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RESUMEN

Diferenciacién de las células madre mesenquimales, hematopoyéticas y plasma
rico en plaguetas en tejido adiposo adulto in vitro

Objetivo: Descripcion de la técnica del aislamiento y cultivo de las células madre y
su diferenciacion a tejido adiposo mediante un proceso controlado. Se evallan la
diferenciacion a partir de células madre mesenquimales, de células madre
hematopoyéticas y ambas células madre con factores de crecimiento mediante
plasma rico en plaquetas. Método: Las células madre mesenquimales son
obtenidas de grasa abdominal de 2 pacientes por medio de liposuccion, las células
madre hematopoyéticas son obtenidas de la médula ésea de las pacientes
mediante puncion de la cresta iliaca y el plasma rico en plaquetas es obtenido de
la sangre perififérica. Se preparan cuatro placas de petri. Una capsula va a ser el
control con solo tejido adiposo puro, otra con tejido adiposo puro y células madres
mesenquimales, otra con tejido adiposo puro y células hematopoyéticas y la ultima
con tejido adiposo puro con ambas células madre y factores de crecimiento por
medio del plasma rico en plaguetas. Se evaluard su diferenciacion a tejido
adiposo. Resultados: El resultado fue satisfactorio evidenciandose la
diferenciacion de células madres a tejido adiposo adulto. Se calculo
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satisfactoriamente la eficacia plaquetaria y las células madre mesenquimales y
hematopoyéticas. Conclusiones: El procedimiento es factible y reproducible. Se
evidencié la diferenciacibn en todos los procedimientos hacia tejido adulto.
Palabras clave: PLASMA RICO EN PLAQUETAS (PRP) — CELULAS MADRE
HEMATOPOYETICAS - CELULAS MADRE MESENQUIMALES -
DIFERENCIACION.

ABSTRAC

Differentiation of mesenchymal stem cells, hematopoietic and platelet rich plasma
in vitro adult adipose tissue
Objective: description of the isolation technique and culture of stem cells and their
differentiation to adipose tissue in a controlled process. Are evaluated from the
differentiation of mesenchymal stem cells, hematopoietic stem cells and both stem
cells with growth factors by platelet rich plasma. Methods: Mesenchymal stem
cells are obtained from 2 patients with abdominal fat by liposuction, hematopoietic
stem cells are obtained from bone marrow of the patient by puncture of the iliac
crest and the platelet rich plasma is obtained from blood. Prepare four petri dishes.
One capsule will be a control with only pure adipose tissue, another with pure
adipose tissue and mesenchymal stem cells, one with pure adipose tissue and
hematopoietic cells and one with pure adipose tissue, both stem cells and grown
factors by platelet rich plasma. We evaluate their differentiation into adipose tissue.
Results: The result was satisfactory differentiation proving the stem cell to adult
adipose tissue. Efficacy platelet was calculated satisfactorily and mesenchymal
and hematopoietic stem cells too. Conclusions: The method is feasible and
reproducible. Differentiation was evident in all proceedings to adult tissue.
Keywords: PLATELET RICH PLASMA (PRP) — HEMATOPOIETIC STEM CELLS
— MESENCHYMAL STEM CELLS — DIFFERENTIATION.



INTRODUCCION

Las células madre mesenquimales son células multipotentes, que estan
presentes en diferentes tipos de tejidos adultos como la médula, el tejido graso,
entre otros™. Las células madre mesenquimales pueden cultivarse y expandirse
como células indiferenciadas y como tienen el potencial también pueden
diferenciarse a linajes de tejidos mesenquimatosos, incluyendo hueso, cartilago,

grasa, tendén, masculo, y estroma de médula sea®.

Recientemente, las células madre pluripotentes han sido cultivadas a partir de
tejido fetal humano y han mostrado la capacidad de dar lugar a una variedad de
tipos diferenciados de células embrionarias que se encuentran en capas
germinales®™. Muchos tejidos adultos contienen poblaciones de células madre que
tienen la capacidad para renovarse después de un trauma, enfermedad o
envejecimiento. Las células se pueden encontrar en varios tejidos que sirven como
reservorios de células madre. Por ejemplo, aunque la médula 6sea es la mayor
fuente de células madre adultas hematopoyéticas que renuevan los elementos de
la circulacion sanguinea, estas células se pueden encontrar en otro
tejidos®. La médula 6sea de los adultos también contiene las células madre
mesenquimales, que contribuyen a la regeneracion de tejidos mesenquimales
tales como hueso, cartilago, musculo, ligamento, tendén, tejido adiposo, y el
estroma®®. En el presente trabajo se tomara muestra de células Hematopoyéticas
por aspirado de médula ésea de cresta iliaca con ayuda del Servicio de
Traumatologia del Hospital Universitario de Caracas.

Estudios previos han identificado los criterios de seleccion para suero fetal bovino
(FBS) que permite la expansion de una poblacién de células de médula con

potencial después de la implantacion®™?.
Planteamiento y delimitacién del problema

En el campo de la cirugia plastica reconstructiva, el tratamiento de mdultiples

defectos se realiza con la grasa autéloga del paciente o con materiales sintéticos



que han sido usados como relleno, para “reemplazar parecido con parecido”®; los
materiales como parafina, goma, latex y silicon fueron utilizados a comienzos de
los afios noventa para rellenar tejidos blandos®?. Hoy en dia, algunos de ellos se
han modificado permaneciendo en el mercado mientras que otros han caido en
desuso; recientemente rellenos mas sofisticados y biolégicamente compatibles

han sido introducidos como por ejemplo el 4cido hialurénico®*?.

Aungue estas macromoléculas son utilizadas en la actualidad como rellenos de
partes blandas, también pueden ser empleadas para regeneracion tisular
actuando como soporte o matriz, al ser incorporadas a diversos tipos celulares

como adipocitos o fibroblastos dérmicos produciendo aumento de volumen™?.

El tejido adiposo esta formado por: adipocitos, sean uniloculares (blancos) o
pluriloculares (pardo). Los adipocitos son células especializadas en el acimulo de
grasas. El otro componente del tejido graso es el estroma que es el soporte de los
adipocitos mediante el tejido conjuntivo reticular, la vascularizacion y la inervacion

del sistema nervioso auténomo (SNA)*2.

El tejido adiposo puede ser unilocular (tejido adiposo blanco) que se encarga del
almacén energético y la regulacion de la energia disponible para el organismo:
liposintesis y lipdlisis. La composicion bioquimica del tejido adiposo unilocular es

90% triglicéridos, Acidos grasos libres, colesterol, fosfolipidos y lipocromos 3%,

Considerando la incidencia de obesidad en la poblacién actual, ésta es una fuente
realmente abundante y accesible. El tejido adiposo puede ser obtenido mediante
lipoaspiracién en grandes cantidades y con riesgo minimo. La lipoaspiracion es el
3° procedimiento que con mayor frecuencia realizan los cirujanos plasticos en
nuestro Pais. Con anestesia local se pueden obtener hasta 200 g de tejido. 1 g de
tejido adiposo contiene 5 x 10’ Células madre, aproximadamente 500 veces mas
que 1 g medula 6sea™. En el estudio la cual muestra sera tomada por residentes
del 3er afio de Cirugia Plastica, Reconstructiva y Maxilofacial del Hospital

Universitario de Caracas por lipoaspiracion abdominal.



Uno de los objetivos de la medicina ha sido reestablecer la anatomia y funcion
normal de 6rganos luego de algun tipo de lesion, de acuerdo a esto se ha
trabajado en profundizar los conocimientos sobre regeneracion tisular y se ha
observado que algunos organismos pueden regenerar sus Organos como un

proceso habitual 2.

En la especie humana solo el higado puede regenerarse recuperando su tamafio y
funcion inicial luego de una reseccion, el resto de los érganos incluyendo la piel no

pueden regenerarse por completo.

La medicina regenerativa tiene como objetivo perfeccionar la reparacion tisular y
llegar a regenerar tejidos combinando el estudio de factores de crecimiento,

células madre mesenquimales y hematopoyéticas.

Por lo anteriormente expuesto y la ausencia de informacidén en nuestro pais y solo
estudios experimentales a nivel mundial, de éstos procesos regenerativos, en el
area de la Cirugia Plastica, se plantea el siguiente problema: ¢es posible
perfeccionar y mejorar la reparacion tisular y llegar a regenerar tejidos a partir de
células madre mesenquimales, hematopoyéticas y plasma rico en plaquetas en el
Servicio de Cirugia Plastica, Reconstructiva y Maxilofacial del Hospital
Universitario de Caracas — Venezuela, enero-octubre 20127?.

Importanciay justificacion del Problema

En base a los anteriormente descrito, planteamos la diferenciacion de células
madre mesenquimales derivadas de adipocito, células madre hematopoyéticas
derivadas de médula Osea y la combinacion de ambas con plasma rico en
plaguetas en tejido adiposo in vitro (adipocitos), comparando su evolucion y
desarrollo desde la célula primitiva, su crecimiento hasta el tejido adulto adiposo.
Las células madre mesenquimales han recibido gran interés por su capacidad de
auto-replicaciéon y multipotencialidad para su uso clinico®®. Se ha demostrado que
las Células madre mesenquimales crecian como focos de células, con morfologia
semejante a fibroblastos denominados: unidades de fibroblastos formadoras de

colonias. Con base en dicha caracteristica y a su particularidad de adherirse a
9



frascos de cultivos plasticos es que en este experimento se estudiaron diferentes
medios de cultivo. Por lo tanto, se determinara cual medio de cultivo seria el mas
eficiente para lograr la proliferacion celular en el menor tiempo posible, en pro de

ser utilizado potencialmente como regeneradores tisulares.

El uso de las células madre (SCs, Stem Cells) representa una opcion innovadora y
prometedora para resolver muchos de los problemas clinicos en el area de la
Cirugia Plastica Reconstructiva, asegurando un suficiente nimero de células
especificas del tejido, eliminando la morbilidad del sitio donante y los problemas de
rechazo inmunolégico " Estas células han generado oportunidades significativas
para la ingenieria de injertos adecuados para la regeneracion de tejidos. Las SCs
estan definidas como poblaciones celulares que tienen la capacidad de
autorenovarse y diferenciarse en uno o mas tipos de linajes especializados © El
estudio sobre las SCs ha creado un interés en el area de Cirugia Plastica y en el
Servicio del Hospital Universitario de Caracas para explorar la regulacién de los
procesos de diferenciacion celular desde las células mas primitivas hacia las
células completamente diferenciadas como las de tejido adiposo.

Actualmente, Venezuela cuenta con un banco de células madres y la UTC del
IVIC, el cual presté apoyo para la realizacién del marco tedrico del presente
estudio; institucion creada recientemente, juega un papel importante, motivado por
la posicién de vanguardia que representa Venezuela en el panorama terapéutico

que simbolizan las células madres.

Antecedentes

Neuber fué el primero en publicar los hallazgos obtenidos al rellenar defectos
corporales con el uso de grasa autdloga en 1893%) desafortunadamente, ha sido
realmente usada en el campo de la cirugia plastica desde hace 15 a 20 afios para

reconstruccién corporal®**®

. El elevado interés de este procedimiento ha sido
paralelo al desarrollo y popularidad de la liposuccién para el contorno corporal;

una razén puede ser la tendencia natural de aprovechar la grasa removida para
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aumentar o restaurar areas corporales con pérdida de volumen o irregularidades

de contorno que ocurren con la edad, enfermedades y/o traumatismos.

Las primeras células mesenquimales estudiadas han sido las obtenidas desde la
medula Osea, la evidencia que muestra la existencia de estas células no-
hematopoyéticas que podian diferenciarse en otras células mesenquimaticas, ha
demostrado la potencialidad para diferenciarse en lineas celulares adipogénicas,
osteogénicas, condrogénicas, miogénicas y neurogénicas in vitro *®, asi como su
potencialidad para ser utilizadas clinicamente con éxito para el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares, esclerosis lateral amiotréfica y osteogénesis
imperfecta ”. El problema que reviste la obtencién desde la médula ésea es que
es doloroso, requiere con frecuencia anestesia espinal y la concentracion de
MSCs obtenidas luego del proceso es baja, lo que necesita varios cultivos in Vitro

para obtener un nimero Util, con el riesgo de contaminacién y pérdida ®®.

Actualmente se conoce la presencia de células troncales en varios otros tejidos,
presentes ahi con el fin de mantener y reparar ‘%, se ubican en el tejido conectivo
principalmente de Organos de origen mesodérmico. Por este hecho se ha
identificado el tejido adiposo como fuente ideal, ya que permite obtener de forma
facil, con minimo disconfort para el paciente un gran nimero de células que
pueden proliferar en cultivo %, A las células troncales obtenidas del tejido adiposo

las denominaremos ASCs (Adipose-derived Stem Cells).

Los cirujanos plasticos mas familiarizados con procedimientos de relleno con
grasa han reportado buenos resultados clinicos sugiriendo la persistencia a corto

y largo tiempo y promoviendo la grasa autéloga como relleno ideal*®??

, €s
econdémica, facilmente disponible, es autdloga lo que lleva a ausencia de
respuesta inmune del huésped, es segura, y facilmente obtenida con un

procedimiento minimamente invasivo™®.

Durante el procesamiento de la muestra es un paso importante el tratamiento de la
misma mediante la centrifugacion o sedimentacion y lavado. La importancia de la

centrifugacion o el lavado se centra en remover componentes no viables de la
11



grasa aspirada como sangre, aceite y lidocaina, obteniendo tres lineas claramente
definidas; a saber, la grasa en una linea superior de aceite de lipocitos rotos, una
linea media de grasa utilizable y una linea inferior de tanto sangre como solucion
tumescente®24333% E| Javado de la grasa obtenida ha ofrecido varias ventajas
como aumentar el porcentaje de sobrevida celular, el beneficio de la eliminacion
de mediadores inflamatorios, resultando en una reduccién de la respuesta inmune
en el sitio receptor™. Sin embargo, no existe un consenso con relacién a la

centrifugacion o lavado a nivel mundial.

En mudltiples estudios se ha demostrado que representa un problema clinico de
gran importancia la limitada y variable longevidad de la grasa autéloga asi como la

disminucion significativa de su volumen con el tiempo®>1),

El otro tipo de tejido adiposo existente es el plurilocular (tejido adiposo pardo), que
se encarga del aislamiento térmico mediante el paniculo adiposo realizando la
termogénesis, la proteccion mecanica como lo son las almohadillas plantares y la

grasa retroperitoneal. Tipos de tejido adiposo de vertebrados™?.

El tejido adiposo unilocular (blanco) se evidencia al microscopio como una sola
gota de grasa en cada adipocito y el tejido adiposo plurilocular (pardo) se visualiza

al microscopio como muchas gotas de grasa en cada adipocito®®2,

En estudios recientes, se ha demostrado que por combinacion de terapia de
células madre con transferencia grasa, la supervivencia tisular puede ser
potencialmente mejorada, debido a que las primeras pueden facilitar la
angiogénesis y minimizar la respuesta inflamatoria®. Las células madre
representan hoy en dia la clave de la medicina regenerativa la cual se basa en el
uso de materia prima —células, matriz y/o componentes quimicos- del cuerpo para
reparar y restaurar naturalmente la apariencia o funcion; su aplicacion se ha
descrito tanto en enfermedades como en procedimientos estéticos vy
reconstructivos. En muchos casos, las células son el miembro mas critico de esta
triada regenerativa; las cuales, a diferencia de otras moléculas, no pueden ser

manufacturadas, debiendo ser aisladas, purificadas y algunas veces replicadas
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antes de su uso clinico; este proceso debe ser realizado de manera tal que el
potencial terapéutico de las mismas no sea disipado o removido

simultaneamente®®

. Es por esto que las células madre han recibido atencién
significativa como fuente ideal de células en base a su multipotencialidad; capaces
de regenerarse y replicarse®. Estas ultimas llamadas células madre derivadas de

adipocitos humanos“?.
Marco tedrico

Por definicion una célula troncal se caracteriza por su habilidad de auto renovarse
y diferenciarse en multiples lineas celulares. Las alternativas de células troncales
disponibles son: células troncales embrionicas (Embryonic Stem Cells, ESCs) y
células troncales adultas. Aunque el potencial terapéutico de las ESCs parece
enorme debido a su gran capacidad de renovacién y pluripotencialidad, hay
limitaciones précticas y éticas en su utilizacion. A diferencia del tipo adulto que es
posible de obtener de varios tejidos ya desarrollados no posee tales limitaciones, a
este tipo se les denomina células troncales mesenquimales (Mesenchymal Stem
Cells, MSCs).1®

Las MSCs corresponden a células de origen mesodérmico, se les considera
multipotenciales con autorrenovacion limitada y con capacidad de dar origen a
tejidos de la misma capa embrionaria, aunque debido a las publicaciones actuales
que muestran diferenciacion a tejidos de otro origen embrionario podrian pasar a

la categoria de pluripotenciales.*®

El tejido adiposo posee la habilidad de cambiar de volumen durante la vida de un
individuo, los cambios menores son por hipertrofia celular, pero los cambios
mayores son mediados por hiperplasia y aumento de la vascularizacion. Estos
cambios estan mediados por una poblacion de células troncales multipotentes con

propiedades similares a las obtenidas desde la médula ésea.®”
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Segun 9 (2007) para que las células troncales puedan ser utilizadas con fines
médicos deben cumplir con los siguientes criterios:

1. Presencia en cantidades muy abundantes (millones a billones de células)

2. Aislables con procedimientos minimamente invasivos.

3. Diferenciables en multiples linajes celulares de manera regulable y reproducible.
4. Trasplantables en forma autéloga o alégenica.

5. Manipulables de acuerdo a las actuales Guias de Buena Practica.

Considerando la incidencia de obesidad en la poblacion actual, esta es una fuente
realmente abundante y accesible. El tejido adiposo puede ser obtenido mediante
lipoaspiracion en grandes cantidades y con riesgo minimo. La lipoaspiracién es el
3° procedimiento que con mayor frecuencia realizan los cirujanos plasticos en
nuestro Pais (ASPS 2007). Con anestesia local se pueden obtener hasta 200 g de
tejido. 1 g de tejido adiposo contiene 5 x 10’ ASCs, aproximadamente 500 veces

més que 1 g médula 6sea.*®

Tomando en cuenta los riesgos de este procedimiento, ya que en la liposuccion
aislada no llegan al 0.5 % cuando se combina con otra cirugia (Ej: histerectomia,
abdominoplastia) se acerca al 1%. Estos riesgos se clasifican en: Estéticas y
Médico-quirdrgicas. Las primeras incluyen: pigmentacion post-inflamatoria (es la
mas frecuente y se resuelve con los métodos convencionales de
despigmentacion), irregularidades, (que pueden retocarse con pequefiisimas
canulas) y arrugas (cuando se extraen grandes volimenes o la piel tiene estrias).
También tenemos dermatitis de contacto por el French Tape (R) que mejoran al

retirar el mismo.

Las complicaciones quirdrgicas son muy raras si se usa adecuada asepsia y
preparacion preoperatoria, se limita el volumen extraido y se moviliza
tempranamente al paciente. El riesgo de shock hipovolémico, perforacion, embolia
grasa y enormes equimosis practicamente han desaparecido con el uso de la

técnica tumescente de Klein.
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Consideraciones del tejido adiposo: El tejido adiposo deriva de la capa
mesodérmica del embrién y tiene desarrollo pre y post natal. La formacion de
células adiposas en la especie humana tiene lugar durante el segundo trimestre de
gestacion 1®. Se caracterizan por su aspecto fibroblastico que contiene abundante
reticulo endoplasmatico, un alto indice nucleo/citoplasma, localizacion perinuclear
de la mitocondria y la presencia de vacuolas lipidicas. Su diferenciacion celular
procede de la secuencia adipoblasto - preadipocito - adipocito inmaduro - adipocito
maduro. En el tejido adiposo los precursores coexisten en conjunto con células
adiposas maduras, fibroblastos, células sanguineas, células endoteliales, pericitos
y células mesenquimales indifenciadas y pobremente diferenciadas, que hoy

llamamos MSCs.

Diferenciacion Adipogénica: Las ASCs poseen la capacidad de diferenciarse en
linaje adiposo con todas sus caracteristicas funcionales tales como actividad
lipolitica ante la estimulacion con catecolaminas, secrecion de adiponectina y
leptina . Se ha regenerado nuevo tejido adiposo en ratas mediante la inyeccién
de esferas que incluyen ASCs diferenciadas. El futuro de la regeneracién de tejido
adiposo sera restituir la morfologia de partes blandas.

Las células madre son una herramienta regenerativa que beneficia variedad de
tratamientos médicos, entre ellos existen altas expectativas en la reconstrucciéon
de defectos anatémicos. Las células madre se pueden clasificar segun su
potencial de diferenciacion: totipotenciales capaces de producir tejido embrionario
y extraembrionario; pluripotenciales con la habilidad de diferenciarse a tejidos
procedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias y, por ultimo, las células
madre multipotenciales capaces de diferenciarse a distintos tipos celulares

procedentes de la misma capa embrionaria®”.

La médula 6sea contiene 0,01% de células madre, mientras que la grasa corporal

contiene 5% de células madre mesenquimales. Para obtener cantidades iguales
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de células madre presentes en 1 gramo de tejido adiposo se necesitan 500
gramos de médula 6sea, considerando de esta manera muestra necesaria para
llevar a cabo el presente estudio; en un paciente previo consentimiento informado.
Este tejido es capaz de producir al menos 5 veces mas unidades formadoras de
colonias que la médula 6sea®?. Se considera que, de 1 gr. de tejido adiposo, se
pueden obtener 5 x 10’ CM, lo que supone una cantidad mayor de células de las
que se obtienen de la médula 6sea™.

Las células madre hematopoyéticas son células multipotenciales en la médula
O0sea y en la sangre periférica, dando lugar a tejidos derivados de distintas capas
embrionarias. Las células madre hematopoyéticas de médula ésea y de sangre
periférica son capaces de contribuir a la angiogénesis y vasculogénesis in vivo de
tal forma que las células CD34+ no s6lo contienen progenitores hematopoyéticos

sino también células progenitoras endoteliales?.

Hoy en dia se acepta que existe un progenitor comun endotelial y hematopoyético
(hemangioblasto), lo cual vendria apoyado por estos hallazgos de la potencialidad

endotelial de las células troncales hematopoyéticas de la médula 6sea®?.

Las células madre mesenquimales poseen gran capacidad de proliferacion y
diferenciacion con un alto valor terapéutico. El tejido graso es un reservorio
accesible, abundante y reponible importante de células mesenquimales capaces
de cultivarse, expandirse y diferenciarse en diferentes lineas celulares como

adipocitos, osteocitos y miocitos“*4?.

El tejido adiposo derivado de células madre, se toma como fuente de origen de
células adultas de fraccion adipocita estromal extraida mediante liposuccién. Las
células madre se pueden identificar mediante la tintura con azul tripano 6 mediante
marcadores de superficie como: CD34-, CD90+, CD73+, CD79-, entre otros“?.

Los sitios mas comunes para la obtencion de grasa incluyen pared abdominal,
extremidades, &area trocantérica, rodilla interna y grasa dorso-cervical®. La

comparacion entre las diferentes areas donantes de liposuccion, muestran un
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rendimiento 22% mas alto para las células de la fraccion adipocita estromal
cuando el tejido adiposo habia sido obtenido del tronco, en comparacion a cuando

lo habia sido de los miembros®®.

Las propiedades metabolicas de las células madre derivadas de adipocitos son
angiogénicas, antioxidativas e inmunotolerancia. Las células madre derivadas de
adipocitos humanos contienen grandes cantidades de factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), factor de crecimiento B, factor de crecimiento del
hepatocito, factor de crecimiento derivado de plaquetas, por lo cual se puede
explicar sus impresionantes capacidades angiogénicas y su habilidad para la

induccién de neovascularizacion tisular®*42.

Las células madre derivadas de adipocitos humanos inhibe la produccién de
citoquinas inflamatorias. Estas propiedades inmunomoduladoras han sido

demostradas in vitro e in vivo®%43).

Actualmente, existe un alto interés cientifico y clinico alrededor del potencial de las
células madre autélogas en el tratamiento de un amplio rango de condiciones®%4%,
Muchas fuentes de células han sido identificas, incluyendo médula ésea, grasa,
musculo, higado, piel, corazén y cerebro en el adulto; adicionalmente existen
fuentes fetales y embriogénicas. La médula 6sea, por ejemplo, ha demostrado
contener una poblacion de células madres con potencial regenerativo capaces de
soportar la reparacion y regeneracion de hueso, cartilago adipocitos, corazéon e

incluso neuronas*>%¢39),

Se ha utilizado las células madre en el aumento de tejido blando, tomadas de la
fraccion adipocita estromal. Se tiene de antecedente la inyeccion de células madre
derivadas de adipocitos humanos en cicatrices deprimidas y el volumen de cada
una de las cicatrices deprimidas fue medido con scans tridimensionales“?. Ellos
observaron un 74,6% de volumen recuperado en el defecto después de 1 afio de
tratado, resultando una nueva y efectiva terapéutica para aumento de tejido

blando®*?). En cuanto a los trabajos realizados con el uso de células madre
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tenemos también varios que lo trabajan en lipodistrofia y en reconstrucciones

mamarias®?.

Diversos autores se oponen a la adicion de quimicos, hormonas, drogas o
sustancias extrafias de cualquier tipo, enfatizando la importancia de prevenir el
dafio quimico o mecanico de los delicados tejidos grasos®’26303%3%) 3 pesar del
elevado interés cientifico en usar factores de crecimiento para aumentar la
viabilidad grasa, parece existir poca evidencia clinica para adoptar tal medida. Sin
embargo se ha encontrado una reduccién de la reaccion inflamatoria local e
incremento en la sobrevida de la grasa autéloga suplementada con plasma rico en
plaguetas, que ha ganado popularidad como tratamiento clinico en una variedad
de aplicaciones en casi todos los campos quirargicos, mas notablemente en
condiciones quirdrgicas agudas y en el manejo de heridas crénicas no
cicatrizadas. Como resultado de la obtencién del plasma rico en plaquetas puede
obtenerse una concentracidén plaquetaria de cuatro a nueve veces el nivel basal de
plaquetas, aproximadamente de 300% a 800% de aumento; siendo definido como
el objetivo clinico del procedimiento el alcanzar mas de un millén de plaquetas; las
cuales son ricas en factores de crecimiento del huésped como PDGF-BB, TGF-1,
VEGF y EGF¥, con el consecuente beneficio en la promocién de la cicatrizacion

de heridas.

El método tradicional de obtencion de plasma rico en plaquetas consiste en
obtener una muestra de sangre periférica del paciente que es depositada en tubos
citratados. Posteriormente se centrifuga la sangre obteniéndose tres fracciones, de
menor a mayor densidad: plasma pobre en plaquetas, plasma rico en plaquetas y
células rojas. La estrategia de utilizar el plasma rico en plaquetas se basa en las
siguientes razones; por un lado funcionan como vehiculo portador de factores de
crecimiento y de otras proteinas, controlando la liberacion de estas que se
encuentran contenidas en los granulos alfa de las plaquetas, siendo concentradas
y depositadas en el lugar que han sido colocadas, exponiendo y orientando un
concentrado fisiologico de proteinas que va a intervenir, acelerando y favoreciendo

el proceso de reparacion y regeneracion.
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Las células madre tienen dos propiedades basicas, primero, tienen el potencial de
desarrollarse o diferenciarse en mdultiples tipos celulares; segundo, cuando se
dividen tienen el potencial de auto regenerarse creando méas células madre®®. En
el futuro inmediato, las células madre adultas representaran la fuente mas

prometedora regenerativa de células en cirugia plastica.

En base a los antecedentes descritos, nos hemos planteado la diferenciacion de
células madre mesenquimales derivadas de adipocito, células madre
hematopoyéticas derivadas de médula 06sea y la combinacion de ambas con
plasma rico en plaquetas en tejido adiposo in vitro (adipocitos), comparando su
evolucion y desarrollo desde célula primitiva, su crecimiento hasta tejido adulto

adiposo.
Hipotesis:

Planteamos la siguiente hipotesis: El tejido adiposo y la médula 6sea, contienen
células madre mesenquimales capaces de diferenciarse en una linea celular

especifica como el tejido adiposo.

Objetivo general:

Evaluar la diferenciacion y transformacion del tejido adiposo con células madre
mesenquimales, células madre hematopoyéticas y ambas tipos de células madre
junto con factores de crecimiento (plasma rico en plaquetas) en una linea celular
especifica como es el tejido adiposo, asi como medir el tiempo en que ocurre esa
diferenciacion, en la Unidad de Cirugia Plastica, Estética, Reconstructiva y

Maxilofacial del Hospital Universitario de Caracas enero-octubre 2012.
Objetivos especificos:

1. Obtener y calcular células madre mesenquimales de tejido adiposo adulto
humano a través de liposuccion abdominal, en los quir6fanos del Hospital
Universitario de Caracas en el intervalo de tiempo establecido.

2. Obtener y calcular células madre mesenquimales y hematopoyéticas de

tejido de médula 6sea humana a través de puncion biopsia de la cresta
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iliaca, en los quirdfanos del Hospital Universitario de Caracas en el intervalo
de tiempo establecido.

3. Identificar gel de plasma rico en plaquetas a partir de la sangre periférica
humana, en los quiréfanos del Hospital Universitario de Caracas.

4. Desarrollar tejido adiposo unilocular o plurilocular a partir de diferentes
componentes in vitro.

5. Determinar viabilidad de diferenciacion de las células madre en tejido
adiposo junto con factores de crecimiento o sin ellos, asi como medir el

tiempo en que ocurre esa transformacion.
Aspectos éticos:

Las pacientes incluidas en este trabajo son escogidas al azar en la lista de
pacientes que por deseo propio acuden al servicio de Cirugia Plastica del HUC
para la realizacion de una cirugia estética. Se les explicara a las pacientes que no
tendran ningun riesgo sumado por la inclusion en el trabajo ya que la toma de las

muestras es basada en el mismo procedimiento estético que se les realizara.

A las pacientes incluidas en el trabajo se les explicara el procedimiento, los
riesgos médico-quirdrgicos propios de la cirugia, las caracteristicas del trabajo y
su derecho a decidir la inclusién o exclusion del mismo, que su identidad no sera
expuesta, ni tendra consecuencias individuales indeseables, ademéas su
participacion en el estudio no implica la sectorizacion de estatus social de las
pacientes, raza o religion, todo esto avalado por la firma de un consentimiento
informado, como requisito indispensable para la inclusion de los pacientes en este

trabajo.

En cuanto al procedimiento in vitro, no tiene ningun problema bioético, ya q es
experimental usando tejidos de pacientes que firmaron el consentimiento
informado para el uso de los mismos y los cuales seran destruidos al finalizar el

trabajo de investigacion. No seran usados para ningun fin.
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METODOS
Tipo de estudio:

El estudio ser& de tipo experimental, prospectivo porque se realizara en la misma
linea de tiempo que sucedan los hechos, descriptivo ya que determinara las
variables a estudiar descritas y comparativo porque relacionara cada una de estas
variables experimentalmente entre ellas en los diferentes procedimientos a

realizar.
Poblacién y muestra:

Al ser un estudio de tipo experimental se describe como poblacion a las Células
madre mesenquimales, hematopoyéticas y el plasma rico en plaquetas. La
muestra seran las Células madre mesenquimales, hematopoyéticas y el plasma
rico en plaquetas obtenidas de 2 pacientes femeninas que serdn sometidas al
procedimiento de liposuccidn estética por deseo propio de las pacientes,
realizadas por residentes del tercer afio del Servicio de Cirugia Plastica del HUC y
previo consentimiento informado, mediante el cual nos permitirdn tomar muestras
para la realizacion del estudio. Siendo esta muestra suficiente para obtener 1 g de
tejido adiposo que contiene 5 x 10’ Células madre, aproximadamente 500 veces
mas que 1 g medula 6ésea y su preparacion y distribucion en cuatro placas de petri:
Una capsula va a ser el control con solo tejido adiposo puro, una va a ser la
capsula de petri con tejido adiposo puro y células madres mesenquimales
derivadas de adipocitos humanos, otra capsula de petri con tejido adiposo puro y
células hematopoyéticas obtenidas de médula 6sea de cresta iliaca y otra capsula
de petri con tejido adiposo puro con ambas células madre y factores de

crecimiento por medio del plasma rico en plaquetas.

Criterios de Inclusidén Generales:

e Pacientes mayores de 18 afios.
e Pacientes que firmen el consentimiento informado.

e Pacientes sanos.
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Criterios de Exclusion Generales:

e Pacientes menores de 18 afios.

e Pacientes que no firmen el consentimiento informado.

e Se excluyeron del mismo aquellos pacientes mayores de 65 afos, en
tratamiento con citostaticos o corticoides, con historia de alcoholismo,
presencia de lesiones dérmicas activas, radioterapia previa afectando a
pelvis, infeccion activa, anemia (Hb<10,0 gr/dL), leucopenia

(leucocitos<4.000/mm?®) o procesos tumorales activos.
Procedimiento:

Las células madre mesenquimales son obtenidas de grasa abdominal de 2
pacientes por medio de liposuccién estética por deseo de las pacientes, realizadas
por residentes del tercer afio del Servicio de Cirugia Plastica del HUC, las células
madre hematopoyéticas son obtenidas de la médula 6sea de las pacientes
mediante puncién de la cresta iliaca, realizadas por el Servicio de Traumatologia
del HUC y el plasma rico en plaquetas es obtenido de la sangre periférica,

tomadas por residentes del tercer afio del Servicio de Cirugia Plastica del HUC.
Recursos Humanos:

Area de la Unidad de Cirugia Plastica, Reconstructiva, Estética y Maxilo-Facial,
Quiréfanos del Hospital Universitario de Caracas, Laboratorio de Microbiologia y el
Servicio de Perinatologia del Hospital Universitario de Caracas, asi como el asesor

estadistico.
Con asesoria tedrica del banco de células madres y la UTC del IVIC, Dr. Cardier.

Asistencia del Servicio de Traumatologia del Hospital Universitario de Caracas en

la toma de muestra de cresta iliaca.
Materiales:

- Solucién de infiltracion preparada con 500 cc de solucidon Ringer Lactato, 50

cc de lidocaina al 1% y 1 ampolla de adrenalina.

- Bisturi nimero 15, suturas dermalon 4.0.
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Inyectadoras de 3cc, aguja N°26 y pipetas.

Guantes, gasas y campos quirdrgicos.

Céapsulas de petri, laminas y laminillas

Solucion salina de buffer fosfatado

Cultivo Dulbecco Medium Eagle Modified.

Suero Bovino, Colagenasa tipo 1V, insulina y dexametasona.
Antibiético (penicilina) y antimicotico (anfotericina)

Tinte Azul Tripano, agua destilada, Bicarbonato sodico.
Gluconato de calcio al 10% y Cifarcaina al 1%

Tubos de ensayo recoleccion de sangre estériles tapa morada con
capacidad de 4 cc y contenido de EDTA (Acido etilen-diamino-tetra-acético)
7,2 mg BD vacutainer® y tubos de ensayo de recoleccién de sangre

estériles de tapa roja marca Vacutainer capacidad 6ml.

Centrifuga Plc® Series.

Incubadora: ambiente 37°C con 20% O, 5% CO, y 98% humedad.
Microscopio

Inyectadoras de 20 y 60 cc tipo BD y pipetas

Canula de infiltracion y canulas de aspiracion de 3 y4 mm.
Set Biopsia de Médula Osea de Hs Hospital Service®.

Microscopio
Laptop HP.

Internet
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- Articulos de revision bibliografica.
- Libros de estadistica.

Financiamiento: Propio

Con fines descriptivos, hemos dividido la técnica quirargica en la marcacion
preoperatoria seguida de un tiempo destinado a la obtencién de cada uno de los

componentes, como se muestra a continuacion.

Marcacion Preoperatoria: El paso inicial consistira en seleccionar la zona
donante de grasa, en este caso el abdomen y los sitios de referencia anatomica

para la puncion de médula 6sea.

Primer Tiempo: Lipoaspiracion, procesamiento de grasa y obtencion de
células madre mesenquimales: El procedimiento se realizara bajo anestesia
general inhalatoria, con normas de asepsia y antisepsia mas administraciéon de
antibioticoterapia profilactica durante la induccion anestesia. Se iniciara
posicionando el paciente en decubito dorsal e infitrando el abdomen con la
solucion previamente descrita a través de canulas introducidas por dos incisiones
suprapubicas y dejando pasar diez minutos con objeto de otorgar mayor
hemostasia por efecto de la adrenalina; posteriormente se realizard la
lipoaspiracion con canulas de tres y cuatro milimetros conectadas a inyectadoras
de 60 cc, obteniendo el total de lipoaspirado total. Procedimiento se realizara por
residentes del 3er afio del postgrado de Cirugia Plastica, Reconstructiva y
Maxilofacial del Hospital Universitario de Caracas. En conjunto con los adjuntos

del servicio.

La grasa obtenida sera repartida en tubos de ensayo de recoleccion de sangre
estériles tapa morada Vacutainer® separandola de la solucién de infiltracién
repartiéndose en proporcién de 4 cc de grasa por cada tubo. La grasa, dispuesta
de esta manera, sera llevada a la Centrifuga Plc® a 1500 revoluciones por minuto
durante cinco minutos para obtener tres lineas claramente definidas, a saber, una

linea superior similar a la grasa liquida conformada por adipocitos fracturados, una
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linea media de tejido graso atil y una linea inferior de sangre y solucion
tumescente. Mediante la ayuda de pipetas sera descartada la linea oleosa
superior y aislada la linea media a utilizar durante el resto del procedimiento. La
muestra estéril sera colocada en el medio de cultivo previamente preparado en un

ambiente estéril en quiréfano.

Se preparara el medio de cultivo llamado “Dulbecco Medium Eagle Modified”
(DMEM) con una bolsa para 500cc de medio de cultivo. En 500 cc de agua
destilada, se colocard el sobre del medio de cultivo en polvo y se afiade 3,7
gramos de NaHCOj3; por litro del medio de cultivo. En vista que son 500cc se le
afiadira 1,85 gramos de NaHCOj;. Se le aflade también 10% de suero Bovino

Fetal y 1 % de preparacion de antibiotico-antimicotico (penicilina-anfotericina).

Posteriormente la grasa sera escindida, picada finamente y se incubara en placas
de petri de 100mm? con cultivo de tejido Dulbecco Medium Eagle Modified
(DMEM) por una hora. Luego el tejido se lavar4 3 veces con solucion salina de
buffer fosfatado durante 5 minutos, seguido por la digestibn con colagenasa al
0,15% preparada previamente. Se agitara durante 40 minutos a 37°C y se afiadira
un volumen igual del DMEM para neutralizar la digestion por la colagenasa. Luego
se realizara la suspension celular mediante la centrifugacion del DMEM a 1300
rom durante 5 min. La parte superior centrifugada es el tejido graso de base que
sera colocado en las placas de petri con el cultivo. EI sedimento celular se
resuspendera nuevamente en el DMEM, se pipetea por 5 minutos y se preserva
para el aislamiento y el cultivo de células madre mesenquimales derivadas de
adipocitos humana. Se realizara el contaje de las células madre mesenquimales
usando el tinte de azul tripano con una pequefia muestra en las laminas y

laminillas en ese mismo momento.

Segundo Tiempo: Preparacion de Plasma Rico en Plaquetas (PRP): A traves
de una vena periférica se obtendran 60 cc de sangre realizado por residentes de
tercer afio del Servicio de Cirugia Plastica del HUC, que se dispondran en tubos

de ensayo de recoleccién de sangre estériles tapa morada Vacutainer® en
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proporcién de 4 cc sangre por tubo, se llevaran a la centrifuga Plc a 3200°
revoluciones por minuto durante quince minutos, se obtendrd el Plasma Rico en
Plaguetas (PRP) que se mezclara con gluconato de calcio a razén de 0,05 cc por
cada cc de PRP para conseguir la activacion plaquetaria. También se tomaran 5cc
de la sangre periférica y se colocaran en un tubo tapa roja, se centrifugara a 1.200
rpm por 5 minutos, para poder utilizar esa trombina que sale de la centrifugacion
junto con el gluconato de calcio para la activacion las plaguetas. Seran tomadas
muestras de sangre periférica y de plasma rico en plaquetas para validar la
concentracion plaguetaria comparativamente, analizadas en el laboratorio clinico

del Hospital Universitario de Caracas.

Tercer Tiempo: Obtencién de Células Madre Hematopoyéticas: Posicionando
a la paciente en decubito lateral, bajo la correcta asepsia y antisepsia, se
procedera a realizar la puncion de cresta iliaca segin marcaje preoperatorio con la
ayuda de Set Biopsia de Medula Osea HS Hospital Service®, y se tomara la
muestra con ayuda del servicio de Traumatologia del Hospital Universitario de
Caracas, siendo verificado con el amplificador de imagenes obteniendo el total de
volumen sanguineo de la médula 6sea. Sera tomada una muestra de 0,5 cc de
médula Osea para ser enviada a citometria de flujo en el Hospital de Clinicas
Caracas Yy realizar la cuantificacién de células madres, mediante el contaje de las
CD34+ que son los marcadores celulares de superficie para las Células madre
hematopoyéticas.

Cuarto Tiempo: Preparacion de placas de petri para la diferenciacion de las
células madres en adipocitos: En un ambiente estéril y bajo la asepsia
adecuada, se prepararan cuatro placas de petri con el sobrenadante centrifugado
de tejido adiposo puro. Se le afiadira el DMEM, insulina y dexametasona a las
cuatro placas de petri. Una capsula va a ser el control con solo tejido adiposo
puro, una va a ser la capsula de petri con tejido adiposo puro y células madres
mesenquimales derivadas de adipocitos humanos, otra capsula de petri con tejido

adiposo puro y células hematopoyéticas obtenidas de médula 0sea de cresta iliaca
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y otra capsula de petri con tejido adiposo puro con ambas células madre y factores

de crecimiento por medio del plasma rico en plaquetas.

Las cuatro placas de petri se mantendran a 37°C en 5% de dioxido de carbono,
ambiente humedo en un 98% y 20% de oxigeno, en todo el periodo experimental.
El medio se estudiara cada 3 dias, cambiandose el medio de cultivo, se tomaran
con pipeta muestras, se colocaran en laminas y laminillas, se tefiran con azul

tripano y seran analizadas bajo el microscopio.

Al finalizar la investigacion todo el material serd descartado. No sera utilizado para

ningun fin.
Tratamiento estadistico propuesto:

Para el analisis de las variables se hara por distribucion de frecuencias, en escala
cualitativa mediante frecuencias relativas como porcentajes y por escala
cuantitativa mediante tendencias centrales como promedio aritmético, mediana y
modo. Se utilizaran también medidas de dispersion como desviacién estandar con
curva de gauss. También se utilizar4 para el andlisis datos de asociacion mediante
coeficiente de correlacion y/o coeficiente de regresiéon. Como instrumento se usara

el software Excel.
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RESULTADOS

El tiempo quirdrgico fue de 50 minutos; aun cuando la logistica incluye diversos
pasos, estos pueden ser realizados simultdneamente sin necesidad de postergar

el procedimiento.

Primer Tiempo: Lipoaspiracion, procesamiento de grasa y obtencién de

células madre mesenquimales:

Posterior a centrifugacion de la grasa se tomo muestra de la porcidon media de los
tubos de ensayo de recoleccién de sangre estériles tapa morada Vacutainer®, lo
que se llama fraccion adipocita estromal, la cual contiene las células madre
mesenquimales provenientes de la grasa, conocidas también como células madre

derivadas de adipocitos.

Esta muestra fue estudiada in vitro con coloracion de azul tripano, vista al
microscopio para evidenciar las células madre mesenquimales en la muestra. Se
evidencié la presencia de gran cantidad células madre mesenquimales. Se obtuvo
320cc del lipoaspirado total, descartando la solucion de infiltracion se obtuvo 160
cc de grasa total. Se considera que de 1 gr. de tejido adiposo, se pueden obtener
5 x 10’ CM, lo que nos dice que si se obtuvieron 160 gr de grasa en lipoaspirado
aproximadamente serian 8 x 10° CM mesenquimales en total que se le colocaron a

las 4 placas de petri.

Las células que tienen las caracteristicas de células madre mesenquimales se
visualizaron del tejido graso abdominal de 2 pacientes. Estas células muestran
una monocapa in vitro. Estas células madre adultas pueden ser inducidas a
diferenciarse exclusivamente en los linajes celulares como en este estudio a

adipocito.
Segundo Tiempo: Preparacion de Plasma Rico en Plaquetas (PRP):

Tras obtener una muestra de sangre periférica y una muestra de gel plaquetario se

realizaron mediciones cuantitativas del total de plaquetas.
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Se obtiene un valor de plaquetas en sangre total de las 2 pacientes: Paciente 1:

212 x 10° células, paciente 2: 294 x 10° células.

Se obtiene el valor de las plaquetas del plasma rico en gel de plaquetas de las 2
pacientes: Paciente 1y 2: 830 x 10° células, 942 x 10° respectivamente.

Con estos valores nos es posible determinar la eficiencia plaquetaria segun la

férmula que se aplica a continuacion:

Eficiencia Plagquetaria

_ Contaje obtenido de plaquetas (x 10°® ul)

= — 3 x (Volumen sanguineo extraido x 10%)x100
Contaje inicial de plaquetas (x10° uL)

830 x103 ul

Eficiencia Plaguetaria Paciente 1 = ————x (60 x 100)x100 = 2.349.056
212 2103 ul
- _ _ 942 x103 ul
Eficiencia Plaguetaria Paciente 2 = ——x (60 x 100)x100 = 1.922.448
294 x103 ul

De esta manera podemos demostrar el cumplimiento de los objetivos tedéricos del

plasma rico en plaquetas, a saber:

- El valor de plaquetas debe ser de tres a nueve veces el nivel basal; en este
caso fue de ocho veces el nivel basal.

- La cifra de plaguetas debe ser 300 a 800% la inicial, encontrando que esta
cifra es en paciente 1: 1108% y paciente 2: 653%.

- El objetivo clinico de superar el millon de plaquetas fue duplicado.

Tercer Tiempo: Obtencidén de Células Madre Hematopoyéticas:

Para validar cientificamente la presencia de células madre hematopoyéticas en el
aspirado de médula ésea obtenido por puncion de cresta iliaca, se tomd una
muestra del mismo para ser procesado mediante citometria de flujo obteniendo asi
la cuantificacion de células CD34+ con un valor reportado de 403 células/uL y 87

células/uL, paciente 1y 2 respectivamente a partir de lo cual realizamos calculos
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para determinar el nUumero de células progenitoras hematopoyéticas colocadas al

paciente.

- Volumen total de médula 6sea paciente 1 = 60 mL = 60.000 uL x 403 CM
=24.180.000 células madre.

- Volumen total de médula 6sea paciente 2 = 60 mL = 60.000 uL x 87 CM
=5.220.000 células madre.

De esta manera podemos conocer la presencia cuantitativa y cualitativa de las

células madre hematopoyéticas colocadas en las capsulas de petri.

Cuarto Tiempo: Preparacion de placas de petri para la diferenciacion de las
células madres en adipocitos: Se evaltan las cuatro placas de petri de ambas

pacientes.

Una céapsula va a ser el control con solo tejido adiposo puro, una va a ser la
capsula de petri con tejido adiposo puro y células madres mesenquimales
derivadas de adipocitos humanos, otra capsula de petri con tejido adiposo puro y
células hematopoyéticas obtenidas de médula ésea de cresta iliaca y otra capsula
de petri con tejido adiposo puro con ambas células madre y factores de

crecimiento por medio del plasma rico en plaquetas.

Se tomaron con pipeta muestras, se colocaron en laminas y laminillas, se tifieron

con azul tripano y fueron analizadas bajo el microscopio.

La primera capsula de petri, cuyo contenido es el tejido adiposo solo, se logré
evidenciar histolégicamente bajo vision directa microscopica a lo largo de todo el
periodo de tiempo experimental la presencia de tejido adiposo unilocular (blanco),
visualizandose las gotas lipidicas grandes y en poca cantidad, los adipocitos
grandes con nudcleo marginado poco visible y la presencia de estroma con su

tejido conjuntivo reticular.

La segunda capsula de petri, cuyo contenido es el tejido adiposo con células

madre mesenquimales derivadas de adipocitos humanos, se logré evidenciar
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histolégicamente bajo vision microscopica directa el crecimiento de tejido adiposo

unilocular (blanco) y de tejido adiposo plurilocular (pardo).

El tejido graso unilocular se observa con las gotas lipidicas grandes y en poca
cantidad, los adipocitos grandes con nucleo marginado poco visible y la presencia

de estroma con su tejido conjuntivo reticular.

El tejido graso plurilocular se observa con adipocitos de mediano tamafio, con dos
0 mas nucleos, citoplasma abundante y numerosas mitocondrias con numerosas
inclusiones lipidicas, y la presencia de muchas gotas de grasa alrededor de los

adipocito. Se evidencia también el tejido conjuntivo reticular.

La tercera capsula de petri, cuyo contenido es el tejido adiposo con células madre
hematopoyéticas derivadas de médula ésea de cresta iliaca, se logr6é evidenciar
histolégicamente bajo visidbn microscopica directa el crecimiento de tejido adiposo
plurilocular (pardo) y se evidenciéo la formaciébn de vasos sanguineos. Se
observaron adipocitos de mediano tamafio, con dos 6 mas nucleos, citoplasma
abundante y numerosas mitocondrias con numerosas inclusiones lipidicas, y la
presencia de muchas gotas de grasa alrededor de los adipocito. Se evidencia
también el tejido conjuntivo reticular. Los vasos sanguineos se observaron con la
presencia de la capa del endotelio y con sus componentes vasculares en su

interior.

La cuarta capsula de petri, cuyo contenido es el tejido adiposo con células madre
hematopoyéticas derivadas de médula ésea de cresta iliaca, células madre
mesenquimales derivadas de adipocitos y plasma rico en plaquetas, se logré
evidenciar histolégicamente bajo vision microscopica directa el crecimiento de
tejido adiposo unilocular (blanco) y plurilocular (pardo). Se evidencio la formacion
de vasos sanguineos. Aqui se evidencio el proceso de la diferenciacion celular
mucho mas rapido que en las otras tres capsulas de petri y con los elementos
estudiados de mayor tamafio en menor tiempo. Se evidencid también la presencia
de células madre y su diferenciacion a adipocito en el momento del suceso bajo

vision microscopica.
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DISCUSION

Nosotros diferenciamos una poblacion aislada homogénea de células
mesenquimales humanas a partir de médula 6sea tomada de la cresta iliaca, de
tejido graso tomado de el abdomen de las pacientes por medio de la liposuccion y
la union de células madre mesenquimales derivadas de adipocitos con plasma rico

en plaquetas.

Estas células mesenquimales expandidas se evaluaron con tinte de azul tripano
en el microscopio y se evidenciaron subpoblaciones y diferenciacion hacia tejido

adiposo.

La diferenciacion en adipocitos fue inducida en los cultivos expandidos de las

células mesenquimales con la colocacion de dexametasona e insulina.

La induccion fue evidente por la acumulacion de lipidos ricos en vacuolas dentro
de las células. Resultdé que en un gran porcentaje las células visualizadas en los
cultivos eran de este tipo de linaje celular, adipocitos. Las vacuolas lipidicas
continuaron desarrolldndose a través del tiempo y eventualmente llenaron el
espacio celular. Posteriormente se diferenciaron en tejido adiposo unilocular

(blanco) y plurilocular (pardo).

El cultivo de las células madre mesenquimales expandidas progresaron al linaje
deseado, visualizado mediante la caracterizacion fenotipica y el analisis
histol6gico. No habia evidencia de multiples linajes. Las células mesenquimales
que se describen en este estudio el aislamiento y la expansion, asi como
observamos su capacidad para proliferar en cultivo y diferenciarse con una buena

morfologia celular en tejido adiposo in vitro.

El rol importante de las células madre en medicina regenerativa y en la rama
reconstructiva y estética de la cirugia plastica es lo que se esta trabajando e
investigando actualmente. Esto es debido a que la obtencion de las células madre
cada vez es mas viable y la evidencia de todas sus propiedades cada vez se

pueden demostrar de mejor manera y con mayor amplitud.
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CONCLUSION

Estos experimentos demostraron que el aislamiento y la expansion de células
madre mesenquimales in vitro pueden diferenciarse con un manejo controlado en
multiples linaje celulares. Con este estudio se demuestra la hipétesis de que el
tejido adiposo y la médula 6sea, contienen células madre mesenquimales capaces

de diferenciarse en adipocitos.

Ademas se logré la diferenciacion hacia tejido endotelial con el correspondiente

crecimiento de vasos sanguineos en el tejido conectivo evaluado.

Para una eficiente diferenciacion celular en algun tipo de linea celular las
condiciones requeridas son los nutrientes basales, la densidad celular,
la organizacion espacial, las fuerzas mecanicas y los factores de crecimiento que

tienen una profunda influencia en la diferenciacion de células madre en adipocitos.

Las células madres descritas aqui tienen la capacidad de proliferar
extensivamente, y mantener que la capacidad de diferenciarse en multiples tipos

de células in vitro, estableciendo su naturaleza como células madre.
RECOMENDACIONES

Implementar el uso de plasma rico en plaquetas y terapia con células madre como
complementos en el arsenal terapéutico rutinario de la Cirugia Plastica y
Reconstructiva, en especial durante el desarrollo de los cursos de postgrado; asi
como promover la dotacion de la tecnologia requerida para desarrollar dicho

campo de investigacion y poder realizar futuras investigaciones.

Realizar nuevos trabajos de investigacion donde se cultive y se diferencie
selectivamente el linaje celular con el cual se quiera trabajar, que proporcione una
mayor comprension de este importante progenitor de multiples tipos de tejidos y el
potencial terapéutico de nuevo enfoques para la restauracion de tejido dafiado o

enfermo.
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Anexo 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

INTRODUCCION

La liposuccion es una técnica quirdrgica para eliminar depositos de grasa
inestéticos de determinadas areas del cuerpo, incluyendo cara y cuello, brazos,
tronco, abdomen, nalgas, caderas y muslos, rodillas, pantorrillas y tobillos. La
liposuccién no es un sustituto de la reduccion de peso, sino un método para
eliminar depdsitos localizados de tejido graso que no responden a la dieta o el
ejercicio. La liposuccion puede ser realizada como un procedimiento primario para
mejorar el contorno corporal, o en combinacién con otras técnicas quirdrgicas,
como Lifting facial, abdominoplastia, o Lifting de muslos, para tensar la piel
relajada y estructuras de soporte. EI mejor candidato para una liposuccién es el
individuo de peso relativamente normal que posee un exceso de grasa en areas
determinadas del cuerpo. Una piel firme y elastica lleva a un mejor contorno final
después de la liposuccién. La piel colgante no se readapta por si misma al nuevo
contorno, y puede requerir técnicas quirdrgicas adicionales para eliminar y tensar
el exceso de piel. Las irregularidades del contorno corporal debidas a estructuras
diferentes de la grasa no pueden ser mejoradas con liposuccién. La liposuccion
por si misma no mejora las areas de piel irregular conocida como "celulitis". Hay
una variedad de técnicas diferentes usadas por los cirujanos plasticos para la
lipectomia asistida por succion y los cuidados tras la cirugia. Su cirujano puede
recomendarle el extraer una unidad de su propia sangre que podria ser utilizada si

fuera necesaria una transfusion sanguinea después de la cirugia.
TRATAMIENTO ALTERNATIVO

Las formas alternativas de manejo pueden consistir en no tratar las areas de
depdsito graso. Los regimenes de dieta y ejercicio pueden ser beneficiosos en la
reduccion global del exceso de grasa corporal. La eliminacion directa del exceso
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de piel y tejido graso puede ser necesaria ademas de la liposuccion en algunos

pacientes.
RIESGOS DE LA LIPOSUCCION

Cualquier procedimiento quirargico entrafia un cierto grado de riesgo y es
importante que usted comprenda los riesgos asociados a la liposuccion. La
decision individual de someterse a una intervencién quirdrgica se basa en la
comparacion del riesgo con el beneficio potencial. Aunque la mayoria de los
pacientes no experimentan las siguientes complicaciones, usted deberia discutir
cada una de ellas con su cirujano plastico para asegurarse de que comprende los

riesgos, complicaciones potenciales y consecuencias de la liposuccion.

Seleccion del paciente. Los individuos con tono pobre de la piel, problemas
meédicos, obesidad, o expectativas no realistas, pueden no ser candidatos para

una liposuccion.

Sangrado. Es posible, aunque raro, que se presente un episodio de hemorragia
durante o después de la cirugia. Si se desarrolla una hemorragia postoperatoria,
puede requerir tratamiento de urgencia para extraer la sangre acumulada, o
transfusion de sangre. No debe tomar aspirina o antiinflamatorios desde 10 dias
antes de la cirugia, puesto que pueden aumentar el riesgo de problemas de

sangrado.

Infeccidn. La infeccion después de este tipo de cirugia es muy rara. Si ocurre una
infeccion, puede ser necesario tratamiento adicional, incluyendo antibiéticos o

cirugia.

Cambios en la sensibilidad cutanea. Pueden ocurrir cambios temporales en la
sensibilidad cutanea después de una liposuccion, que habitualmente se resuelven.
La disminucion o pérdida completa de la sensibilidad cutanea ocurre

infrecuentemente y pueden no resolverse totalmente.
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Cicatrizacidén. Aungque se espera una buena curacion después del procedimiento
quirurgico, pueden darse cicatrices anormales tanto en la piel como en los tejidos
profundos. En casos raros pueden darse cicatrices anormales. Las cicatrices
pueden ser inestéticas o de color diferente al de la piel circundante. Pueden
necesitarse tratamientos adicionales incluyendo cirugia para tratar la cicatrizacion

anormal.

Irregularidades del contorno de la piel. Pueden ocurrir irregularidades del
contorno y depresiones de la piel después de una liposuccion. Puede darse un
plegamiento visible y palpable de la piel. Pueden necesitarse tratamientos
adicionales incluyendo cirugia para tratar irregularidades del contorno de la piel

tras una liposuccion.

Asimetria. Puede no conseguirse un aspecto simétrico del cuerpo tras la
liposuccién. Factores como el tono de la piel, prominencias éseas, y tono

muscular, pueden contribuir a una asimetria normal en los rasgos corporales.

Shock quirdrgico. En raras circunstancias, este procedimiento puede causar un
trauma severo, particularmente cuando se succionan areas multiples o extensas
en un mismo tiempo. Aunque son infrecuentes las complicaciones serias,
infecciones o una excesiva pérdida de fluidos pueden llevar a un problema serio o
incluso la muerte. Si ocurre un shock quirdrgico después de una liposuccion,

puede necesitarse hospitalizacion y tratamiento adicional.

Complicaciones pulmonares. El sindrome de embolismo graso ocurre cuando se
atrapan gotas de grasa en los pulmones. Esta es una complicacion muy rara y
posiblemente fatal de la liposuccién. Si ocurre una embolia grasa o cualquier otra
complicacion pulmonar tras la liposuccién puede necesitarse tratamiento adicional

incluyendo hospitalizacion.

Pérdida de piel. La pérdida cutdnea es rara tras una liposuccién. Pueden

necesitarse tratamientos adicionales, incluyendo cirugia.
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Seroma. Los acumulos de fluido ocurren infrecuentemente en areas donde se ha
realizado liposuccion. Pueden ser necesarios tratamientos adicionales o cirugia

para drenar los acumulos de fluido.

Efectos a largo plazo. Pueden ocurrir alteraciones posteriores en el contorno
corporal como resultado del envejecimiento, pérdida o ganancia de peso,

embarazo u otras circunstancias no relacionadas con la liposuccion.

Reacciones alérgicas. En casos raros se han descrito alergias locales al
esparadrapo, material de sutura o preparados tépicos. Pueden ocurrir reacciones
sistémicas, que son mas graves, frente a medicaciones usadas durante la cirugia
o0 prescritas después. Las reacciones alérgicas pueden requerir tratamiento

adicional.

Otros. Usted puede estar insatisfecho con los resultados de la cirugia.
Infrecuentemente se necesita realizar cirugia adicional para mejorar los

resultados.

Anestesia. Tanto la anestesia local como la general implican un riesgo. Existe la
posibilidad de complicaciones, lesiones e incluso muerte, por cualquier forma de

anestesia o sedacion quirurgica.
NECESIDAD DE CIRUGIA ADICIONAL

Existen muchas condiciones variables ademéas de los riesgos y complicaciones
quirdrgicas potenciales que pueden influir en los resultados a largo plazo de la
liposuccién. Aungue los riesgos y complicaciones son raros, los riesgos citados
estan particularmente asociados con la liposuccion. Pueden ocurrir otros riesgos y
complicaciones, pero son todavia mas infrecuentes. Si ocurren complicaciones,
puede ser necesaria la cirugia adicional u otros tratamientos. La practica de la
Medicina y la Cirugia no es una ciencia exacta, y aungque se esperan buenos

resultados, no hay garantia explicita o implicita sobre los resultados que pueden
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obtenerse.

RESPONSABILIDADES ECONOMICAS

El coste de la cirugia resulta de diversos cargos por servicios prestados. El total
incluye los honorarios del cirujano, el coste del material quirdrgico, anestesia,
pruebas de laboratorio, y posibles cargos del hospital, dependiendo de dénde se
realice la cirugia. Si el coste de la cirugia esta cubierto por un seguro, usted puede
ser responsable de pagos adicionales, deducciones y cargos no cubiertos. Puede
haber costes adicionales si se dan complicaciones derivadas de la cirugia. Los
cargos por cirugia secundaria o cirugia hospitalaria de dia relacionados con

revision quirdrgica podrian también correr a su cargo.

RENUNCIA

Los documentos de consentimiento informado se emplean para comunicar
informacion acerca del tratamiento quirdrgico propuesto para una enfermedad o
condicién determinada, asi como para mostrar los riesgos y formas alternativas de
tratamiento. El proceso de consentimiento informado pretende definir los principios
para dar a conocer los riesgos, que generalmente satisfacera las necesidades de
la mayoria de los pacientes en la mayoria de las circunstancias. Sin embargo, no
debe considerarse que los documentos de consentimiento informado incluyan
todos los aspectos sobre otros métodos de tratamiento o riesgos posibles. Su
Cirujano Plastico puede proporcionarle informacion adicional o diferente, basada
en todos los hechos de su caso particular y en el estado del conocimiento médico.
Los documentos de consentimiento informado no pretenden definir o servir como
el modelo del cuidado médico. Este sera determinado basandose en todos los
hechos involucrados en un caso individual, y esta sujeto a cambios, puesto que el
conocimiento cientifico y la tecnologia avanzan, y los modelos de practica
evolucionan.

Otro de los procedimientos a realizar en el presente estudio es La aspiracion
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medular que consiste en puncionar y extraer sangre del interior del hueso

seleccionado.

La aspiracion medular suele realizarse en el esternon, (hueso situado en el
centro del pecho) o en la cresta iliaca posterior (parte postero-superior de la
cadera). Riesgos frecuentes: En el momento de la aspiracion o de la biopsia
puede notar algo de dolor en el lugar de puncion. En la zona donde se le ha
realizado la prueba, puede quedar un hematoma que desaparecera a los pocos
dias. Riesgos poco frecuentes, cuando sean de especial gravedad y estén
asociados al procedimiento por criterios cientificos: Eventualmente se han descrito
hemorragias internas (por puncién de alguna arteria retroesternal) o dolor radicular

en el territorio del nervio ciatico.

EL Plasma Rico en Plaquetas es un material autélogo, quiere decir que se
obtiene del propio paciente. Después de extraer cuidadosamente unos 60 ml de
sangre venosa del antebrazo en tubos con anticoagulante, se procede a una
centrifugacion protocolizada. Al centrifugar, se obtiene la separacion de las

diferentes fracciones de la sangre.

ES IMPORTANTE QUE LEA CUIDADOSAMENTE LA INFORMACION
ANTERIOR Y HAYAN SIDO RESPONDIDAS TODAS SUS PREGUNTAS ANTES
DE QUE FIRME EL CONSENTIMIENTO DE LA PAGINA SIGUIENTE.

Yo
Cl

En pleno uso de mis facultades, libre y voluntariamente manifiesto que he sido
informado y en consecuencia autorizo a que se me incluya en el trabajo de
investigacion  “Diferenciacion de las Células Madre Mesenquimales,
Hematopoyéticas y Plasma rico en plaquetas en tejido adiposo adulto in vitro” en
el Hospital Universitario de Caracas por el Servicio de Cirugia Plastica,

Reconstructiva y Maxilofacial, teniendo en cuenta que:
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He comprendido la naturaleza y propésito del estudio.
He tenido la oportunidad de aclarar mis dudas.
Estoy satisfecho(a) con la informacién proporcionada.

P 0w h P

Reconozco que todos los datos proporcionados referente al historial médico

son ciertos y que no he omitido ninguno que pueda influir en el estudio.

Por tanto, declaro estar debidamente informado y doy mi expreso consentimiento

para ser incluido en el trabajo propuesto.
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Anexo 2

VARIABLES

Operacionalizacion de variables:

VARIABLES

INDICADORES

SUBINDICADORES

DEPENDIENTE

Tejido adiposo: cualitativa | Unilocular, multilocular Si/No
nominal dicotomica

INDEPENDIENTES

Células madre: cualitativa | Mesenquimales,

ordinal dicotomica. hematopoyéticas

Plasma rico en plaquetas: Si/No
cualitativa nominal

dicotémica

Tejido endotelial: cualitativa Si/No

nominal dicotémica.

Tiempo de diferenciacion:

cualitativa ordinal politomica.

1-3 dias, 4-6 dias, 7-9 dias.
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