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RESUMEN

Introduccion: El adipocito caracteriza el tejido adiposo, pero lo componen también
las células madre, preadipocitos, macréfagos, neutréfilos, linfocitos, y células
endoteliales. Uno de los componentes que ha adquirido mayor relevancia es la
fraccion vascular estromal, que incluye células vasculares, sanguineas y
precursoras de adipocitos.

Objetivos: Demostrar la presencia de células madre hematopoyéticas en el tejido
adiposo obtenido por liposuccion y la relacion de la expresion celular con las
caracteristicas de los pacientes.

Método: Estudio descriptivo y transversal, desarrollado entre julio/2019 y

julio/2020, en pacientes con criterios para liposuccion atendidos en el servicio de
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cirugia plastica del Hospital Ameijeiras. A todos se les realizé medicion de células
madre mediante métodos inmunoldgicos, utilizando un citémetro de flujo
MACSQuant 10, con tincién con anticuerpos monoclonales PE-CD34 y FITC-CD45
y yoduro de propidio como sonda fluorescente especifica de ADN para precisar la
viabilidad celular en tejido adiposo obtenido por nanofat.

Resultados: Predominé el sexo femenino (94,1 %); el grupo de 31 a 40 afnos (64,7
%) e indice de masa corporal entre 25,1 y 30 kg/m? (47 %). Los pacientes con
quemaduras y cancer de mama presentaron menores resultados de recoleccion de
células madre. Los mayores porcentajes de células madre se encontraron en los
pacientes con indice de masa corporal igual o menor a 25 kg/m?(38.6 %y 63 %) y
edad entre 20 y 30 anos (mas del 50 %).

Conclusiones: Se demostro la presencia de células madre hematopoyéticas del
tejido adiposo cuya concentracion varia en dependencia de las caracteristicas del
donante.

Palabras clave: citometria de flujo; tejido adiposo; células madre; anticuerpos

monoclonales

ABSTRACT

Introduction: The adipocyte characterizes the adipose tissue, but it is also
composed of stem cells, preadipocytes, macrophages, neutrophils, lymphocytes,
and endothelial cells. One of the components that has become more relevant is the
stromal vascular fraction, which includes vascular cells, blood cells and adipocyte
precursors.

Objective: To demonstrate the presence of hematopoietic stem cells in adipose
tissue obtained by liposuction and the relationship of cellular expression with the
characteristics of the patients

Method: Descriptive and cross-sectional study, developed between July/2019 and
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July/2020, in patients with criteria for liposuction treated in the plastic surgery
service of Ameijeiras Hospital. Stem cell measurement was performed on all of
them by immunological methods, using a MACSQuant 10 flow cytometer, with
staining with monoclonal antibodies PE-CD34 and FITC-CD45 and propidium iodide
as a specific fluorescent DNA probe to specify cell viability in tissue. adipose
obtained by nanofat.

Results: Female sex predominated (94.1%); the group from 31 to 40 years old
(64.7%) and body mass index between 25.1 and 30 kg/m2 (47%). Patients with
burns and breast cancer had lower stem cell harvesting results. The highest
percentages of stem cells were found in patients with a body mass index equal to
or less than 25 kg/m2 (38.6% and 63%) and age between 20 and 30 years (more
than 50%).

Conclusions: The presence of hematopoietic stem cells from adipose tissue was
demonstrated, whose concentration varies depending on the characteristics of the
donor.

Keywords: flow cytometry; adipose tissue; stem cells; monoclonal antibodies
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Introduccion

El descubrimiento de las células madre hematopoyéticas del tejido adiposo es
relativamente reciente. Se cree que se originan a partir de una poblacién de
células estromales y se encuentran en la actualidad en investigaciéon por su

potencialidad para una variedad de tratamientos.(")
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Una de las posibles aplicaciones es en la regeneracion de tejidos danados. Por
ejemplo, se ha demostrado que pueden diferenciarse en células del musculo
esquelético, lo que sugiere que podrian ser utiles en la reparaciéon de lesiones
musculares. Ademads, se ha investigado su uso en la regeneracién del tejido
nerviosoy en lareparacion de lesiones de la médula espinal. Estas células pueden
actuar como reguladoras de la respuesta inmunitaria, lo que podria ser
beneficioso en el tratamiento de las enfermedades autoinmunes.®

El tejido adiposo deriva de la capa mesodérmica y se forma en el segundo
trimestre de gestaciéon. Su diferenciacion celular procede de la secuencia
adipoblasto — preadipocito — adipocito inmaduro - adipocito maduro, mediada por
células troncales multipotentes con propiedades similares a las obtenidas desde
la médula 6sea. Probablemente el progenitor de los adipocitos proviene de la
médula dsea a través de la circulacion.®)

La célula que caracteriza al tejido adiposo es el adipocito, pero no es el Gnico tipo
celular presente en este tejido. Lo componen también células madre, macroéfagos,
neutréfilos, linfocitos y células endoteliales, entre otros. La presencia de células
madre en este tejido fue descrita por primera vez en 2001 y en 2007, se demostro
su propiedad regenerativa ¥

El aislamiento de las células madres derivadas del tejido adiposo puede hacerse
por un método enzimatico o mecanico. Cuando el proceso se realiza
mecanicamente, los adipocitos se fracturan mediante emulsificacién mecanica
y filtracién, dejando intacta la VSF viable. El producto final que se obtiene de este
proceso se conoce como Nanofat. Se basa en la interrupcidon mecanica del tejido
adiposo a través de conectores luer lock de pequeno diametro, seqguido de
filtracion. ®

Aunque se requiere un mayor nimero de investigaciones para comprender del todo

el potencial de estas células en la terapia celular, constituyen una prometedora
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area de investigacion. Por tal motivo, en el presente estudio se aplicé la citometria
de flujo al tejido adiposo obtenido por liposuccién y procesado por Nanofat, con
el objetivo de demostrar la presencia de células madre hematopoyéticas y la

relacidn de la expresidn celular con las caracteristicas de los pacientes.

Métodos

Se realizé un estudio en pacientes con criterios de liposuccion atendidos en el
servicio de cirugia plastica y caumatologia del Hospital Clinico Quirdrgico
“Hermanos Ameijeiras” entre julio de 2019 y julio de 2020, y que otorgaron
su consentimiento para formar parte de la investigacion.

Se incluyeron 16 mujeres y un hombre, con un promedio de edad de 36 anos. Se
calculd el indice de masa corporal (IMC) y se clasificaron los sujetos segun la
metodologia de la Organizacion Mundial de la Salud. ® Se incluyeron seis
pacientes con antecedentes patoldgicos personales como causa directa o
indirecta de la indicaciéon del procedimiento, el resto se consideré sano. (Tabla
1)

Tabla 1- Antecedentes patoldgicos personales de los sujetos incluidos

Antecedentes patolégicos personales n (%)
Alogenosis iatrogénica 2(11.8)
Cancer de mama 1(5.9)
Quemaduras 2(11.8)
Radiodermitis 1(5.9)
Sano 11 (64.7)
Total 17 (100)

Se excluyeron pacientes embarazadas o lactando, con trastornos psiquiatricos,
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enfermedades agudas o crénicas descompensadas, propensos a formar
queloides, con infeccién cutanea o sistémica, fumadores y alcohdlicos, y aquellos
bajo tratamiento con anticoagulantes, antifibrinoliticos, antiinflamatorios no
esteroideos, corticoesteroides o inmunosupresores.

Se realiz6 aspiracion de tejido adiposo por liposuccion en la region infraumbilical,
lumbar o trocantérica con canula de 3 mm y jeringuilla de 20 mL decantacién
de la grasa por 10 min, emulsién con transfer de 0.7 mm, T mm, 1.5 mm, 2.5 mm,
de mayor a menor didmetro, por rejilla Nanofat y filtracion.

Para la identificacion de las células madre se utilizé6 un citémetro de flujo
MACSQuant 10 (Milteny, Alemania). Las muestras se tifieron simultaneamente
con anticuerpos monoclonales anti-CD34-PE y anti-CD45-FITC (Milteny,
Alemania). Se calculé el porcentaje de células CD34+CD45+ sobre el total de

células CD45+. Se utilizé yoduro de propidio excluir las células no viables.

Resultados

La mediana del porcentaje de células CD34+CD45+ calculado sobre el total de
células CD45+ en los sujetos sanos fue del 38,6 % y en los pacientes con

antecedentes patoldgico personales, del 6,2 % (fig. 1).
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Fig. 1. Porcentaje de las células CD34+CD45+ segun antecedentes patolégicos

personales.

Los pacientes con un peso normal segun el IMC, presentaron la mayor mediana
del porcentaje de células CD34+, que fue de 55,5 %. Los clasificados como

sobrepeso y obesos tuvieron menores porcentajes, 18,1% y 23,2, respectivamente

(fig. 2).
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Fig. 2. Porcentaje de las células CD34+CD45+ segun indice de masa corporal.

Se encontr6 que con el aumento de la edad existe una tendencia a la

disminucion delporcentaje de las células CD34+ (Fig. 3).
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Fig. 3. Porcentaje de las células CD34+CD45+ segun edades.

Discusion

Prant y colaboradores plantearon que el recobrado de células progenitoras
derivadas del tejido adiposo dependen del método para la enumeracion y del
protocolo de aislamiento, () por lo que, para eliminar el sesgo, en la presente
investigacion todas las muestras fueron obtenidas, tratadas y evaluadas con
igual metodologia.

Tanto alos productos de la liposuccién como de la abdominoplastia se les pueden
aplicar métodos de disgregacion mecanica y de digestion enzimatica. ©® El
tratamiento enzimatico permite aislar mejor y cultivar las células madre, sin
embargo, la disrupcion mecanica por nanofat que se utilizé6 en la presente
investigacion, aporta una poblacion de células estromales organizadas como

agregados celulares que permanecen unidas a la matriz celular nativa lo que
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mantiene la viabilidad celular y garantiza una respuesta mejorada a la
proliferacion y diferenciacion en comparacion con las células aisladas. 69

El hallazgo de la presente investigacion con respecto al porcentaje de células
CD34+CD45 en los sujetos sanos, que fue 32,4 puntos porcentuales mayor que en
aquellos que presentaron alguna enfermedad al momento de la lipotransferencia
(fig. 1), pudo deberse a que el tejido adiposo es un reservorio de células
pluripotenciales que se movilizarian hacia otras localizaciones durante los
procesos patoldgicos.

Existen pocas investigaciones que asocien las caracteristicas del donante con el
namero de células madre hematopoyéticas que se recuperan en el
lipoaspirado.(1%11.1213) Kjling y colaboradores encontraron que el género, la edad,
el IMCy el antecedente de cancer podrian afectar el rendimiento, la composicion,
la pureza y la potencia los elementos celulares especificos en la fraccién
vascular estromal aislada. (3

Los pacientes clasificados como sobrepeso y obesos tuvieron menores
porcentajes de células CD34+ CD45+, en comparacion con los de peso normal, lo
que pudo deberse a los cambios tisulares condicionados por crecimiento del
tejido adiposo de forma no fisioldgica. (fig. 2) Una de las importancias de este
hallazgo se evidencian en el citado trabajo de Kiling y colaboradores, quienes
demostraron que la proporcién entre las células madre hematopoyéticas y células
estromales/madre del tejido adiposo pueden modificar el resultado final de las
terapias celulares. (13

El proceso de inmunosenescencia podria guardar relacion con el presente
resultado que muestra una tendencia a que con el aumento de la edad de los
donantes se recupere un menor porcentaje de células CD34+ CD45+ (fig. 3).
Choudhery y colaboradores encontraron que la edad del donante impacta de

forma negativa en la posterior expansiéon y diferenciacion de las células
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mesenquimales derivadas del tejido adiposo, lo que podria impactar de forma
negativa en el éxito de las terapias celulares. ("

Las células madre hematopoyéticas en el tejido adiposo obtenido por Nanofat
que se identificaron por citometria de flujo presentaron una concentracion

relativa diferente segun las condiciones bioldgicas del donante.
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