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Resumen— El tejido adiposo es una de las principales fuentes de células madre de facil obtencién y con alto potencial de
diferenciacion hacia linajes celulares especializados. Con el objetivo de estandarizar la obtencion de estas células y dirigir su
diferenciacion hacia el linaje osteogénico, se utilizo tejido adiposo procedente de liposuccion y de abdominoplastia. Se aplicaron
métodos de disgregacion mecanica y enzimatica del tejido para obtener las células. La morfologia celular obtenida fue similar a
fibroblastos y a células madre reportadas por otros autores. Se encontrd una mayor eficiencia en el procesamiento del lipoaspirado
en comparacion con el tejido resultante de abdominoplastia, y la disgregacion enzimatica del tejido permitié una mayor liberacion
de células y una temprana adhesion al plato de cultivo. La induccién de las células madre derivadas de lipoaspirado hacia el linaje
osteogénico permitié la observacion, mediante tincion con alizarina roja S, de depdsitos de calcio en la matriz extracelular en las
células bajo condiciones de diferenciacion, pero no en aquellas sin suplementos osteogénicos. Se obtuvieron cultivos de células
madre derivadas de lipoaspirado con capacidad de diferenciacion hacia el linaje osteogénico, a través de induccion controlada, que
podrian ser utilizadas en la ingenieria de tejido 6seo.

Palabras clave—Células madre mesenquimatosas, Diferenciacion osteogénica, Liposuccion, Tejido adiposo.

Abstract— Adipose tissue is one of the main sources of stem cells readily available and with a high potential to differentiate into
specific mesenchymal and non-mesenchymal lineages. Therefore, to standardize the collection of these cells, adipose tissue from
surgical liposuctions and abdominoplasty was used. Methods of enzymatic and mechanical digestion were used to release the cells.
With regard to cell morphology, the cells displayed a fibroblast-like spindleshaped morphology as cited by other authors. There was a
higher efficiency in processing tissue from liposuctions compared with tissue from abdominoplasty. Likewise, the enzymatic digestion
allowed faster initial cell adhesion than the mechanical digestion. Finally, calcium deposits were observed by alizarin red staining in
cultures under osteogenic conditions, but were absent in cultures lacking osteogenic supplements. In conclusion, isolated adiposed-
derived stem cells were capable of osteogenic differentiation and therefore with potential applications in bone tissue engineering.
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1. INTRODUCCION osteodegenerativas y nerviosas, que provocan un dafio
irreversible en las células afectadas, haciendo que el

de 1 idad tiva de 1 i . . S
Asesar © 'a capacidad regencrativa de fa mayoria correspondiente 6rgano o tejido pierda su funcionalidad [1].

e los tejidos del cuerpo, existen algunas lesiones
o enfermedades como el mal de Parkinson, la diabetes En Colombia particularmente, las enfermedades
mellitus, las alteraciones cardiacas y las enfermedades  osteodegenerativas como la osteoporosis, la artritis y las
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lesiones de los discos articulares o intervertebrales; asi
como los altos indices de accidentalidad (que para el afio
2006 dejaron 94.322 heridos entre leves y graves) [2],
que generan lesiones con grandes pérdidas de fragmentos
oseos, tienen un efecto devastador en el bienestar y la
calidad de vida de los pacientes. Los procedimientos
clinicos disponibles, tienen un uso limitado debido a la
morbilidad del sitio donante, en el caso de los autoinjertos;
o por el rechazo inmune o la baja capacidad regenerativa,
en el caso de los aloinjertos o xenoinjertos [3]. Todas estas
limitaciones han llevado a la busqueda de nuevas formas
de restituir los procesos biologicos que han resultado
afectados, bien mediante el aporte de precursores celulares
sanos, en procesos conocidos como terapias celulares,
o la aplicacion de factores de crecimiento producidos
normalmente por tales células [4].

El uso de las células madre (SCs, Stem Cells)
representa una opcion innovadora y prometedora para
resolver muchos de los problemas clinicos mencionados
[5] asegurando un suficiente nimero de células especificas
del tejido, eliminando la morbilidad del sitio donante
y los problemas de rechazo inmunoldgico [6-7]. 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
[8]. El creciente interés sobre las SCs ha creado una
disciplina capaz de explorar la regulacion de los procesos
de diferenciacion celular desde las células mas primitivas
hacia las células completamente diferenciadas como las
neuronas, los cardiomiocitos, las células de cartilago y
hueso, entre otras [9-10].

Por otra parte, la demostracion, tanto experimental
como en humanos, de que las células madre adultas
(ASCs, Adult Stem Cells) obtenidas a partir de tejidos
especificos, como la médula dsea, el tejido adiposo y
el cordon umbilical, la sangre periférica, el cerebro, los
vasos sanguineos, el musculo esquelético, la cornea, la
pulpa dental, el higado, la piel, el tracto gastrointestinal,
el pancreas, tienen una capacidad regenerativa mucho
mayor a la que previamente se pensaba, abre un nuevo
campo en el area de la medicina regenerativa [7,11-12].
En condiciones normales, en los tejidos especificos, estas
células tienen gran capacidad para renovarse después de
traumas, enfermedades o envejecimiento [13].

El tejido adiposo se deriva del mesodermo
embrionario y contiene un estroma que puede ser aislado
con facilidad [14]. Recientemente, se ha demostrado
que su fraccion estromal contiene células madre

multipotentes (ADAS, Adipose-Derived Adult Stem
Cells) que pueden diferenciarse hacia linajes especificos
tales como adipogénico, condrogénico, osteogénico,
miogénico y neurogénico [10,15-19]. La aspiracion
del tejido adiposo (liposuccién) es generalmente mejor
aceptado por el publico que la de la médula dsea, debido
a la percepcion de que el excesivo tejido adiposo es poco
sano [20]; asimismo, el tejido adiposo es uno de los mas
abundantes del cuerpo humano, su acceso es sencillo,
el procesado es facil de realizar y en la mayoria de las
personas es posible extraer varios mililitros de grasa
sin perjuicio estético [21]. La liposuccion es uno de los
procedimientos estéticos mas realizados en el mundo y,
aunque su objetivo original consiste en retirar la grasa no
deseada, actualmente puede establecerse como la forma
ideal de obtener ASCs aut6logas para intervenir en la
regeneracion tisular [22]. En este trabajo se propone
la utilizacion de las células ADAS como fuente para la
obtencidn de células especializadas para la regeneracion
de tejidos especializados de origen mesenquimal,
mostrando el método de obtencion de tales células a
partir del tejido adiposo y su diferenciacién hacia el
linaje osteogénico.

II. MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencion y procesamiento del tejido adiposo

Luego de suscribir un consentimiento informado,
se tomaron 24 muestras de tejido adiposo de
pacientes de ambos sexos sometidos a liposucciones o
abdominoplastias bajo anestesia general.

El procesamiento posterior del tejido adiposo se realizd
dentro de las cuatro horas posteriores a la cirugia en el
Laboratorio de Cultivo Tisular del convenio EIA-CES. 100
ml de tejido fue lavado con una solucion buffer fosfato
salino (PBS) y finamente cortado hasta obtener fragmentos
de aproximadamente 2 mm?®. En este punto, la muestra
fue dividida en dos porciones con el fin de determinar el
potencial de obtencion celular mediante suspension en
PBS y mediante digestion enzimatica.

Para llevar a cabo la digestion mecanica se resuspendio
el tejido en PBS y se fracciono atn mas (Fig. 1A). Se
filtré la solucion mediante una membrana de nylon de 70
pm (Falcon, EE.UU.) y se centrifugdé a 1200 g durante
10 minutos para obtener el boton celular. La digestion
enzimatica se realizd mediante colagenasa tipo I (Gibco,
EE.UU.) para inducir una lisis diferencial y digerir la
matriz extracelular. La solucion fue centrifugada a 2500
g durante 10 minutos para obtener el botoén celular de la
fraccion vascular del estroma (Fig.1B).
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Fig. 1. Procesamiento del tejido adiposo. A) Fragmentacion del tejido
adiposo. B) Digestion enzimatica del tejido adiposo.

2.2 Cultivo celular

Las células, obtenidas por ambos métodos, fueron
cultivadas en frascos de cultivo T-25 (25 cm?, Falcon,
EE.UU) con medio de proliferacion, formado por DMEM
Ham’s F12 (Sigma, Alemania) en una proporcion 1:1,
suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS)
(Gibco, EE.UU) y 1% de solucién de antibidticos (100
U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina)
(Gibco, EE.UU). Se incubaron a 37°C en una atmosfera
himeda con 5% de CO, durante 24 horas, tiempo
después del cual se realizd el primer cambio de medio
para eliminar los eritrocitos residuales. Posteriormente,
el medio fue cambiado cada 3 dias hasta alcanzar una
confluencia del 70%.

La morfologia, adherencia y proliferacion celular se
comprobaron mediante microscopia de contraste de fases
(Nikon, Japon).

2.3 Diferenciacion celular

Para realizar los ensayos de diferenciacion se utilizaron
células de tercer pase. Se realizd un experimento donde
se evaluo la diferenciacion luego de 7, 14 y 23 dias de
cultivo, con tres réplicas cada uno.

Cuando las células ADAS alcanzaron un 70% de
confluencia, éstas fueron subcultivadas en platos de 12
pozos (Cellstar, Alemania), con medio de proliferacion.
Una vez se aproximaron nuevamente a una alta
confluencia, el medio se suplement6 con los factores de
induccion osteogénica dexametasona 100 nM (Sigma,
Alemania), acido ascorbico 50 puM (Sigma, Alemania)
y B-glicerol fosfato 10 mM (Sigma, Alemania). Como
control negativo, se utilizaron cultivos de células ADAS
en medio de proliferacion.
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2.4 Determinacion de calcio extracelular

Las células cultivadas y diferenciadas al linaje
osteogénico, fueron fijadas con etanol y tefiidas con ARS
al 2%. Luego, fueron lavadas repetidamente con agua
grado mili-Q estéril y observadas bajo microscopio de
contraste de fases. El analisis cualitativo se basd en la
intensidad de la tincidén y la extension de las zonas rojas
indicativas de los depositos de calcio.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

En Latinoamérica y especialmente en Colombia,
los procedimientos relacionados con la terapia celular
y el conocimiento de la biologia de las SCs estan en sus
fases iniciales. Diversos grupos de investigacion han
abordado el tema y han realizado trabajos que permiten el
establecimiento celular a partir de distintas fuentes como
la médula 6sea, el cordon umbilical y embriones humanos:

El grupo de investigacion en inmunologia y biologia
celular, de la Pontificia Universidad Javeriana de Bogota,
ha trabajado en el establecimiento de cultivos de MSCs
de la médula 6sea (Bone Marrow Stem Cells, BMSCs) y
de la sangre de cordén umbilical (Umbilical Cord Stem
Cells, UCBSCs), encontrando una mayor eficiencia en
la obtencién de BMSCs (100%) frente a las de UCBSCs
(30%), a pesar de la influencia que pudiera tener la
edad avanzada de los donantes sobre el potencial de
proliferacion celular [23].

En el centro colombiano de fertilidad y esterilidad
CECOLFES han centrado sus investigaciones en la
obtencion y caracterizacion de células madre embrionarias
humanas para la obtencién de células del linaje cardiaco
[24]. Con respecto a esta fuente, existe un debate ético
que se genera por la destruccion de los embriones y el
potencial tumorigénico que éstas presentan cuando son
implantadas [25].

Sin embargo, son pocos los trabajos reportados hasta
ahora que involucran el uso del tejido adiposo como
fuente para la obtencion de SCs. En el Laboratorio
de Bioquimica Clinica de Sao Paulo, establecieron
protocolos para el aislamiento de células a partir de esta
fuente y analizaron el rendimiento en la obtencién de
células ADAS segln la topologia de las areas donantes.
En los resultados preliminares, estos investigadores
encontraron una mayor eficiencia en el tejido adiposo
obtenido a partir del tronco [26].

Finalmente, el grupo de investigacion de biologia de
células madre de la Universidad Nacional de Colombia,
ha reportado estudios comparativos del potencial
terapéutico de las BMSCs y las células ADAS cultivadas
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en condiciones de normoxia e hipoxia, para analizar la
expresion génica y la presencia de un grupo de factores
que modulan los procesos de neovascularizacion en estas
condiciones [27].

En ninguno de los casos mencionados se utilizo el
tejido adiposo como fuente para intentar acercamientos
hacia la terapia celular como tratamiento para
enfermedades del sistema o6seo. El desarrollo de la
investigacion, por lo tanto, permite un avance importante
en la consolidacion de esta area en el pais y en
Latinoamérica.

Las muestras utilizadas para la estandarizacién del
protocolo constituyen una fuente de SCs apropiada para
fines investigativos, fundamentalmente debido a que no
poseen limitaciones éticas en su uso, y porque se derivan de
muestras de tejido adiposo que generalmente es desechado
luego de los procedimientos quirtrgicos relacionados. De
esta forma, se hace innecesaria la busqueda de otras fuentes
mas dificiles y dolorosas de obtener, que representan un
mayor riesgo para los pacientes donantes; condiciones
que finalmente repercuten en el costo del procedimiento.
Ademas, cabe destacar que en los ultimos afios las
liposucciones con fines estéticos han tenido un creciente
interés dentro de la poblacion local [28], son cirugias
reconocidas en el medio y seguras [29]; los pacientes que
se las practican son cada vez mas numerosos y acuden al
procedimiento para mejorar su condicion fisica mas que
por enfermedad, con lo cual se asegura la calidad de las
muestras y un tejido sano para ser procesado.

3.1 Obtencion y procesamiento del tejido adiposo

Como resultado de las extracciones celulares, se
encontré que el tejido obtenido mediante lipoaspirado
permite la liberaciéon de un mayor nimero de células con
la morfologia deseada. Ademas, debido al estado viscoso
del tejido, se facilitan los procesos de disgregacion de éste.
Por el contrario, el tejido proveniente de abdominoplastia
requiere un procesamiento mas extenso, que incluye la
separacion del tejido adiposo (hipodérmico) de la dermis y
la epidermis, la disgregacion mecénica del tejido aislado y
finalmente, la liberacion de las células.

Con relacion a las formas de obtencidon de las SC se
encontrd que, por el método de disgregacion enzimatica
se obtiene un numero mayor de células adherentes,
especialmente con las muestras de lipoaspirado mas
que con la de abdominoplastia, con alto potencial de
proliferacion, alcanzando la confluencia celular en
aproximadamente dos semanas.

Asi mismo, la adherencia de las células obtenidas por
disgregacion enzimatica fue mas rapida que con las células
obtenidas por disgregacion mecanica; probablemente

debido al menor nimero de eritrocitos presentes en la
solucién celular final, lo que facilitaria la adherencia de las
células de interés. Sin embargo, contrario a estos resultados,
Romanov y colaboradores reportaron en experimentos
preliminares, que la eficiencia del aislamiento de ADAS
bajo las condiciones de obtenciéon mecénica es comparable
a la obtenida con métodos enzimaticos, mientras que la
eficiencia de adhesion al sustrato fue aun mayor que con la
disgregacion enzimatica [30].

3.2 Cultivo de células ADAS

Los cultivos primarios fueron heterogéneos, junto con
las células adherentes de interés fueron aisladas grandes
cantidades de eritrocitos (Fig. 2A). Sin embargo, con el
cambio del medio, estos eritrocitos fueron removidos
del frasco de cultivo, facilitando la identificacién de las
células ADAS, asi como su proliferacion.

Bajo las condiciones de cultivo propuestas, se
obtuvieron poblaciones celulares heterogéneas: algunas
colonias celulares alargadas fenotipicamente similares a
los fibroblastos (fibroblast-like spindleshaped cells) (Fig.
2B), como las reportadas en diversos estudios [10,31-32];
y similares, igualmente, a las SCs obtenidas a partir de
otras fuentes, tales como la médula 6sea contenida en el
hueso trabecular [33-34] y el aspirado medular [35].

Ademads, se observaron otras poblaciones celulares
aplanadas irregulares (flat cells) (Fig. 2C), mencionadas
por pocos autores [20,32], y cuya funcion y potencial
de diferenciacion atn no ha sido bien esclarecida. Estas
células se hicieron evidentes desde la primera semana de
cultivo de todas las muestras obtenidas, y se incrementaron
considerablemente en los subcultivos a largo plazo
(hasta el pase 5), tal como lo demostraron también
Leong y colaboradores [20]. Sin embargo, Izadpanah y
colaboradores mostraron este tipo de morfologia sdlo
cuando las células se acercaron al pase 30 [32].

Se hacen necesarios estudios posteriores que permitan
caracterizar las dos morfologias celulares encontradas, para
determinar sus tasas de proliferacion y sus potenciales de
diferenciacion hacia linajes celulares especializados; ya que
como se menciond anteriormente, aun no se tienen claras las
funciones que cumplen las células aplanadas y su nivel de
compromiso hacia un estado de diferenciacion especifico.

La linea celular obtenida podria tener grandes
aplicaciones en terapia celular, debido a que constituyen
una fuente eficiente para la obtencion de células que
podrian ser utilizadas para la regeneracion de tejidos
dafiados; lo que las convertiria en una alternativa viable
para aquellas enfermedades o traumas que no tienen
aun soluciones efectivas o que en Colombia estan al
alcance de sdlo unas pocas personas, debido a los altos
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Fig. 2. Cultivo de células ADAS. A) Un dia de cultivo previo al lavado con PBS, se observa una alta presencia de eritrocitos suspendidos y algunas
células adheridas alargadas; las flechas indican las células adheridas (20X). B) Las flechas indican la forma alargada tipo fibroblasto de las células
(10X). C) Las flechas indican la segunda morfologia encontrada, las células aplanadas (20X). D) Cambios morfoldgicos observados en cultivos bajo

induccion osteogénica, dia 13 de induccion (20X)

costos que representan. De igual forma, estas células
se convierten en un buen modelo para la evaluaciéon de
diferentes biomateriales que actiian como matrices para
la fabricacion de sustitutos biologicos, ya que debido a
su potencial de diferenciacion, podrian representar un
buen simulador de tejidos especificos, con el cual se
pueden determinar la funcionalidad, citocompatibilidad y
genotoxicidad de las células frente al biomaterial.

3.3 Diferenciacion de las células ADAS hacia el linaje
osteogeénico y determinacion de calcio extracelular

El tratamiento con los factores de diferenciacion
genera cambios en la expresion génica de las células
promoviendo la osteogénesis. La dexametasona, estimula
la proliferacion de las MSCs y permite la diferenciacion
hacia el linaje osteogénico. El PB-glicerol fosfato, un
fosfato organico, también da un soporte a la osteogénesis
mediante el control de la mineralizacion y la actividad
de los osteoblastos. Los fosfatos libres pueden inducir la
expresion de mRNA y proteinas osteogénicas tales como
la osteopontina. El 4cido ascdrbico desempefia un papel
en el incremento de la actividad de la fosfatasa alcalina y
promueve la produccién de osteocalcina; particularmente,

funciona como un cofactor en la hidroxilaciéon de los
residuos de prolina y lisina en el colageno, e incrementa la
sintesis de proteinas no colagenas de la matriz extracelular
o6sea [36-37], participando de esta forma, en todas las fases
de la osteogénesis hasta formar los osteocitos maduros.

Las células ADAS fueron inducidas a diferenciacion
osteogénica hasta por 23 dias; durante este tiempo, las
células en presencia de los factores de diferenciacion
mostraron cambios morfologicos, pasando de una
configuracién alargada a una configuracion poligonal (Fig.
2D), consistente con la morfologia osteoblastica producto
de la osteogénesis [38].

La determinacion de los depodsitos de calcio
se realizd a los siete, catorce y veintitrés dias de
diferenciacion utilizando ARS. A los siete dias de
cultivo, se observaron pequefios nodulos de calcio a
nivel extracelular, indicando el inicio de la calcificacion
de la matriz (Fig. 3A), a los catorce y veintitrés dias,
se observo un incremento en la cantidad y tamafio de
los depositos de calcio (Fig. 3C y 3E). Por el contrario,
la tincion con ARS no mostré formacion de nddulos
calcificados en las células no inducidas en ninguna de
estas fechas (Fig. 3B, 3D, 3F).
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Fig. 3. Determinacion de depdsitos de calcio en células ADAS. Tincion con ARS en células inducidas (A, C y E) y no inducidas (B, D y F) para los

dias 7, 14 y 23, respectivamente. Magnificacion 10X en todas las imagenes.

IV. Concrusion

El desarrollo de la investigaciéon permitié el
establecimiento de un protocolo para la extraccion de
las células ADAS a partir de tejido adiposo obtenido por
liposucciones, mediante un método de facil obtencion,
con implicaciones éticas menores comparados con otros
métodos de extraccion, y que produce como resultado
células con caracteristicas indiferenciadas y potencial
de proliferacién. Las células aisladas constituyen una
fuente eficiente para la obtencién de células que podrian
tener aplicaciones importantes en terapia celular para el
tratamiento de algunas enfermedades que implican el dafio
de células especializadas de un tejido.

Los resultados de diferenciacion de las células ADAS
hacia el linaje osteogénico permitieron identificar el
potencial de estas células en la formacion de tejido 6seo,
bajo induccidén controlada. Para establecer su potencial en

la regeneracion de tejidos funcionales, se hacen necesarios
estudios posteriores que permitan validar con técnicas
cuantitativas, la capacidad de expresion de proteinas
osteogénicas de las células inducidas.

El desarrollo de trabajos que involucren la utilizacion
de células ADAS para terapia celular dirigida al
tratamiento de enfermedades osteogénicas, permitird un
avance en el campo de la ortopedia y de la biologia de las
SCs en Colombia y en Latinoamérica.

Finalmente, se espera realizar una fase de
caracterizacion fenotipica de las células diferenciadas hacia
el linaje osteogénico, asi como estudios de diferenciacion
adipogénica y condrogénica, con el fin de determinar el
potencial de las células ADAS obtenidas para generar
tejidos diferenciados especificos; que puedan ser utilizados
en el tratamiento de enfermedades osteodegenerativas, en
cancer de tejidos blandos o en enfermedades articulares.
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