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Protocol of extraction and processing of adult stem cells from
ahdominal adipose tissue: coordenates of the plastic surgeonin

Serna-Cuéllar, E.

Serna-Cuéllar, E.*, Santamaria-Solis, L.**

Resumen

La terapia basada en células madre adultas constituye
la forma de tratamiento mds innovadora para la regenera-
cion de los tejidos patoldgicos, ausentes o deficitarios;
también de relleno estético apropiado para variedad de in-
dicaciones cosméticas y reconstructivas, y una de las li-
neas prioritarias de investigacién traslacional en todo el
mundo, evitando los problemas de rechazo inmune de los
homotrasplantes, las complicaciones inherentes a la im-
plantacion de otros materiales alopldsticos, las secuelas
estéticas o funcionales de las zonas donantes de los auto-
trasplantes de mayor morbilidad, y los problemas éticos
del uso de células madre embrionarias.

El cirujano pléstico tiene un papel protagonista tanto
en la extraccion del injerto de células madre del abdomen
mediante una liposuccion manual tumescente, como en la
aplicacion clinica rapida sobre distintos defectos, defor-
midades o pérdidas de sustancia.

Presentamos el protocolo de extraccién y procesa-
miento de células madre derivadas del tejido adiposo
(ADSC) aprobado por el Comité Etico de Investigacién
Clinica, que resulta ser factible, seguro y reproducible,
pudiendo servir de guia de actuacién para el disefio de
nuevos estudios clinicos controlados sobre la eficacia del
autotrasplante de células madre aplicados a muchas otras
patologias en el universo de la Cirugia Plastica en el que
esté comprometida la cicatrizacion.

Abstract

Adult stem cells-based therapy represents the most in-
novative treatment to regenerate the pathologic tissues
(absent or lacking), to “replace like with like” as an aes-
thetic filler for a variety of cosmetic and reconstructive
indications, and is one of the trending translational
research lines all over the world; avoiding the host im-
mune response and implant rejection problems of the
human allotransplants, the inherent complications due to
the implantation of alloplastic materials, the functional
and aesthetic secuelae of donor sites in high morbidity
autotrasplants, and the bioethical problems with the use
of embrionary stem cells. Plastic surgeon has a relevant
role such in the extraction of the cellular graft from the
abdomen by means of a tumescent manual liposuction,
as in the quick clinical application to different defects,
deformities and losses of substance. The protocol of ex-
traction and processing of adipose derived stem cells
(ADSC) approved by the Clinical Researching Ethical
Committee is presented as a feasible, safe and reprodu-
cible guide for the design of new controlled clinical stu-
dies about the efficacy of the stem cell autotrasplants for
the treatment of many pathologies inside the universe of
plastic surgery in which scarring process is compromi-
sed.
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Introduccion

La Medicina actual y, por ende, la Cirugia Plastica,
Reparadora y Estética, se apoya y gira en torno a proce-
dimientos “salvavidas” de trasplantes del mismo indivi-
duo (autotrasplante) o de distintos individuos de la misma
especie (homotrasplante). Los avances en la conserva-
cion y transporte de 6rganos, los nuevos medicamentos
inmunosupresores e inmunomoduladores, el perfeccio-
namiento del instrumental y de los materiales quirirgi-
cos, y la depuracién técnica de manos especializadas,
apoyadas en la microcirugia, ha permitido que sean ha-
bituales los trasplantes de 6rganos y tejidos como rifién,
higado, corazén, pulmon, pancreas, intestino, hueso, car-
tilago, muisculo, tendones o piel; de unidades funcionales
como extremidades o manos; incluso de unidades estéti-
cas como cara, tridngulo orofacial o foliculos piloseba-
ceos. A pesar de los 1643 trasplantes ejecutados en 2011,
la demanda aumenta y el 50% de los pacientes en lista de
espera para algtn trasplante no acaban beneficidndose
del procedimiento.

Ante esta realidad, investigadores y clinicos, han es-
timulado y potenciado las donaciones humanas, se han
realizado muchos estudios de factibilidad y rechazo con
xenotrasplantes, pero sobre todo, se ha dirigido el es-
fuerzo hacia la proliferacion y diferenciacion de células
madre progenitoras, embrionarias o adultas, in vitro e in
vivo, y de células madre adultas multipotenciales de mé-
dula 6sea (1,2), sangre periférica o de tejidos residentes
(3-5). El trasplante no sélo tiene que ver con la dicotomia
vida/muerte, sino que tiene un impacto crucial en la ca-
lidad de vida de los pacientes; incluso se indican tras-
plantes con finalidad estética ademas de reparadora,
reconstructiva, recuperadora o reemplazadora.

Estamos en una nueva era de la Medicina, que persi-
gue la regeneracion de los tejidos bioldgicos mediante el
uso de células madre vehiculizadas por estructuras de so-
porte (matrices o moldes reabsorbibles o biodegradables)
y estimuladas por moléculas bioactivas como los factores
de crecimiento (6,7). Estos tres son los componentes in-
tegrantes de la ingenieria tisular, que pueden representarse
en un tridngulo equildtero, interactuando conti-
nuamente entre si. De los tres, en muchos aspectos las cé-
lulas son el paso critico o limitante de la triada regenera-
tiva, pues a diferencia de matrices, proteinas y moléculas,
no pueden manufacturarse y deben ser extraidas, purifi-
cadas y replicadas sin alterar su potencial terapettico, en
suficiente cantidad, antes de su aplicacion clinica.

De la misma manera, esta ciencia implica la colabo-
racion multidisciplinaria de bidlogos, bioquimicos, cien-
tificos de biomateriales y clinicos. Por sus conocimientos
en Biologia de los trasplantes, anatomia quirdrgica y es-
tructura y funcién del tejido adiposo, por su capacidad
técnica para la extraccién minimamente invasiva de in-
jertos de diversos tipos y lugares, y por la posible rdpida
aplicacién clinica en muchos casos de reconstruccion y
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de estética (trasplante celular, injerto celular, relleno ce-
lular, adhesivo celular), el cirujano plastico debe recla-
mar su papel protagonista en este terreno (8).

La fuente de células para ingenieria tisular depende
de los requerimientos de la estructura que va a ser rege-
nerada. Las células madre embrionarias son pluripoten-
ciales y se afslan de la masa interna de los blastocistos.
Aunque conservan gran capacidad de diferenciacion, tie-
nen algunos problemas que deben ser resueltos antes de
su aplicacidn clinica: cultivo celular sin exposicién a pro-
tefnas animales, desarrollo potencial de tumores hamar-
tomatosos y teratomas, y rechazo inmunolégico por parte
del huésped. Actualmente, las células madre adultas re-
tienen todavia un grado de multipotencialidad, son mas
ventajosas para su diferenciacién preeminente hacia teji-
dos de extirpe mesodérmica, como el hueso (interdepen-
dencia entre la adipogénesis y la osteogénesis); y se
extraen del tejido adiposo unilocular (Fig.1) desde que
se demostrd que éste es la fuente mds abundante de cé-
lulas madre adultas multipotenciales, en numero 10 a
1000 veces mayor que de la médula dsea (9).

La pared abdominal es una zona habitual de depdsito
graso, dividido en compartimentos superficial y profundo
por el sistema fascial circunferencial (Fig.2). Por sus ca-
racteristicas de rdpido acceso, acimulo graso abundante
o suficiente, versatilidad y facil manejo, y de extraccién
minimamente invasiva del tejido adiposo con muy bajo
indice de complicaciones y secuelas, el compartimento
profundo del tejido celular del abdomen se elige como
zona donante ideal del tejido adiposo para aislar las cé-
lulas madre adultas.

Material y Método

Describimos a continuacién de manera detallada el
protocolo y método de terapia celular en Cirugia Plastica

Extraccion del lipoaspirado
Después de desinfectar la zona donante con povidona
iodada y preparar el campo quirdrgico, se inyecta mepi-
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Fig. 1. Tejido adiposo unilocular maduro adulto extraido del abdomen: fun-
cion metabdlica y estructural de soporte mecanico. Contribuye al mode-
lado del contorno corporal. HE 300x.
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Fig. 2. Tomografias computarizadas sin (2a) y con contraste (2b), en las que
se aprecian los compartimentos abdominales de grasa superficial (S) y pro-
fundo (D), separados por el sistema fascial circunferencial (flechas).

vacaina al 1% en la piel umbilical inferior para incidir
luego 3 mm con hoja de bisturi del n°11. Se practica una
liposucciéon manual tumescente con féormula anestésica
de Klein modificada (500mg lidocaina 5% + 12,5 meq
de H2CO3Na + 1mg de adrenalina 1:100.000 en 1 litro
de Ringer Lactato frio), mediante cdnulas perforadas con
varios orificios, de 3 y 4 mm de didmetro y distinto di-
seflo, conectadas a jeringas de 50 cm? en las que se prac-
tica vacio con freno. La disrupcién mecdnica de los
lobulillos de tejido adiposo en el espesor del comparti-
mento profundo del hemiabdomen inferior permite obte-
ner un lipoaspirado (Fig.3), que se trasvasa a tubos de
laboratorio de 50 cm’, llenando tnicamente 20 cm? de su
capacidad.

Procesamiento del lipoaspirado

TRATAMIENTO FISICO: se rellena el tubo de labo-
ratorio con igual volumen de suero fetal bovino (10)
(Fig4), se agita y se centrifugan los tubos a 3000 revo-
luciones por minuto (rpm) (900g) durante 2 minutos. Se
obtiene un centrifugado con 3 capas diferenciadas. Su-
perior: adipocitos rotos, dcidos grasos libres y triglicéri-
dos, que se elimina mediante capilaridad. Inferior:
solucion salina, anestésico local y células hematicas, que
se desechan mediante drenaje gravitacional. Y capa
media: tejido adiposo purificado, con su parénquima (adi-

pldstico en la investigacién traslacional

Fig. 3. Liposuccion tumescente manual del compartimento profundo del

abdomen.

" PO,

Fig. 4. Relleno de los tubos con igual volumen de suero fetal bovino, que
seran agitados y centrifugados a 3000 rpm durante 2 minutos.

Fig. 5. Tubo de laboratorio con tejido adiposo purificado después de elimi-
nar la capa superior del centrifugado (adipocitos rotos, acidos grasos li-
bres y triglicéridos) por capilaridad y el estrato inferior del centrifugado
(liquido anestésico, suero, células hematicas) por drenaje gravitacional.

pocitos) y estroma (matriz extracelular de tejido fibroso
y vasos sanguineos), cuya intimidad aloja las células
madre adultas multipotenciales (Fig.5).

9
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Fig. 6. Tubo de laboratorio con precipitado de alta densidad.

Fig. 7. Incubacion inicial: células con ramificaciones y estructuras esferoi-
des que corresponden a restos de grasa. Fotografia en contraste de fase,
sin teiiir, de cultivo de células madre 300x.

TRATAMIENTO ENZIMATICO: la matriz extrace-
lular se digiere con colagenasa al 0,075% durante 30 mi-
nutos a 37°C. Se inactiva después la enzima con igual
volumen de medio de cultivo y se centrifuga la mezcla a
250g durante 10 minutos. Tras desechar el liquido y grasa
indeseables, se obtiene un precipitado de alta densidad
proveniente del lipoaspirado (Fig. 6).

TRATAMIENTO QUIMICO: se resuspende el preci-
pitado en 2 cm’ de cloruro aménico 160mM (NH4C]) du-
rante 10 minutos a temperatura ambiente para lisar los
restos de hematies y se realiza una tercera centrifuga-
cidén de esta solucién a 250g durante 1 minuto. Se afiade
1 cm’ de medio de cultivo al centrifugado.

Cultivo celular

Se realiza una incubacion inicial del precipitado en
medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco, con un
10% de suero fetal bovino (10) y un 1% de penicilina y
estreptomicina, en condiciones de 37°C y un 5% CO:. En
esta fase se aprecian células fusiformes y estructuras es-
féricas que corresponden a adipocitos residuales (Fig. 7).
A las 24 horas se lava el cultivo con suero fetal bovino y
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las células fijas de la placa se mantienen en el incubador
en las mismas condiciones. Cuando el nivel de subcon-
fluencia celular alcanza el 70%, hecho que sucede entre
el 5°y 7° dia (Fig. 8), se incuban las células con tripsina
a 37°C para disgregarlas, se lavan con suero fetal bovino
y se recogen finalmente en 1 cm’ de solucion Ringer Lac-
tato.

RESULTADOS

La Sociedad Internacional de Terapia Celular esta-
blece unos criterios rigurosos de comprobacién de que
realmente las células obtenidas son células madre:

— Adherencia al pldstico en 24 horas.

— Morfologia fusiforme a las 30 horas (andloga a fi-
broblasto).

— Verificacién de la expresion de mas de 95% de
marcadores de células madre mesenquimales pro-
venientes del tejido adiposo mediante citometria
de flujo: CD 29, CD 44 y CD 90 positivos; y
menos de un 2% de expresion de marcadores
CD 45,CD 34,CD144 y CD106.

— Diferenciacion posible a adipocitos, condrocitos y
osteoblastos.

Fig. 8. Nivel de subconfluencia celular cercano al 70%. Fotografia en con-
traste de fase, sin teiir, de cultivo de células madre 100x.

CD-34

Fig. 9. CD34 +.
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C-Kit Vimentina

Fig. 13. Vimentina+.

Fig. 10. C-kit+.

Alfa-actina Keratina +

Fig. 11. Alfa-actina +.

Fig. 14. Keratina +.

Desmina S-100 -

Fig. 12. Desmina +.

Fig. 15. S100-.

La caracterizacion celular se practicé en conjuncién  optimizacion del cultivo de células madre adultas. Para
con los departamentos de Anatomia Patoldgica, Biologia  ello, se estudia el ritmo de crecimiento celular en otros
Molecular y Farmacologia, utilizando técnicas de cito-  medios de cultivo, la evolucién de la expresion de mar-
metria de flujo, inmunofluorescencia indirecta e inmu-  cadores durante el periodo de proliferacién y el andlisis
nohistoquimica. Se obtuvieron los siguientes marcadores  del efecto de distintos productos biolégicos y quimicos
celulares positivos: CD34 (Fig.9), C-kit (Fig.10), en las células.

«-actina (Fig.11), desmina (Fig. 12), vimentina (Fig.13), Estas células tienen dos propiedades basicas:

keratina (Fig.14). El marcador de las células melédnicas 1. A medida que se dividen, tienen el potencial de re-

S100 fue negativo (Fig.15). novarse y multiplicarse para formar més células
Otro objetivo de laboratorio en el que se trabaja es la madre. El niimero y plasticidad de células posibles

8t
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para diferenciarse a otros tipos celulares disminuye
con la edad.

2. Potencial diferenciador hacia distintos tipos celu-
lares. El cultivo de estas células en medio Eagle
modificado de Dulbecco con un 10% de suero fetal
bovino (10) y suplementados con diferentes sus-
tancias, estimula su diferenciacion hacia células de
extirpe:

— ADIPOGENICA: isobutilmetilxantina 0,5mM+
dexametasona 1M+ insulina 1 M+ indometa-
cina 200 uM + 1% antibiotico.

— OSTEOGENICA: dihidroxivitamina D3 0,1
M+ fosfato 2 ascérbico 50 uM + glicerofosfato
10 Mm + 1% antibiético.

— CONDROGENICA: insulina 625 pg/ml +
TGFB1 10 ng/ml + fosfato 2 ascérbico 50 Nm +
1% antibidtico.

— MIOGENICA: hidrocortisona 50 yM + 1% an-
tibidtico.

— NEUROGENICA: Bmercaptoetanol 5-10 mM
sin suero fetal bovino.

Demostracion objetiva en todas ellas de la multipo-

tencialidad de las células madre adultas provenientes del
tejido adiposo abdominal.

Discusion

En la clinica, se ha probado el uso preliminar de cé-
lulas madre en distintas patologias (11), y se estdn lle-
vando a cabo numerosos ensayos clinicos en fase IIl y
IV que evalian la seguridad, factibilidad y reproductibi-
lidad alargo plazo de esta nueva técnica, cumpliendo los
estrictos criterios bioéticos. A este respecto la Agencia
Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios
(AEMPS) recuerda y advierte textualmente que:

“La oferta directa a ciudadanos y pacientes de dis-
tintas terapias basadas en la manipulacién de cé-
lulas madre de diferentes origenes y postuladas
para el tratamiento de las mds variadas enferme-
dades y condiciones clinicas esta contribuyendo a
generar cierta confusion en la sociedad. Se ad-
vierte del uso premeditado de determinada termi-
nologia médica en situaciones que nada tienen que
ver con el tratamiento de enfermedades humanas.
— Con la excepcidn de los trasplantes de precursores
hematopoyéticos, las terapias con células madre
utilizadas para el tratamiento de cualquier tipo de
enfermedad son consideradas medicamentos y, por
tanto, su desarrollo, autorizacion y utilizacién debe
realizarse de acuerdo con las normas especificas
establecidas para este tipo de medicamentos en Eu-
ropa y Espafia. Hasta la fecha, no hay ningin
medicamento basado en células madre que esté
comercializado en Espafia, por lo que la oferta
de dichos tratamientos fuera de las tres excepcio-
nes contempladas: implante de condrocitos auto-
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logos, queratinocitos para tratamiento de quema-
dos y células troncales limbocorneales para lesio-
nes corneales, y de los ensayos clinicos o el uso
compasivo autorizados por la AEMPS, es ilegal.

— En el caso particular de los cosméticos, de acuerdo
con la reglamentacién, estos productos no pueden
contener derivados de origen humano, por lo que
la utilizacién de células madre humanas en pro-
ductos comercializados es ilegal. Los productos a
base de células madre humanas en tratamientos
con finalidades estéticas también tienen la consi-
deracion de medicamento, por lo que les resultan
de aplicacién los mismos principios que el resto
de tratamientos basados en células madre: demos-
trar su calidad, seguridad y eficacia en ensayos cli-
nicos adecuados que permitieran al ciudadano
saber los efectos y posibles riesgos de su utiliza-
cién. Hasta la fecha no se ha autorizado ningin
medicamento de este tipo con fines estéticos, por
lo que su presencia en el mercado se considera
igualmente ilegal.

— Los tratamientos que se basan en células madre de
origen vegetal no tienen ninguna relacion con las
células madre de origen humano y no se ha de-
mostrado que posean ninguna utilidad en el trata-
miento de enfermedades. No obstante, si asi se
postulara, sus efectos deberian ser probados en en-
sayos clinicos adecuados y les resultarian de apli-
cacién los mismos principios. La utilizacién de
este tipo de células en cosméticos u otro tipo de
productos para tratamientos estéticos no estd rela-
cionada con la prevencion, tratamiento o diagnds-
tico de las enfermedades humanas. La utilizacién
de la misma terminologia busca, en muchas oca-
siones, aprovechar el aspecto novedoso de las te-
rapias con células madre para trasladarlo a otros
ambitos ajenos al contexto médico”.

Este aviso para navegantes delimita en nuestro pafs
actualmente el uso y posibilidades de la Terapia Celular
a grupos de investigacion traslacional (rdpida aplicacion
clinica) formados por un equipo multidisciplinar (jcon
cirujano plastico incluido!), dotados de una infraestruc-
tura especifica y técnicas avanzadas de Biologia Mole-
cular y Celular, que trabajan en un Instituto de Inves-
tigacion vinculado a un Hospital Universitario con un
Comité de Etica de Investigacién Clinica, y con el apoyo
académico, institucional y econémico necesarios. El ci-
rujano pléstico inmerso en este grupo debe conocer el
producto que maneja (células madre mesenquimales pro-
venientes del tejido adiposo), su procedimiento de ob-
tencion y procesamiento (liposuccion y lipoaspirados) y
el productor (institucién, patrocinador, departamentos de
investigacién) (12).

Otra estrategia para uso clinico desde un abordaje de
ingenieria tisular es la conjuncion de células madre esti-
muladas por ciertas sustancias quimicas y vehiculizadas
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mediante una matriz o molde, intentando fabricar un im-
plante neoadiposo: enriquecimiento con células madre
adultas para mejorar la supervivencia de los injertos de
grasa, al favorecer la angiogénesis y minimizar la res-
puesta inflamatoria (13), o su combinacién con 4dcido po-
lilactico o con coldgeno frente a esponjas de dcido
hialurénico. Sin embargo, son necesarios mas estudios
para avanzar en el conocimiento de las sefales intimas
implicadas en la diferenciacion celular, las interacciones
entre las células y la matriz, y de la biologia de los mor-
fogenes relacionados con el tejido adiposo (14).

Conclusiones

El tejido adiposo abdominal es la fuente mds abundante
y accesible de células madre mesenquimales, por su facil
y rapida disponibilidad y su aplicacién clinica con muy
baja morbilidad. En aplicaciones clinicas preliminares y
ensayos de investigacion, los “injertos” de células madre
han originado un proceso de cicatrizacion progresiva efec-
tiva, sin observarse fendmenos de rechazo ni de prolifera-
ciéon celular incontrolada; aunque se requiere un
seguimiento a largo plazo del comportamiento de las cé-
lulas y su efecto en determinadas patologias clinicas.

El protocolo de investigacion presentado es seguro,
factible y reproducible; puede servir de guia central y es
perfectamente extrapolable, implantable y asimilable por
otros grupos. Pero cada uno debiera trabajar y crecer sobre
su propio método y modificaciones; buscar y ensayar sus
propias aplicaciones clinicas en el relleno, cobertura, obli-
teracion o cicatrizacién de mdltiples defectos, y realizar su
andlisis y comprobacién objetiva de los resultados obte-
nidos segin Medicina Basada en la Evidencia.

Llegado el momento en que la colaboracién del ciru-
jano plastico en cada grupo de investigacién sea habitual
y dé sus frutos clinicos, estamos convencidos de que el ti-
tulo de nuestra especialidad serd Cirugia Pléstica, Esté-
tica y Regenerativa.
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