 vacio (izquierda) y conteniendo un
lipoaspirado crudo, sin procesar (derecha).

+/- 11,94 aiios, con un rango de 21 a 56 afos. El indice de
masa corporal (IMC) medio fue de 20 +/- 2. Ninguna pa-
ciente presentaba infeccién, enfermedad o alte-
racion endocrina concomitante. La recogida del tejido adi-
poso se realiz6 mediante aspiracion utilizando el disposi-
tivo Microaire® y canulas de punta roma tipo mercedes de
4 mm de didmetro, previa infiltracién de la zona donante
mediante solucién salina fisioldgica y adrenalina.

Para el aislamiento de la FEV utilizamos un dispositivo
médico cerrado (GID SVF-1) (Fig. 1) que permite la reco-
gida directa del lipoaspirado desde la cdnula de liposuc-
cién, asi como el procesamiento del mismo de forma rdpida
y sencilla (The GID Group Inc, Colorado, EE.UU.).

El procedimiento empleado, de forma resumida, fue el
siguiente:

* Tres lavados consecutivos del tejido adiposo utili-
zando solucién Ringer Lactado suplementada con
antibidticos y heparina.

* Digestion enzimdtica durante 40 minutos a 37 °C
en agitacion utilizando el reactivo GIDzyme-2
(The GID Group Inc, Colorado, EE.UU.).

* Inactivacion del enzima mediante albimina hu-
mana al 2,5 % y centrifugacién a 800 g durante 10
minutos para obtener el pellet celular (tejido com-
primido) que contiene la FVE (Fig. 2).

* Este pellet se resuspendi6 en 20 ml de Ringer Lac-
tato mediante una aguja espinal de 14 G (Abbo-
cath) y la suspension celular obtenida se analiz6
mediante distintos métodos que se describen a con-
tinuacion.

La determinacién del nimero de células nucleadas ob-
tenido, viabilidad celular, indices de proliferacion y apop-
tosis se realizo utilizando el dispositivo Nucleocounter
NC-3000 (Chemometec, Dinamarca) y los kits suminis-
trados por el fabricante. Asimismo, se realiz6 la confir-
macién manual mediante una cdmara de contaje
Neubauer en el microscopio de contraste de fases (Nikon
Eclipse Ti).

y andlisis de calidad celular

Fig. 2. Imagen que muestra el pellet celular que contiene la FVE, tras diso-
ciacion y centrifugacion del lipoaspirado utilizando el dispositivo GID SVF-1.

La determinacién de los niveles de endotoxinas en la
suspension celular se efectud utilizando el dispositivo En-
dosafe-PTS siguiendo las recomendaciones especificas
del fabricante (Charles River).

Los ensayos de potencia (eficacia) se realizaron me-
diante el cultivo celular de células de la FVE en matrigel
para determinar capacidad angiogénica, y co-incubacién
de las mismas en presencia de PBMCs (células mononu-
cleares de sangre periférica) para determinar la capaci-
dad inmunomoduladora a través de la inhibicién de la
proliferacion.

RESULTADOS
Analisis de calidad
1. Rendimiento y viabilidad celular

Las células de la FVE fueron analizadas para determi-
nar el nimero obtenido y su viabilidad. Los resultados se
expresan como nimero de células nucleadas totales y via-
bles por cada centimetro ctibico de lipoaspirado seco pro-
cesado (media + SEM). También se muestra el porcentaje
de viabilidad celular. Los datos especificos obtenidos se
presentan en la Tabla I. Los valores de rendimiento celu-
lar obtenido de la FVE fueron de unas 600.000 células nu-
cleadas por cada mililitro de tejido adiposo seco
procesado —ausencia de fluidos- (Tabla I). Los datos de
viabilidad media obtenidos estuvieron en torno al 80%.

2. Indice apoptético

La mayor parte de células viables (no apoptdticas) se
acumulan en el cuadrante superior derecho (aproxima-
damente el 80%) (Fig. 3); cuando un porcentaje impor-
tante de células estan dafiadas o en proceso apoptético, se
produce un desplazamiento hacia el cuadrante inferior.

Tabla I. Contaje y viabilidad celular

Células nucleadas totales /cc
tejido adiposo seco

Células nucleadas viables /cc
tejido adiposo seco

% Viabilidad Celular

656.413 + 107964
(Mean + SEM) (n=14)

548.275 £ 97543
(Mean + SEM) (n=14)

82.73+2.49
(Mean + SEM) (n=14)

Iy
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Fig. 3. Imagen representativa (scatter plot) obtenida por citometria de la
muestra de células de la FEV marcadas con el colorante JC-1. Permite
medir procesos apoptéticos mediante variaciones del potencial de mem-
brana mitocondrial a través de fluorescencia.
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Fig. 4. Imagen representativa de histogramas de ADN obtenidos utilizando el
kit 2-step cell cycle assay (Chemometec®, Dinamarca) en células FVE frescas.

Fig. 5. Células FVE tras 15 dias de cultivo in vitro en matrigel. Se observa
cémo las células se organizan en redes complejas. Imagen obtenida me-
diante microscopio de contraste de fases Nikon Eclipse Ti-S (100 X).

3. Ciclo celular (indice de proliferacion)

El contenido de ADN celular se analizé mediante ci-
tometria de imagen. La gran mayoria de células (en torno
al 95 %) estan en fase GO/G1 (estado de reposo, sin pro-
liferar, pico 2), mientras que solamente un 2-4 % de las
células estdn en proliferacion (poblaciones 3-4 en fases S
y G2/M) (Fig. 4).

Tabla Il. Valores de endotoxina obtenidos en la
suspension celular (EU/mi).

Niveles de endotoxina EU/ml

1,9 EU/ml
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Analisis de seguridad de la suspension celular obtenida
1. Nivel de endotoxinas

Los valores encontrados en todas las muestras anali-
zadas fueron siempre muy inferiores al limite permitido
por la EMEA (Agencia Europea del Medicamento). Los
datos especificos obtenidos se detallan en la Tabla II.

2. Andlisis microbiologico.

Se realizaron ensayos microbioldgicos para asegurar
que la suspension celular obtenida estaba libre de patd-
genos microbianos. Para ello se realizaron tinciones de
Gram y cultivo durante al menos 72 horas en medio agar-
chocolate que permite el crecimiento de multitud de
cepas bacterianas.

No se obtuvo crecimiento de colonias en ningiin caso,
y las tinciones de Gram fueron siempre negativas en
todas las muestras analizadas (n=24).

3. Andlisis de eficacia (ensayos de potencia)

Para demostrar la funcionalidad de las células aisladas
se realizaron diversos ensayos de potencia como: siembra
de células FVE en matrigel (ensayo de angiogénesis) o in-
hibicion de la proliferacion de PBMCs —células mononu-
cleares de sangre periférica-(ensayo de inmunomodulacion).

Los ensayos de cultivo en matrigel mostraron que las
células eran capaces de asociarse y formar estructuras com-
plejas en matrigel, en muchos casos con marcado positivo
para el marcador CD31 (células endoteliales) (Fig. 5).

La incubacién de células FVE en presencia de
PBMCs demostré la capacidad inmunomoduladora de
estas células mediante la inhibicion de la proliferacién de
linfocitos previamente activados con fitohemaglutinina.

Las células FVE en cultivo también demostraron ca-
pacidad de diferenciacion hacia distintos linajes celulares
mesodérmicos mediante estimulacion con diferentes me-
dios inductivos (diferenciacion adipogénica, condrogé-
nica y osteogénica).

Discusion

El andlisis de los resultados obtenidos indica que el
dispositivo GID SVF-1 y el método descrito permiten un
aislamiento rdpido (aproximadamente en 1 hora) y efi-
ciente (en torno a 600.000 células nucleadas por gramo
de tejido adiposo procesado) de células de la FEV a par-
tir de lipoaspirados humanos.

Este dispositivo cerrado, que puede utilizarse en el
quiréfano durante un mismo procedimiento quirdrgico
para procesar tejido adiposo humano, mantiene un am-
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biente estéril durante todo el proceso, como asi lo de-
muestran los ensayos microbioldgicos realizados (ausen-
cia de colonias) y los bajos niveles de endotoxinas
obtenidos.

En cuanto al rendimiento celular estd en el mismo
rango, o es incluso superior, a otras tecnologias disponi-
bles de forma comercial (15, 16). Una de las grandes ven-
tajas que ofrece este dispositivo es el que permite procesar
volimenes grandes de tejido adiposo (hasta 350 cc de te-
jido adiposo en cada dispositivo, y hasta 4 dispositivos a
la vez, un total de 1400 ml) para el aislamiento celular.

Todos los andlisis de seguridad realizados al efecto
indican que la tecnologia es segura, con niveles de endo-
toxinas muy bajos y ausencia total de contaminacién en
la poblacién celular (FVE) aislada.

Los ensayos de potencia realizados (inmunomodula-
cién y angiogénesis) con la poblacion celular obtenida
utilizando el dispositivo GID SVF-1, indican que estas
células son funcionales y podrian desempefiar funciones
relacionadas con el control de la respuesta inmune y la
formacion de nuevas redes vasculares, como también han
demostrado otros autores (6, 9).

Conclusiones

La técnica y el dispositivo GID SVF-1 utilizados
permiten aislar de forma sencilla, rdpida y eficaz célu-
las de la fraccion estromal vascular a partir de lipoaspi-
rados humanos. Estas células pueden emplearse con
distintos fines terapéuticos, partiendo de tejido adiposo
humano y dentro de un mismo procedimiento quirur-
gico, con seguridad.
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