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CAPITULO |

RESUMEN

El injerto graso se ha utilizado las ultimas décadas como relleno autélogo para tratar
padecimientos como secuelas por quemaduras, reconstruccidon de defectos
craneofaciales e incluso por razones estéticas. Hoy en dia, ha despertado el interés
debido a las propiedades de diferenciacion de los componentes celulares
encontrados en la fraccion vascular estromal (FVE).

La FVE es un conjunto heterogéneo de células (células endoteliales precursoras,
preadipocitos, células madre derivadas de tejido adiposo (ASC), macrofagos,
linfocitos, fibroblastos, pericitos) que pueden ser obtenidas mediante un proceso
enzimatico o mecanico. Dentro de los métodos mecanicos mas utilizados se
encuentra el nanofat descrito por Tonnard en 2013 que consta en realizar una
emulsificacién a través del paso del lipoaspirado por diferentes tamanos de filtros.
Con la finalidad de optimizar los resultados clinicos en la aplicacidn estética este
estudio analiza y describe la poblacion celular y caracteristicas del tejido graso
obtenido después de una serie de modificaciones al método descrito por Tonnard.
Se incluyeron 6 pacientes; de cada uno se obtuvieron 24 cc de grasa y se formaron
6 grupos de tratamiento con 4cc. Base: Grasa sin decantar ni emulsificar; T1GD:
Grasa decantada; T2GE: Grasa emulsificada sin decantacion; T3GED Grasa
emulsificada y decantadada; T4GEDC1: Grasa emulsificada, decantada vy
centrifugada 1 minuto y TSGEDC3: Grasa emulsificada, decantada y centrifugada 3
minutos. Se llevd a cabo una caracterizacion celular a través de citometria de flujo
e inmunofluorescencia utilizando marcadores de superficie celular (CD34*, CD31"y
CD146"). Dentro de los resultados destaca una mayor poblacién femenino, IMC
promedio de 26.5% y el abdomen fue la principal zona de obtencion de la grasa. Se
encontré mayor proporcion celular tanto de células mesenquimatosas, pericitos y
células endoteliales en el grupo de aislamiento enzimatico; asi como menor
proporcion de detritos celulares. Dentro de los grupos de aislamiento mecanico se
encontré mayor cantidad de CD31* Y CD34" en el grupo correspondiente al nanofat.
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Por lo que concluimos que la digestidn enzimatica sigue siendo el mejor método
para obtener la mayor cantidad de células viables extraidas de tejido graso; sin
embargo, como método alternativo y uso trans quirdrgico los métodos mecanicos

nos proporcionan una buena cantidad de células regenerativas.

CAPITULOII

INTRODUCCION

El injerto graso se ha utilizado durante las ultimas décadas como un relleno autologo
en cirugia plastica para tratar multiples padecimientos como secuelas por
quemaduras, reconstruccion de defectos craneofaciales congénitos, de origen
traumatico, secundario a tumores e incluso por razones estéticas (1,2). Actualmente,
las propiedades de diferenciacion de los componentes celulares encontrados en la
fraccidn vascular estromal han incrementado su importancia en su aplicaciéon en
cirugia estética (3).

Diversos estudios buscan optimizar el uso del tejido adiposo para aumentar la
capacidad de supervivencia celular y concentrar las ceélulas derivadas para
aprovechar su potencial de neovascularizacion, regeneracion y disminucion de la

respuesta inflamatoria sistémica ().

La FVE es un conjunto heterogéneo de células contenidas dentro del tejido adiposo
5) del ser humano que puede obtenido mediante liposuccion. A través de este
meétodo, es factible recolectar grandes cantidades de tejido adiposo para obtener
esta fraccidn compuesta por células endoteliales, periocitos, células inmunoldgicas,
fibroblastos y células madre derivadas de tejido adiposo ). Estas ultimas células se
caracterizan por ser células con capacidad proliferativa y de diferenciacion
multipotencial hacia linajes especificos: ostegénico, adipogénico, neurogénico,

miogénico y condrogeénico (7).

10



Para el estudio de estas células multipotentes se han desarrollado diferentes
métodos tanto enzimaticos como mecanicos para su aislamiento y recoleccion. El
aislamiento enzimatico permite mayor concentracion de células recolectadas (), sin
embargo, el tiempo invertido y los requisitos de este procedimiento lo hacen poco

practico y viable en un entorno quirurgico.

Por el contrario, mediante el aislamiento mecanico estandarizado se obtiene una
emulsion conocida como nanofat. Aunque la concentracidn celular obtenida es
menor que con los métodos utilizados en el laboratorio (1,975,000 por cada 100 ml
de lipoaspirado)e) es muy empleado puesto que permite la obtencion y aplicacion
clinica, facil, econdmica, e inmediata de estas células sin grandes

inconvenientes o).

El objetivo de este estudio es analizar y describir el tejido graso obtenido después
de una serie de modificaciones al método descrito por Tonnard en 2013, realizando
procesos mecanicos como la decantacion, centrifugacion y la emulsificacion del
tejido graso. Con esto, se busca caracterizar el lipoaspirado sometido a dichas
condiciones y determinar la proporcién de células especificas. Esto servira, para
conseguir un tejido graso con mayor rendimiento y efecto que podra ser aplicada

como injerto graso para reparacion de heridas o rellenos.

Marco teodrico

Durante los ultimos 20 afos, el tejido adiposo ha sido reconocido universalmente
como algo mas que solo un depdsito de energia y ahora se sabe que la grasa es un
tejido que tiene funciones endocrinas, paracrinas y autocrinas (11).

La estructura del tejido adiposo es compleja y aunque macroscopicamente parece
consistir principalmente en grasa, el numero de adipocitos adultos es inferior al 20%

de la celularidad total. El otro 80% esta compuesto por la denominada fraccion
11



vascular estromal, que contiene células endoteliales precursoras, preadipocitos,
células endoteliales, células madre derivadas de tejido adiposo (ASC), macrofagos,
linfocitos, fibroblastos, pericitos y células hematopoyéticas (12).

La gran actividad metabdlica del tejido adiposo incluye secrecidén de productos como
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, interleucina-6 (IL-6), factor de crecimiento
transformante-3 (TGF-R3), adiponectina, resistina, la leptina, el angiotensinégeno, el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el inhibidor del activador del
plasmindgeno 1 (PAI-1) (13).

Los injertos adiposos se convierten en verdaderos “secretomos”, que expresan
varios factores que determinaran su relacion con el tejido receptor; es por ello
ademas del uso para la correccién de volumen, recientemente se ha utilizado el
lipoaspirado procesado, mejor conocido como nanofat para modular la regeneracién

tisular

El Nanofat es un proceso mecanico con una gran capacidad de regeneracion celular

debido al FVE mediante el cual se obtiene un conjunto de células compuesto por

células precursoras de adipocitos, células progenitoras endoteliales (EPC) que

inducen angiogeénesis a través de la liberacion de factores de crecimiento como el

VEGF, factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1); macréfagos y

monocitos (14). Por otra parte, los pericitos participan en la regeneracion muscular y

las células estromales secretan componentes de la matriz extracelular que mejorar

la capacidad de adhesion, migracion, integracion y regeneracion celular (15). Ademas,

la sefializacién paracrina y entrecruzamiento de células provenientes del FVE vy

microentorno del huésped producen cambios secundarios a mecanismos

angiogénicos, inmunomoduladores, diferenciacion y de induccion del estroma.

Los criterios para caracterizar los contenidos celulares de la fraccion vascular estromal
utilizando antigenos de superficie es un area de investigacion en evolucién, ya que,
dentro de ciertos estandares generalmente aceptados, existe variabilidad entre

laboratorios. Entre los marcadores positivos y negativos comunmente utilizados para
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identificar diferentes poblaciones celulares se encuentran CD34*, CD73*, CD13",
CD90*, CD105*, CD29*, CD31-, CD45 Y CD144" en las células madre derivadas de
tejido adiposo; CD34*, CD31*, CD133*, CD146*, CD45 en células endoteliales
precursoras; CD31" FVIII, CD34- en células endoteliales; CD146*, CD90*, CD73",
CD44*, CD29*, CD13*, CD34", CD45", CD56" en los pericitos y CD34*, CD45", CD31"

y CD146" en los pre-adipocitos (16,17,18)

En cuanto a la capacidad de regeneracion, principalmente las células madre son
encargadas de diferenciarse en multiples linajes celulares favoreciendo la
diferenciacion y proliferacion de ceélulas maduras como adipocitos, fibroblastos
(cuando es inyectado intradérmico), condrocitos, entre otros (19).
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Antecedentes

En 2001, se publicaron las primeras descripciones donde se reporta el uso de ASCs
y su potencial para la restauracion de los cambios estructurales de la piel que va
sufriendo con la edad, por lo que actualmente se ha convertido en un blanco

terapéutico en el campo del rejuvenecimiento facial (20).

A partir de esto se inici6 la investigacion de los componentes celulares presentes en
la fraccidn vascular estromal.

En el 2015 se llevd a cabo una revision de los mecanismos involucrados en la
regeneracion tisular y demostraron a través de estudios de inmunohistoquimica y
citometria de flujo la presencia de marcadores de superficie en la fraccion vascular
estromal. La FVE esta compuesta 20% células estromales, 10-20%, células
hematopoyéticas 25-45% y se caracterizan por presentar CD45-, CD235-, CD31-,
CD34+ (21

Otras células importantes para la regeneracion son las células endoteliales y pericitos.
Las células endoteliales se definen por la combinacién de CD45-, CD31+, CD34+ Y
CD146+; mientras que los pericitos que desempefian una funcion en la pared vascular
expresan CD45-, CD31- y CD146+ (22

Posteriormente, se identificaron una poblacion de células transicionales las cuales
presentaban marcadores de superficie positivos para CD34 y CD146 y negativos para
CD31- (23).

Bora et al hacen una caracterizacion de las células encontradas en la FVE, incluyendo
tipo celular, tamafio y marcadores de superficie presentes en cada uno como se

muestra en la tabla a continuacion (24).
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Componentes importantes de la FVE, tamaiio y marcadores de superficie respectivos.

Tipo de célula en la Tamanio celular Marcadores moleculares
FVE
Positivos Negativos
Células madre derivadas  10-25pm CD34,CD73,CD13,CD90, CD105,CD209  CD31, CD45, CD144
de adipocitos
Precursoras de células 7-8pum CD34,CD31,CD133,CD146 CD45
endoteliales
Células endoteliales 10-30pm CD31, FVIlII CD34
Linfocitos T 7-12pm CD4, CD25, Foxp3, CD8
Pericitos Hasta 70pm CD146, CD90, CD73, CD44, CD29, CD13 CD34, CD45, CD56
Pre adipocitos 10pum CD34 CD45, CD31,CD146

FVE: fraccién vascular estromal.
Contenido modificado y traducido de: Bora, P., Majumdar A. (2017). Adipose tissue-derived stromal vascular fraction in regenerative medicine: a brief
review on biollogy and translation. Stem Cell Research & Therapy,8,145.

De igual manera en estudio realizado en el 2020 por Gao et al describen que los
principales tipos celulares encontrados en la FVE son las células madre derivadas de
tejido adiposo (ASCs), células endoteliales, céluas endoteliales precursoras, pericitos
y pre adipocitos y establecen marcadores de superficie celular especificos para la
identificacion de cada una de ellas. ASCs (CD90+, CD105+, CD44+), células
endoteliales (CD31+, CD133-), pericitos (CD146+) y pre adipocitos (CD34+, PDGFRa,
DLK) (25)

Es por ello que en este estudio utilizamos el marcador de superficie CD34" para
identificar los pre adipocitos, CD146" para los pericitos y CD31" para las células
endoteliales con la finalidad de realizar una caracterizacion y cuantificacion de cada

las células presentes en cada uno de los tratamientos.
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Justificacion

En la literatura estan descritos multiples procedimientos para la obtencion de tejido
graso y su conversion a nanofat con multiples variaciones reportadas; que, a pesar
de presentar resultados satisfactorios, se desconoce la caracterizacion de las
células obtenidas durante estos diferentes métodos y por ende la cantidad de células
aplicadas y requeridas para obtener un resultado éptimo con la aplicacidon de injerto
graso.

Por lo tanto, este estudio pretende comparar a través de un analisis histologico y
molecular, la cantidad y proporcién de tipos celulares presentes en el lipoaspirado
que fueron sometidos a diferentes tratamientos mecanicos. Este analisis nos
permitira determinar y describir el mejor tratamiento y procesamiento mecanico del

lipoaspirado para obtener un injerto graso enriquecido de células de la FVE.
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CAPITULO 1l

HIPOTESIS
La concentracion y proporciones de los elementos celulares del lipoaspirado

dependen directamente de los tratamientos de proceso mecanico a los que seran

sometidos.

HIPOTESIS NULA
La concentracion y proporciones de los elementos celulares del lipoaspirado no

dependen directamente de los tratamientos de proceso mecanico a los que seran

sometidos.
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CAPITULO IV

OBJETIVOS

Objetivo general

® |dentificar y cuantificar los elementos celulares presentes en lipoaspirados

gue han sido sometidos a distintos tratamientos mecanicos.

Objetivos secundarios

® Determinar la cantidad, concentracion y proporcion de las poblaciones
celulares de CD34", CD146" y CD31%en los lipoaspirados sometidos a
tratamientos mecanicos mediante citometria de flujo.

® Medir la cantidad, concentracion y proporcién de los detritus celulares contra
la porcidn celular en los lipoaspirados sometidos a distintos tratamientos
mecanicos.

® Determinar la viabilidad celular de la totalidad de las poblaciones celulares

sometidas a los diferentes tratamientos mecanicos.
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CAPIiTULO V

MATERIAL Y METODOS

Diseno del estudio:

Estudio experimental, descriptivo, analitico y transversal.

Poblacion de estudio:

Se analizaron muestras de tejido graso (lipoaspirado) obtenido de pacientes sin
distincidn de sexo, mayores de 18 afios sometidos a procedimiento de liposuccidn
en el Servicio de Cirugia Plastica y Reconstructiva del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez” de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn, durante el periodo
del 1 al 30 de Julio del 2024.

Criterios de seleccién de participantes para obtencién de lipoaspirado

Criterios de inclusion:

e Pacientes mayores de 18 afios, sin distincion de sexo que se vayan a
someter a un procedimiento que involucre liposuccién.
e indice de Masa Corporal (IMC) entre 18.5 — 34.9.

Criterios de exclusion:

e indice de Masa Corporal <18.5 0 >35.

e Antecedente de enfermedad crénica (diabetes tipo 2, hipertension arterial)
e Antecedente de cancer.

e Coagulopatia.

e FEvidencia de infeccidn en el area a tratar durante la cirugia.
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e Antecedente de cirugia en el area a tratar.
e Pacientes embarazadas.

e Antecedente de enfermedades de tejido conectivo.

Criterios de eliminacion:

e Muestra insuficiente para estudio de citometria de flujo.
e Muestras procesadas con desviaciones al protocolo.
e Muestras con falla en la preservacion del

tejido.

METODOLOGIA

Obtencion del lipoaspirado.

Para conseguir el material de lipoaspirado necesario para los analisis, la técnica

quirurgica se realizo de la siguiente manera (Figura 1):

Previa antisepsia del area quirurgica se realizo la infiltracidon de 24cc de solucidn
tumescente modificada (adrenalina/solucién salina 1:200,000) mediante aguja de
1mm de diametro. Después de 10 minutos de latencia, se procedio a la toma de injerto
graso a través de una canula de 2.5 mm de diametro, 10 cm de largo, de punta roma,
multifenestrada (fenestras de 1Tmm de diametro) conectada a jeringas de 5 cc. Se
tomaron 6 jeringas con capacidad de 5 cc, las cuales se llenaron con 4 cc de microfat
cada una, para la obtencion total de 24cc de tejido graso.

Tratamientos mecanicos de los lipoaspirados.
Para este trabajo, se estudiaron 5 tipos de tratamientos mecanicos y uno enzimatico
(control — base) al lipoaspirado con 2 variantes en cada una de las condiciones.
e Control — Base: Grasa sin decantar ni emulsificar. (Se realizé el tratamiento
enzimatico debido a que éste se considera el gold estandar para el aislamiento
20



celular y asi tener una base para realizar la comparacién del resto de los
tratamientos propuestos).

e Tratamiento 1: Grasa decantada (se realiza el conteo precipitado) - T1GD.

e Tratamiento 2: Grasa emulsificada sin decantacion - T2GE.

e Tratamiento 3: Grasa emulsificada y decantadada - T3GED.

e Tratamiento 4: Grasa emulsificada, decantada y centrifugada 1 minuto ->
T4GEDCA1.

e Tratamiento 5: Grasa emulsificada, decantada y centrifugada 3 minutos ->
T5GEDCS3.

Los procesos mecanicos de emulsificacion, decantado y centrifugacion realizados se

especifican a continuacion.

Decantacion: sin movilizar la muestra se cuantificd la cantidad de tejido graso a los
5 minutos; se dejé decantar durante 5 minutos mas hasta completar 10 minutos. Una
vez completados los 10 minutos se elimind la capa oleosa (superior) y la capa de
solucion tumescente (inferior) y se cuantifico el total de grasa obtenida.

Emulsificacion: se paso el lipoaspirado a través de un filtro de grasa con jeringas de 5
cc a través del conector “Luer to Luer” de 2.4 mm 40 veces; sobre esa misma grasa
se repetid el procedimiento con un filtro de 1.2mm y al finalizar la muestra obtenida se

paso por el Nano Transfer de 500 micras.

Centrifugacion: se centrifugé a 800g durante 1 y 3 minutos; en el tratamiento

T4AGEDC1 y TSGEDCS3 respectivamente.

Las muestras fueron enviadas en condiciones de cadena de frio (4°C) al
Departamento de Histologia de la Facultad de Medicina de la UANL en un tiempo

menor de 30 minutos tras haber sido obtenidas.
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Para el analisis de la viabilidad celular y citometria de flujo de los lipoaspirados
tratados las muestras fueron procesadas para conteo celular total y se reportaron los
resultados en células/mL. Durante el conteo se incorporo la tincion de azul de tripan
como colorante para el analisis de viabilidad y se determin6 el conteo de células

viables bajo microscopia de campo claro.

Posteriormente, se realiz6 una digestion enzimatica con Colagenasa tipo | en
muestras de lipoaspirado como control de referencia. Para esto, se utilizara 10 mg/mL
de colagenasa tipo | para digerir a la muestra por espacio de 2 hrs y se realizé lavado
con medio para inactivar la enzima. Se colect6 la fraccion vascular estromal por
centrifugacion a 800g por 5 min a 4°C, y fue procesada con el resto de las muestras.
Una vez realizado el conteo, se hizo el ajuste minimo de 2x10% a 1x10°de células para
cada marcador CD a detectar (CD34, CD146, CD31) y se colocaron en microtubos
de 1.5 mL. Las células fueron lavadas en buffer FACS y centrifugadas a 800 g por 5
minutos a 4°C, seguido de la incubacion con los anticuerpos de interés siguiendo las
indicaciones por el fabricante incubando por espacio de 30-60 minutos a 4°C en
oscuridad. Posteriormente, se lavaron las células con buffer FACS, se centrifugaron y
fueron resuspendidas en 300 pl del mismo buffer. Se procedié a leer las muestras en
un citometro de flujo Accuri C6 Plus (Becton Dickinson, EE. UU.). Se ajustaron los
valores de fondo (background) con muestras referencia. Una vez finalizado el ensayo,
se hizo el analisis de la poblacion total en porcentaje para cada marcador celular.
Todos los residuos generados fueron procesados acordes a los lineamientos de
desecho de RPBI dictado por la NOM-087-ECOL-1995.
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Figura1. Método de obtencion de tejido graso y tratamientos de estudio.
e e

1-Toma de micrograft . 2- Lienado de tubos tipo falcon con 4cc de micrograft. 3- Identificacién de los grupos de tratamiento y decantacién durante 10 minutos. 4- Emulsificacién de la
grasa en filtros de 2.4mm, 1.2mm y Nano (500 um). 5- Centrigugacién de tratamiento 4 y 5 por 1 y 3 minutos respectivamente. 6-Extraccion de excedente posterior a centrifugacion. 7-
Grupos de tratamiento finales. 8- Envio de muestras al departamento de histologia para su analisis.

Base: Grasa sin decantar ni emulsificar.

T1GD: Grasa decantada (se realiza el conteo precipitado).

T2GE: Grasa emulsificada sin decantacion.

T3GED:: Grasa emulsificada y decantada.

T4GEDC1: Grasa i y igufada 1 minuto.
TS5GEDC3: Grasa if y i 3 minutos.

Tamano de la muestra

Para realizar este estudio, se realizé6 un muestreo no probabilistico por casos
consecutivos (se esperaba recopilar un minimo de 5 participantes en el periodo
contemplado).

Aspectos éticos y de confidencialidad de la informacién de los participantes.

Los procedimientos propuestos fueron realizados de acuerdo con las normas éticas,
el reglamento de la Ley General de Salud y la declaracion de Helsinki del 2013, asi
como con los codigos y normas internacionales y locales vigentes para las buenas

practicas en la investigacion clinica.
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El protocolo sera revisado por el Comité de Etica en Investigacion del Hospital

Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”

La informacion recabada en este estudio fue recopilada en bases de datos, sin
capturar nombre completo, edad o la direccidén de los sujetos de investigacion en las
muestras manteniendo el anonimato. Se sistematizé la asignacion de folios a las
muestras recopiladas que contendran las siglas del proyecto-fecha-numero de
muestra. El recabar esta informacion tiene como finalidad garantizar la integridad
cientifica, misma que fue resguardada en el sitio de investigacién y solo tienen acceso

los miembros del equipo de investigacion.

Recursos y financiamiento

Los recursos y financiamiento del proyecto fueron aportados por el Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” y por el Departamento de Cirugia
Plastica y Reconstructiva.

Analisis estadisticos

Se registraron los datos clinicos y demograficos de los participantes para expresarse
a manera de frecuencias y con medidas de tendencia central y dispersion. Por otra
parte, de cada tipo celular se registr6 la cantidad de células en términos de
concentracion (células / ml) y en porcentaje (%) de proporcién en el lipoaspirado en
cada una de las muestras y tratamientos. Con esto, se realizaron comparaciones de
los tratamientos mediante la prueba de ANOVA de una via y de comparaciones
multiples para contrastar el efecto del tratamiento en la concentracion celular y la
prueba de Kruskal Wallis para comparacién de medianas segun la normalidad de los
datos obtenidos.
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Software

El analisis de datos y el analisis estadistico se realizaron en Microsoft Excel® para
Mac (Version 16.54) y GraphPad Prism® (Version 9.3.0, software GraphPad).
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CAPIiTULO VI
RESULTADOS

En este estudio, se incluyeron 6 pacientes sometidos a liposuccion; se obtuvo un total
de 36 muestras de tejido adiposo. La composicion demografica fue
predominantemente de pacientes femeninos (5 mujeres, 1 hombre); con un rango de
edad entre 25-51 afios (x = 37 afios). Solo 1 de los 6 pacientes presentaba
comorbilidades. El indice de masa corporal promedio fue de 26.5 (24.5-29 kg/m2). En
cuanto al sitio de obtencion del tejido graso, 4 (66.6%) de las de las muestras fueron
obtenidas de region abdominal y el resto 2 (33.3%) fueron obtenidas de brazos
(Tabla1).

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de la poblacion estudiada
Muestra  Género Edad Sitio de Obtencién IMC Comorbilidades
de grasa

1 Femenino 32 Abdomen 245 No

2 Femenino 46 Brazos 26 No

3 Masculino 36 Abdomen 26.7 No

4 Femenino 25 Abdomen 28 No

5 Femenino 37 Abdomen 29 No

6 Femenino 51 Brazos 27 Angina de pecho

Una vez finalizada la obtencion de las muestras en cada paciente, se evaluaron las
caracteristicas macroscopicas del lipoaspirado. En las muestras de los grupos
Control, T1GD, T2GE de todos los pacientes se observo una emulsidn rojiza con
abundantes eritrocitos, mientras que en el tratamiento T3GED la presencia de
eritrocitos fue heterogénea, siendo moderado en los pacientes 1,2 y 3 y escasos en
lo4,5y6. Enlos tratamientos TAGEDC1 y TSGEDC3 no se observo la presencia de
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eritrocitos, mostrando una emulsiéon color amarillo sin rastros hematicos en todos los

pacientes (Figura 2).

Figura 2. Caracteristicas macroscopicas del lipoaspirado posterior a someterse a los
diferentes tratamientos.

Base: Grasa sin decantar ni emulsificar. T1GD: Grasa decantada (se realiza el conteo precipitado). T2GE: Grasa
emulsificada sin decantacion. T3GED: Grasa emulsificada y decantada. TAGEDC1: Grasa emulsificada, decantada y
centrigufada 1 minuto. TSGEDC3: Grasa emulsificada, decantada y centrifugada 3 minutos.

En el analisis histologico, se observaron diferencias en la arquitectura y morfologia
celular. Después de la incubacion por 12 horas en placas de cultivo, en la muestra
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control y el T1GD se observaron células esféricas con membrana plasmatica y I6bulos
preservados caracteristico de los adipocitos. En las muestras de T2GE, T3GDE se
observaron menor cantidad de adipocitos, asi como fragmentacion de estos con forma
irregular y contenido lipidico disperso. Por otra parte, los grupos T4AGEDC1, TSGEDC3
presentaron ausencia de adipocitos, con gran cantidad de matriz extracelular (Figura
3).

Figura 3. Caracteristicas celulares bajo microscopia en campo claro.

A. B.
‘ Control T1GD

I_Jpospi rad

¢ o

T2GE | T3GED

TS5GEDC3

T4GEDC1

Microscopia campo claro. A. Lipoaspirado obtenido. B. Muestras en adherencia por 12 horas 40X).
Control: Grasa sin decantar ni emulsificar. T1GD: Grasa decantada (se realiza el conteo
precipitado). T2GE: Grasa emulsificada sin decantacion. T3GED: Grasa emulsificada y
decantada. TAGEDC1: Grasa emulsificada, decantada y centrigufada 1 minuto. TSGEDC3:
Grasa emulsificada, decantada y centrifugada 3 minutos.
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Posteriormente, las 6 muestras de cada paciente fueron analizadas para valorar la
calidad y viabilidad celular. Se observé que el porcentaje de viabilidad fue semejante
en todos los tratamientos. La mayor viabilidad celular se presentd en el grupo
TSGEDCS3 con un 86.5%, valor similar al grupo control con un 86.25% (Figura 4).

La identificacion y cuantificacion celular se realizd a través de citometria de flujo
utilizando citométro BD Accuri C6 Plus. En los pacientes 1, 2, 5 y 6 se lograron
identificar dos grupos de poblaciones celulares bien definidas representadas mediante
grafico de puntos marcados como poblacion 1y poblacion 2 (Figura 5A). La poblacion
2 se caracteriza por presentar células de mayor tamafio y menor granularidad;
mientras que la poblacién 1 podria tratarse de células mas pequefas y/o fragmentos
de ellas con mayor granularidad que presentan; asi mismo, en una poblacion
independiente, se identificaron particulas de aun menortamanoy  granularidad que
corresponden a detritos, remanentes celulares o fibras. No obstante, en los
pacientes 3 y 4 no se logro identificar ni diferenciar las poblaciones 1 y 2,
presentandose un unico patrén de complejidad y tamafio y de manera independiente
los detritos celulares (Figura 5B).
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Figura4. Porcentaje de Viabilidad Celular de acuedo al tratamiento
Viabilidad Celular / Tratamiento
95
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85 v .
e le —}
80 :%: viv Py
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% Viabilidad

70

65 I I 1 1 I 1
TMT T2 T3 T4 T5 BASE

Base: Grasa sin decantar ni emulsificar. T1 (T1GD): Grasa decantada (se realiza el conteo
precipitado). T2 (T2GE): Grasa emulsificada sin decantaciéon. T3 (T3GED): Grasa
emulsificada y decantada. T4 (T4GEDC1): Grasa emulsificada, decantada y centrigufada 1
minuto. T5 (TSGEDC3): Grasa emulsificada, decantada y centrifugada 3 minutos.

Figura 5. Identificacion de poblaciones celulares

A. B.
i - ®3
& ¥
o | Ambas poblaciones
o2 |PObIERakigcion 2
D=y Gk
18 § é g‘ 0.8'% .
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b= =
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o =T
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Complejidad

Grafica de puntos representando las poblaciones celulares identificadas por citometria de flujo.

A. Se identifican dos poblaciones bien definidas. Poblacién 1 y Poblacién 2. B. Se identifica
solo una poblacién definida.
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Para la estandarizacion de las pruebas de identificacion celular con anticuerpos, se
probaron las células sin marcar para determinar la fluorescencia basal en cada
tratamiento (control, sin anticuerpo). Posteriormente, en las muestras marcadas con
el anticuerpo se observé un aumento de fluorescencia en respuesta a la union de los
anticuerpos fluorescentes. Debido a los detritos y posibles remanentes de lipidos, se
observo un “rastro” de fluorescencia incluso en los controles no marcados (Figura 6).
Para caracterizar la concentracion y proporcion de las estirpes celulares en cada
tratamiento se realizé la determinacion antigénica mediante el marcaje fluorescente y
la deteccion por citometria, se analizaron la totalidad de las poblaciones encontradas
a excepcion de los detritos.

El grupo control mostré un mayor porcentaje de proporcion celular de CD34* con un
32.02%, de igual manera en el CD146" con 45.32% y finalmente se observo el mismo
resultado con la cantidad de CD31" siendo mayor en el grupo control con un 24.69%
(Figura 7).
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Figura 6.
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Figura 7.

Cuantificacion celular de CD34, CD146 y CD31 por
grupo de tratamiento.
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Conteo celular con marcadores de superficie obtenido por citometria de flujo;
represetados en porcentaje y numeros absolutos. A. Células positivas para marcador
CD34. B. Células positivas para marcador CD146. C. Células positivas para marcador
CD31.

Base: Grasa sin decantar ni emulsificar. T1 (T1GD): Grasa decantada (se realiza el conteo precipitado).
T2 (T2GE): Grasa emulsificada sin decantaciéon. T3 (T3GED): Grasa emulsificada y decantada. T4
(T4GEDC1): Grasa emulsificada, decantada y centrigufada 1 minuto. T5 (TSGEDC3): Grasa emulsificada,
decantada y centrifugada 3 minutos.
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Finalmente, se llevd a cabo el analisis de los detritus en cada uno de los tratamientos
observando homogeneidad en los resultados; siendo el grupo T3GED el que present6
menor proporcion de detritus celulares en las muestras obtenidas con un 52.37.% vy
seguido del T1GD con 53.44% y el grupo TAGEDC1 con 54.75%; mientras que el
TSGEDCS fueron donde se encontré mayor cantidad con 59.55% (Figura 8).

Figura 8.

Cuantificacién celular detritus celulares por grupo de
tratamiento.
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A.Datos represetados en numeros absolutos. B. Datos representados en

porcentaje.

Base: Grasa sin decantar ni emulsificar. T1 (T1GD): Grasa decantada (se realiza el conteo precipitado). T2
(T2GE): Grasa emulsificada sin decantacién. T3 (T3GED): Grasa emulsificada y decantada. T4 (T4GEDC1):
Grasa emulsificada, decantada y centrigufada 1 minuto. T5 (TSGEDC3): Grasa emulsificada, decantada y
centrifugada 3 minutos.
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CAPITULO VII
DISCUSION

En la literatura estan descritos multiples procedimientos para la obtencion de tejido
graso y el aislamiento de la fraccion vascular estromal. Sabemos que actualmente la
liposuccidon es uno de los procedimientos estéticos mas realizados a nivel mundial y
una fuente rica de obtencion de células regenerativas; sin embargo, aun no existe un
meétodo ideal para obtener a través de procesos mecanicos la mayor cantidad de
células derivadas de la fraccion vascular estromal por lo que este estudio analizé las
caracteristicas celulares presentes en el lipoaspirado sometido a diferentes tipos de
tratamiento y con ello poder identificar los métodos que optimizan estos resultados.

Nuestro estudio demostro que la liposuccidn es preferentemente elegida por pacientes
del género femenino, presentando un mayor porcentaje de procedimiento entre rango
de edad de 18 a 50 afios datos demograficos que coindicen con la literatura actual. 2s).
La técnica descrita por Tonnard en 2013 para la obtencion de la fraccion vascular
estromal a partir del lipoaspirado es ampliamente conocida y utilizada (g); sin embargo,
actualmente existen multiples modificaciones a la técnica y dispositivos comerciales
que permiten el aislamiento de la FVE dentro de la sala de operaciones favoreciendo
y facilitando el uso del injerto graso y permitiendo la transferencia de grandes

cantidades de células regenerativas (30,31,32,35)

La disociacién de la grasa mediante procesos mecanicos permite el aislamiento de
células grandes como los eritrocitos, en nuestro estudio, el tejido tratado como nanofat
y centrifugacion se aprecié un color amarillo claro. (26). Asi mismo, la centrifugacion
redujo la cantidad de emulsion al final de los tratamientos y ayudd a la eliminacion de
los excedentes de solucion tumescente y la capa oleosa derivada de la destruccion

de adipocitos.

Previamente, se ha reportado que las caracteristicas histologicas en el lipoaspirado

presenta adipocitos estructuralmente intactos cuando no existe manipulacion,
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disminuyendo en el tejido microfragmentado y casi ausencia total de adipocitos en el
nanofat 27), o que también fue observado en nuestro estudio.

Asi mismo, se ha observado que tras someter el tejido adiposo a un proceso
mecanico con técnica Coleman (obtencion de la grasa, filtracion y centrifugacion a
3,000 rpm por 3 minutos) existe una alteracién en la morfologia celular; sin embargo,
la integridad celular no se ve afectada (2s) por lo que se considera  un método ideal
para procesar el injerto. En nuestro estudio, con la finalidad de obtener una mayor
concentracion de células se agrego la centrifugacion al proceso de nanofat por 1y 3
minutos sin encontrar una diferencia de las proporciones ni cantidades celulares entre
los tratamientos.; sin embargo, cabe mencionar que la viabilidad celular no se vio
afectada siendo muy similar al grupo control.

En un estudio previo, se determiné que a mayor numero de pases del tejido graso a
través de las membranas, se reduce el numero final de células presentes en la FVE
9); lo que explicaria la reduccién de la proporcion celular encontrada en los grupos
de tratamiento T3GED, T4AGEDC1, TSGEDC3 comparado con el grupo control que se

obtuvo mediante digestion enzimatica.

Diversos métodos de aislamiento mecanico tales como el “Lipocube” que consiste en
utilizar un cubo con 3 rejillas de cuchillas con diferentes tamafos y 3 puertos
separados, seguido de centrifugacion por 10 minutos, presenta un porcentaje de
viabilidad celular entre 86 - 91%a30), mientras que el MEST (Transferencia mecanica
de células estromales) que consiste de igual manera en generar disociacidon mecanica
seguido de centrifugacion reporta viabilidad de 93%31), tienen resultados semejantes
a los porcentajes de viabilidad observados en nuestro grupo de tratamiento TS GEDC3
(91%).

Un estudio realizado por Yaylaci y cols. reportd un 90% de viabilidad celular; asi como
mayor porcentaje de células CD al realizar un aislamiento por disociacion seguido de
centrifugacion por 10 minutos 32) ;y aunque no es posible llevar a cabo una
comparacion directa en la cantidad de células debido a que los marcadores de
superficie utilizados fueron distintos (CD73, CD90 y CD105), se ha demostrado que
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estos marcadores también pueden encontrase presentes en los pericitos infiriendo
que hay mayor proporcion de estas células; sin embargo, en nuestro estudio los
pericitos representados por los CD146+ reportan resultados heterogéneos obteniendo
una mayor proporcion en los grupos que no fueron sometidos a centrifugacion
(tratamiento control y T2GE).

En un estudio previo, se describi6 el procedimiento FAT que elimina la capa oleosa y
solucion de tumescente mediante centrifugacion y emulsificacidon del lipoaspirado; y a
través de un citometro de flujo se realizd la comparacion de la caracterizacion y
cuantificacion celular encontrando que existe una mayor concentracion celular en la
fraccidon vascular estromal comparado con el lipoaspirado que no recibia ningun tipo
de disrupcién mecanica, predominando las células madre derivadas de tejido adiposo
(CD31-, CD34+, CD45) y células endoteliales (CD31+, CD34+, CD45)33); En nuestro
estudio, los tratamientos T4 Y TS5 tuvieron centrifugacion por 1 y 3 minutos
respectivamente, si bien presentaron una cantidad de células constante, se observo
menor numero de células con marcadores positivos para CD34, CD31 Y CD146
comparada con el aislamiento enzimatico en el grupo control y el grupo T1GD que
solo se dejo decantar.

Previamente, mediante una cuantificacion a través de citometria de flujo y
caracterizacion celular con marcadores de superficie (CD13, CD73, CD90, CD146,
CD34 ) se demostré que el aislamiento mecanico a través de la técnica de nanofat
comparado con el lipoaspirado sin tratamiento presenta una concentracion 3 veces
mayor de CD34 y dos veces mayor de CD31 y CD14634). Asi mismo, en otro estudio
se reporta un conteo mediante citometria de flujo hasta dos veces mayor de células
CD34 y CD146 utilizando Lipocube comparado con el grupo de aislamiento por
digestion enzimatica (35); no obstante, en nuestro estudio se encontré mayor cantidad

de dichas células en el grupo sometido a digestion enzimatica con colagenasa.

Existen multiples estudios donde menciona la importancia de las células endoteliales,

pericitos y células inmunes antiinflamatorias para mediar el entorno y promover el
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microambiente regenerativo 6ptimo; entre los marcadores de superficie que utilizan
para valorar la concentracion de estas células estan el CD34, CD146, CD31
respectivamente, mismos utilizados en este estudio. Estudios previos reportaron un
conteo celular mediante proceso enzimatico de 15% de células endoteliales, 2%
pericitos y 59% de células transicionales 36 (grupo de células que comparten
caracteristicas tanto de pericitos como de células madre mesenquimatosas); sin
embargo, no se realiz6 un conteo especifico de cada uno de los marcadores. Mientras
que el grupo con aislamiento enzimatico en nuestro estudio presentd una proporcion
de 32.02% CD34+ (células mesenquimatosas); 45.32% de CD146+ (pericitos) y
24.63% CD31+ (células endoteliales) pudiendo atribuir esta diferencia a que el método
de aislamiento enzimatico fue diferente, utilizando otra enzima (colagenasa tipo Il) y

centrifugacion a 200g.

Se ha comentado previamente que el sitio de obtencion del tejido graso no es un factor
determinante que afecte el numero total de células que se pueden obtener de la FVE
a7)- Los procedimientos propuestos en diversos estudios que incluyen disociacion y
centrifugacion presentan mayor concentracién celular comprado con su respectivo
grupo control. En nuestro estudio, el numero de las muestras obtenidas pudo ser un
factor limitante para encontrar asociacion entre los tratamientos y la concentracion
celular. Asi mismo, la variabilidad durante el proceso para llevar a cabo el analisis
histolégico puesto que dos de las cuatro muestras se dejaron en cultivo por tiempo
prolongado y esto reduce las caracteristicas de las células madre, la capacidad de
diferenciacion y los niveles de expresion de los marcadores CDzg).

Por lo tanto, se requieren realizar estudios mas extensos que involucren mayor
numero de pacientes y mayor homogeneidad en el proceso; sin embargo, cabe
mencionar que el uso de los procesos mecanicos es una excelente alternativa para la

obtencion de células derivadas de FVE.
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CAPITULO VIII
CONCLUSIONES

La concentracién celular depende del tratamiento mecanico al que es sometido.

El aislamiento mecanico logra una concentracion celular menor a la obtenida con el
aislamiento enzimatico.

La proporcion de células mesenquimatosas (CD34"), pericitos (1467) y células endoteliales
(CD31+) obtenida del tejido graso es mayor con el proceso enzimatico.

A través del aislamiento enzimatico se obtiene una menor proporcion de detritus celulares
en el tejido graso tratado.

Dentro de los métodos de aislamiento mecanico el T3GED (Nanofat) fue el que presentd
mayor proporcién de células CD31* y CD34"

No existe diferencia significativa en la proporcion celular dentro de los diferentes métodos
de tratamiento mecanicos.

El nanocell es un método que nos permite obtener menor volumen manteniendo una
proporcion celular similar al nanofat, con lo que inferimos podemos tener resultados
clinicos comparables.

Para demostrar un mayor beneficio del nanocell se requieren realizar estudios que

involucren mayor numero de pacientes y mayor homogeneidad en el proceso.
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