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RESUMEN

El tejido adiposo constituye una fuente alternativa en la terapia celular debido a
diferentes factores como su facil extraccion, su alto contenido de células madre
mesenquimales y la capacidad de su expansién ex vivo que puede ser equivalente o
hasta superior a las células obtenidas de la médula 6sea en términos de su habilidad
de diferenciacion, potencial de angiogénesis y sus efectos inmunomoduladores en la
inflamacion. Estas células presentan el siguiente perfil de expresidon: marcaje positivo
para CD29, CD44, CD54, CD90, CD105 y HLA clase | y negativas para CD45, CD116,
CD14, CD31 y HLA-II. En la actualidad existen evidencias que las células madre
derivadas de tejido adiposo tienen el potencial de diferenciarse, ademas, a células de
origen no mesodérmico como: neuronas, células pancreéticas, endocrinas,
hepatocitos, cardiomiocitos y células epiteliales, entre otras. Debido a todos estos
factores y a la ausencia de problemas éticos e inmunolégicos, sugieren una nueva
posibilidad en el tratamiento de muchas enfermedades comunes a la practica médica
cotidiana.

Palabras clave: células madre mesenquimales, células madre derivadas del tejido
adiposo, terapia celular.

340
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2013;29 (4):340-348

ABSTRACT

Adipose tissue is an alternative source in cell therapy due to various factors such as
its easy extraction, its high content of mesenchymal stem cells and their capacity of
ex vivo expansion which can be equivalent or even superior to cells obtained from
bone marrow in terms of its ability of differentiation potential of angiogenesis and its
immunomodulatory effects in inflammation. These cells have the following expression
profile: positive staining for CD29, CD44, CD54, CD90, CD105 and HLA-I; and
negative for CD45, CD116, CD14, CD31 and HLA-II. At present, there is evidence that
the stem cells derived from adipose tissue has have the potential to differentiate in
addition to cells of mesodermal origin as neurons, pancreatic cells, endocrine,
hepatocytes, cardiomyocytes and epithelial cells, among others. Because of All these
factors and the absence of ethical and immunological problems suggest a new
possibility in the treatment of many diseases common to everyday medical practice.

Keywords: mesenchymal stem cells, stem cells derived from adipose tissue, cell
therapy.

INTRODUCCION

El tejido adiposo se deriva del mesodermo embrionario; es muy heterogéneo, tanto al
nivel de composiciéon celular como en su disposicién anatémica.* Estd compuesto por
adipocitos maduros inmersos en una matriz de colageno donde también residen
células madre mesenquimales, preadipocitos, terminales nerviosos y tejido vascular,
gue en su conjunto se denomina fraccién del estroma vascular(FEV).'?

Su diferenciacién celular procede de la secuencia: adipoblasto-preadipocito-adipocito
inmaduro-adipocito maduro. Tanto los adipocitos maduros como la FEV son esenciales
para el mantenimiento de la funcién del tejido adiposo y en consecuencia, participan
en el control del metabolismo glucidico vy lipidico y en la produccién y liberacién de
adipoquinas. ' Estas adipoquinas participan en una gran variedad de funciones
fisiolégicas como son: regulacién de la homeostasis energética y vascular, regulacion
del metabolismo lipidico, control del apetito, sensibilidad a insulina, angiogénesis e
inmunidad.?

La primera vez que se considero la existencia de células madre mesenquimales en el
tejido adiposo fue en el afio 2001 cuando se describié una poblacién celular
multipotente con morfologia fibroblastoide, obtenidas de la FEV del tejido adiposo y
con capacidad de diferenciarse a osteocitos, condrocitos y adipocitos. **

Durante los dltimos afos, este grupo de células recibié diferentes nombres en la
literatura cientifica, pero en el afio 2004, en el Congreso Internacional de IFATS

(del inglés: Internacional Federation for Adipose Therapeutics and Science), se decidi6
unificar las distintas nomenclaturas y se definieron como células madre derivadas del
tejido adiposo (del inglés: ASC: adipose derived stem cells) y se tomaron los
siguientes criterios de identificacion:

1. Células con morfologia fusiforme que se aislan mediante digestion enzimatica y
adhesion al plastico.
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Con capacidad de autorrenovacion por largos periodos de tiempo.
Multipotenciales (se diferencian a adipocitos, condrocitos y osteocitos)

Que tienen el siguiente perfil de expresidon: marcaje positivo para CD29, CD44,
CD90 y CD105 y un marcaje negativo para CD34, CD45 y CD133. %6

sl SN

En la actualidad, el tejido adiposo es una de las principales fuentes alternativas de
células madre de facil obtencién y alto potencial de diferenciaciéon hacia linajes
celulares especializados. Esto se debe a diferentes factores como su facilidad de
extraccion, su alto contenido de células madre mesenquimales y la capacidad de
expansig)n que puede ser similar o hasta superior a las células obtenidas de la médula
Osea.

CAPACIDAD REPARADORA DE LAS CELULAS MADRE DERIVADAS DE TEJIDO
ADIPOSO (ASC)

Después de comprobada la similitud entre los ASC y las células madre procedentes de
la médula 6sea (tabla 1) y considerando su facilidad de obtencion, se han
intensificado las investigaciones interesadas en el potencial de las ASC. ’

Tabla 1. Comparacion de las células madre mesenquimales obtenidas de

medula dsea (BM-MSC) v las derivadas de tejido adiposo (ASC)

Parametros BM-MSC ASC
Cantidad tejido donante Menos abundante Mas abundante
Accesibilidad Poco accesible Muy accesible (subcutdneo)

{dentro del hueso)

Técnica de extraccion Precisa anestesia general Anestesia local

Mas morbilidad Escasa morbilidad
Rendimiento Menor efectividad Mayor efectividad
Caracteristicas de las Potencialidad y capacidad Potencialidad y capacidad
células reparadora reparadora

Un gran namero de estudios han demostrado la capacidad de las ASC de origen
murino y humano de reparar pequefios dafios en tejidos in vivo. * "8 Otras
investigaciones sirven para probar nuevos biomateriales que se utilizaran en la clinica
como soporte para la reparacion de huesos. " °

Otros trabajos relevantes sobre las posibilidades de las ASC estan basados en su
capacidad de diferenciacion a tejido musculo-esquelético, lo que permitira la
reparacion de dafios musculares tras una isquemia. ' ”

La inyeccion de ASC en animales con dafo cerebral demostré que las células, incluso
después de varias semanas, se incorporan a la regién dafiada y muestran marcadores
neuronales y morfologia de neurona, astrocito y oligodendrocito. °**
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También se investiga la capacidad inmunomoduladora de las ASC para utilizarlas en la
enfermedad de injerto contra huésped o en enfermedades inflamatorias y se ha
comprobado en modelos animales de inflamaciéon (artritis reumatoide, colitis
intestinal) que las ASC son capaces de disminuir el proceso inflamatorio y ademas
controlar la respuesta de las células T. 1% 12

FORMAS DE OBTENCION Y CULTIVO

Las ASC se han aislado de humanos y de otras especies mediante liposuccion o
biopsias de tejido graso con el empleo de un protocolo sencillo que implica
tratamiento enzimatico y la propiedad de estas células de adherirse a los plasticos en
el cultivo celular. 3

Las muestras de tejido adiposo son obtenidas mediante canulas de lipoaspiracion
conectadas a presiéon negativa entre 400-600 mm de Hg. Los fragmentos son
disgregados mecanicamente (con el objetivo de reducirlos). Posteriormente se lava
con solucion buffer fosfato (PBS), volumen a volumen, se agita para eliminar las
células sanguineas, la solucién salina y el anestésico local. Después se realiza la
digestion enzimatica de la matriz extracelular con el uso de colagenasa tipo 11
preparada al 0,075 % durante 30 min a 37°C, que se inactiva con suero fetal bovino
(10 - 20 %). Después de la centrifugacion se obtiene un precipitado de alta densidad.
El boton celular obtenido o FEV se resuspende en el medio adecuado y se coloca en
placas de cultivo. ***3

La cantidad de FEV obtenida depende: de la especie animal e incluso dentro de una
misma especie, del donante y de la regién donde se realiza la liposuccion.

La mayoria de los investigadores describen que se obtienen dos millones de células
mononucleares por mililitro de lipoaspirado, del cual se recolecta, en una semana, un
aproximado de 100 mil células adherentes por mililitro. Se afirma que la frecuencia de
ASC en la region estromal de la grasa subcutanea es de 5 000 unidades formadoras de
colonias (CFU) por gramo de tejido adiposo, lo que es significativamente mas alta que la
cantidad de células que se pueden obtener de la médula ésea (entre 100-1 000). ®**

El medio de cultivo habitual contiene: medio de crecimiento DMEM (Medio Eagle
modificado de Dulbecco, 10 - 20 % de suero fetal bovino, 1 % de antibidticos
(penicilina-estreptomicina-anfotericina B) y glutamina 100 Ul/mL. Las células se
mantienen a 37°C y 5 % de CO,. Se lavan a las 24 horas con PBS para eliminar las
células no adheridas al plastico. Los cultivos permanecen en la incubadora con cambio
del medio de cultivo dos veces a la semana. Al obtener confluencia (e» al 30 %, del
quinto al séptimo dia) se realiza una tripsinizacion al 0,05 %, con el objetivo de
despegar las células del plastico y llegar al segundo pasaje. ***°

Algunos autores describen mas de 200 ciclos de replicacion ex vivo de las ASC sin
alteraciones fenotipicas ni genéticas y se acepta por la comunidad cientifica que
poseen una capacidad ilimitada de crecimiento. ¢/

Las ASC pueden ser crioconservadas durante largos periodos (hasta afios) en
nitrégeno liquido y mantienen su viabilidad, asi como sus propiedades biolégicas. *’

El fenotipo de superficie de estas células es homogéneo y similar al descrito para las
células de la médula 6sea. Por citometria de flujo expresan marcaje positivo para:
CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD54, CD90, CD105, HLA clase I, mientras que son
negativas para: CD34, CD45, CD116, CD14, CD31 y HLA clase Il. El CD106 (VCAM-1)
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es el principal marcador que diferencia a las células obtenidas de la médula 6sea y las
derivadas del tejido adiposo. # Al igual que las células madre mesenquimales
procedentes de médula 6sea, las ASC son consideradas inmunoprivilegiadas no solo
por carecer de antigenos HLA clase |1, sino también por su habilidad de suprimir la
reaccion linfocitica mixta, por lo que se pueden injertar de forma alogénica. ** ?°

Inicialmente, cuando se aislan las células, los marcadores de membrana son muy
heterogéneos, con el paso del tiempo (sobre las placas de cultivo), la poblaciéon
celular se vuelve mas homogénea, lo que se comprueba mediante micromatrices y
estudios protéomicos. * %°

En los dltimos afios se ha observado la expresién de marcadores de células madre
embrionarias en la superficie de las ASC: Oct-4, Rex-1 y Sox-2 durante al menos

10 ciclos de replicacién. También se describen vias de sefalizacién que regulan, tanto
la proliferacién como la diferenciacion celular (via molecular Wnt;
esfingosilfosforilcolina y FGF-2). > 20,

CAPACIDAD DE DIFERENCIACION DE LAS CELULAS MADRE DERIVADAS
DE TEJIDO ADIPOSO

Las ASC tienen la capacidad de diferenciarse en células de origen mesodérmico como:
fibroblastos, miocitos, osteocitos, adipocitos y condrocitos, proceso denominado
diferenciacion linaje-especifica. (tabla 2). En la actualidad existen evidencias de que
las ASC también poseen potencial para su diferenciacion hacia tejidos distintos al de
su origen como: neuronas, células pancreaticas endocrinas, hepatocitos,
cardiomiocitos y células epiteliales. A este proceso se le denominé «diferenciacion
cruzada». * 242

Tabla 2. Linajes mesodeérmicos y tinciones histologicas

Linaje Determinante especifico Tincion inmunohistoguimica
Adipogénico Acumulacion lipidica Rojo oleoso
Osteogénico Produccion de matriz calcificada Von Kossa

Actividad Fosfatasa Alcalina Fosfatasa Alcalina
Condrogénico Matriz proteoglicanos sulfatados Azul Alcian
Sintesis coldgeno tipo II AcMo coldgeno 11
Miogénico Multinucleacidn, AcMo para miosina
expresion de MyODI y MyODI

Es importante mencionar que los beneficios obtenidos con este tipo de terapia celular
no solo se deben a su capacidad de diferenciaciéon en multiples linajes, sino que
ademas tienen la caracteristica de liberar citocinas y factores de crecimiento

(al ser implantadas en el sitio dafiado o lesionado) que estimulan al resto de las
células locales de manera paracrina como: el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF), el factor de crecimiento hepatocitico (HGF) y el factor de crecimiento similar
a la insulina (IGF-1), y de esta forma promueven la neoangiogénesis y el
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reclutamiento de células madre mesenquimales. * ® 2° De igual manera, las ASC
proveen antioxidantes y reduccion de radicales libres en el sitio isquémico, con lo que
disminuyen la cantidad de sustancias téxicas y permiten la recuperacion de las células
locales sobrevivientes. * 3

ALGUNAS APLICACIONES CLINICAS DE LAS CELULAS MADRE DERIVADAS
DE TEJIDO ADIPOSO

Distintos investigadores reportan la utilizacién de estas células con resultados
satisfactorios para el cierre de fistulas enterocutaneas en pacientes con enfermedad
de Crohn, ya sea de forma directa o aplicadas después de cultivadas. *® Ademas. se
han aplicado para el cierre de fistulas traqueomediastinicas y Ulceras cutaneas de
dificil cicatrizacién. secundarias a radioterapia. " %2

La inyeccion de grasa autéloga lipoaspirada mas ASC para el aumento de tejido
blando, es un procedimiento denominado por Matsumoto y col -cell-assisted
lipotransfer (CAL)-, que implica 35 % mas de supervivencia del injerto graso. 2°
Posteriormente, Yoshimura y col. describieron y aplicaron este proceder para
mamoplastia de aumento sin protesis. *°

Por otra parte, existen otros ensayos clinicos con buenos resultados que utilizan como
fuente terapéutica las ASC como en las reparaciones 0seas (hueso, menisco) y
cartilaginosas (tendones, ligamentos, cartilagos); ademas, incluyen enfermedades
vasculares, en la cirugia estética, en tratamientos de la diabetes y de la patologia
fistulosa, y se han realizado estudios para evaluar la repuesta de estas células en el
infarto agudo del miocardio e insuficiencia cardiaca. Los mejores informes se reportan
en la cicatrizacion de heridas. Estas aplicaciones clinicas estan basadas en la
plasticidad de las células mesenquimales y su potencial poder antinflamatorio e
inmunomodulador. * &1t

Podemos concluir que el tejido adiposo cuenta con la mayor cantidad de células del
cuerpo y presenta una concentracion 500 veces superior a la de la médula 6sea, lo
que unido a la facil accesibilidad al tejido, su alta capacidad regeneradora y la
ausencia de problemas éticos e inmunolégicos, sugieren una nueva alternativa
terapéutica en el tratamiento de muchas enfermedades comunes a la practica médica
cotidiana.
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