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RESUMEN

Las células madre tienen capacidad de auto renovarse mediante divisiones mitoticas o bien continuar la
via de diferenciacion para la que estan programadas. El potencial terapéutico que tienen las células madre
originando multiples linajes, en la aplicacién de terapia celular, ingenieria de tejidos y terapia génica, es
de gran relevancia. El tejido adiposo es otra fuente alternativa para aislar células madre mesénquimales
(ASC). Se describe la técnica convencional de lipoaspiracidn (disrupcion mecanica), y se presenta la expe-
riencia de una nueva técnica con aplicacién de nuevas tecnologias estudiadas desde el 2010: Prototipo de
laser diodo con longitud de onda 1210-nm. (desnaturalizacion del tejido conectivo), con claras diferencias
cuantitativas y cualitativas de las células madre cosechadas, presentando una nueva propiedad que es la
estimulacion selectiva de las ASC con laser. Diversas aplicaciones clinicas han sido realizadas, inicialmente
en cirugia plastica, pero con potencial de aplicacion a diversas areas biomédicas.

Palabras clave (DeCS): Células madre adiposas; Laser; Fotoestimulacion (fuente: DeCS BIREME).

ABSTRACT

Stem cells can self-renew through mitotic divisions or to continue the path of differentiation for which they
are programmed. The therapeutic potential of stem cells originating multiple lineages, in the application of
cell therapy, tissue engineering and gene therapy, is of great relevance. Adipose tissue is another alternative
source for isolating mesenchymal stem cells (ASCs). The conventional technique of liposuction (mechani-
cal disruption) is described, and the experience of a new technique with application of new technologies
studied since 2010 is presented: Prototype diode laser with 1210-nm wavelength. (Denaturation of the
connective tissue), with clear quantitative and qualitative favorable differences of the harvested stem cells,
presenting a new property that is the selective stimulation of ASC with laser. Various clinical applications
have been made, initially in plastic surgery, but with potential for application in several biomedical areas.
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LASER: NUEVOS CONCEPTOS EN LA
TECNICA DE COSECHA DE CELULAS
MADRE DERIVADAS DE LA GRASA
(ASC)

Nuevos conceptos del tejido graso y las células
madre derivadas del mismo (ASC)

Una célula madre o célula indiferenciada es una célu-
la que tiene capacidad de auto renovarse mediante
divisiones mitéticas o bien de continuar la via de dife-
renciacion para la que esta programada y, por lo tan-
to, producir uno o mas tejidos maduros, funcionales y
plenamente diferenciados en funcién de su grado de
multipotencialidad. La mayoria de tejidos de un indi-
viduo adulto poseen una poblacién especifica propia

de células madre que permiten su renovacién pe-
riddica o su regeneraciéon cuando se produce algun
dano tisular. Algunas células madre adultas son capa-
ces de diferenciarse en mas de un tipo celular como
las células madre mesenquimales y las células madre
hematopoyéticas, mientras que otras se cree que son
precursoras directas de las células del tejido en el que
se encuentran, como las células madre de la piel o las
células madre gonadales (células madre germinales).

El potencial terapéutico que tienen las células ma-
dre originando multiples linajes, en la aplicacién de
terapia celular, ingenieria de tejidos y terapia géni-
ca, es de gran relevancia. Es la medicina del futuro
ahora en el presente.
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Aunque tedéricamente el caracter de pluripotencia-
lidad de las células madre embrionarias las hace las
mejores candidatas, su uso practico se limita debido
a los problemas éticos que éstas provocan. En con-
traste, las células madre derivadas de tejido adulto
autélogas, son compatibles con la persona de quien
provienen y no tienen ningun problema ético en
cuanto a la obtencion y a su uso terapéutico.

Asi mismo, para que las células madre puedan ser
utilizadas en medicina regenerativa deberdn cumplir
los siguientes criterios: 1) deberdn encontrarse en
cantidades abundantes; 2) pueden ser colectadas y
cosechadas por procedimientos invasivos minimos;
3) pueden ser diferenciadas a lo largo de multiples
vias de linajes celulares en una forma reproducible;
4) pueden ser trasplantadas de manera segura y efi-
ciente en un hospedero autélogo o alogénico.

El tejido adiposo es otra fuente alternativa para ais-
lar células madre mesenquimales (ASC), las cuales
son obtenidas por un método menos invasivo (lipo-
succién) y en cantidades superiores a las obtenidas
a partir de medula 6sea. Se ha demostrado que el
tejido adiposo contiene células madre similares a las
células madre mesenquimales derivadas de medula
Osea, las cuales se dominan células procesadas por
lipoaspiracién (PLA). La proporcion de células mesen-
quimales obtenidas es de 1:500 a favor de la células
madre derivadas de la grasa. Estas células se pueden
aislar por liposuccion convencional (LC) en grandes
cantidades y pueden crecer con facilidad bajo condi-
ciones normales de cultivo. La técnica de liposuccion
convencional (LC) tiene como mecanismo de accion
“Una disrupcion mecanica” del tejido celular subcu-
taneo. Es decir que arranca el TCSC, lo que crea una
importante respuesta inflamatoria. Esta técnica (LC)
ademas utiliza una solucion de infiltracion en gran-
des volumenes, lo que aumenta el trauma del TCSC,
el material aspirado presenta un infranadante de un
30 a 50% del volumen total aspirado, compuesto de
sangre, solucion infiltrada.

Es importante resaltar que la presencia de este por-
centaje de infranadante en la liposuccién conven-
cional obliga al uso de manipulacién, aplicadas al
material aspirado (TCSC), de centrifugacién, decan-
tacién y eliminacion, maniobras todas, que danan e
incrementan la apoptosis, exponen al aire del medio
ambiente, llevan a la eliminacion de ASC, factores
antigénicos, SVF, disminuyendo la concentracion de
ASC, lo que es llamada “ASC-poor aspirated fat "

Nosotros cuestionamos la LC y su mecanismo de ac-
cién y decidimos estudiar nuevas tecnologias, esto
desde el 2010.
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Nuevas tecnologias fueron creadas este siglo XXI
para tratar el TCSC, con el objetivo de disminuir la
gran morbilidad de la LC. Es asi como aparecen los
equipos laser. Las propiedades que se observaron
del laser (Luz con afinidad/absorcién al agua) eran:
lisis del tejido adiposo, debido al incremento de la
permeabilidad de los adipocitos que con el ingreso
de agua a la célula provocaba su destruccion, alte-
raba la fibra colagena, todas esto relacionada a su
propiedad foto-térmica (calor). Es decir, creaban lisis
de los adipocitos por acciéon phototermica, lo que
imposibilita el uso del material aspirado’2

Sabemos de las propiedades foto-quimicas, fo-
to-acusticas, foto-mecanicas, descritas por investi-
gadores de la tecnologia laser, pero no se sabia acer-
ca de su accion al aplicarlas en el tejido adiposo. En
la literatura cientifica aplicada al tejido sub cutaneo
no existia trabajo que hable de otra acciéon del laser
que no sea foto-térmica®*.

Estudiando las propiedades de la luz/laser de crear
vida a través de una accion fotoquimica, como suce-
de en las plantas y la clorofila donde la energia lumi-
nica se transforma en energia quimica estable y no
tiene relacién alguna al efecto térmico (calor), halla-
mos el trabajo del Dr. Rox Anderson del 2006, quien
describia por primera vez una longitud de onda de
luz con afinidad/absorcion (target) por el tejido rico
en lipidos, resaltando la onda de longitud 1210-nm,
estudio realizado en laboratorio®. Los resultados de
Anderson fueron corroborados por el estudio sobre
longitudes de Onda de Wassmer et al. (2009), en el
que se estudiaba el comportamiento de longitudes
de onda de entre 920 nmy 1320 nms®.

TECNICA DE COSECHA DE LAS ASC
(del tejido celular subcutaneo)

En 2010 con la adquisicién de un prototipo de laser
diodo con longitud de onda 1210-nm es que ini-
ciamos nuestra investigacion de interaccién con el
TCSC. Describimos por primera vez el concepto de
desnaturalizacion del tejido conectivo como nuevo
mecanismo NO traumatico, por la accién fotoquimi-
ca del laser 1210-nm, frente al antiguo concepto de
disrupciéon mecdnica de la liposuccién convencional
causada por las canulas’. Este nuevo concepto fue pre-
sentado en el Laser Innsbruck Congress en 2012, pre-
sentando la “ Selective photostimulation on ASC“8,

En nuestra técnica en el momento que aplicamos
la energia de laser 1210-nm debajo de la piel en el
TCSC, al desnaturalizar el tejido conectivo, se libe-
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ran los adipocitos que por otro lado su membrana
citoplasmatica es estabilizada, las ASC presentes en
el TCSC son estimuladas, facilitando su aspiracién
con jeringas y su inmediata aplicacion (en cirugia
plastica), sin manipulacién alguna y en circuito ce-
rrado por lo que la denominamos “One step techni-
que” no eliminamos nada, no procesamos el tejido
aspirado y simplemente se aplica en lipoinyeccion
+ASC estimuladas por laser, una vez obtenido por
sus caracteristicas fisicas (sin grumos, homogéneo,
particulas finas).

La diferencia evidenciada macroscoépicamente en-
tre las muestras aspiradas de Liposuccién conven-
cional con las tratadas con el [aser 1210-nm son mas
que evidentes.

En los estudios histolégicos comparando la lipo-
succion convencional a la Lipolaser 1210-nm, se
evidencio que en las muestras de liposuccién con-
vencional habia alteracién de la morfologia de los
adipocitos y una gran presencia de particulas infla-
matorias, estas ultimas responsables de la baja inte-
graciéon de los injertos obtenidos por esta técnica.
En las muestras obtenidas por la Lipolaser 1210-nm
se evidencio conservacién de la morfologia y buena
definicién (estabilizacién de las membranas cito-
plasmaticas) de los adipocitos y la ausencia de par-
ticulas inflamatorias.

En los estudios histoldgicos con coloracidon para es-
tudio de tejido conectivo se evidencié ausencia de
este tejido en las muestras obtenidas por Lipolaser
1210-nm vy si presencia de tejido conectivo en las
muestras obtenidas por liposuccion convencional
lo que le da el aspecto de grumos y dificulta su aspi-
racién e inyeccion posterior.

Se realizaron estudio de las mitocondrias aplicando
el test de MTT, para medir la actividad de las ASC
obtenidas por ambos métodos. El proceso se hizo
siguiendo la digestion enzimatica de las muestras
con colagenasa para el aislamiento de las ASC. Se
trabajoé con iguales voliumenes de aspirado.

Se midié el numero de ASC en muestras frescas
de volumenes iguales, obteniéndose un numero
mayor en las muestras de Lipolaser 1210-nm (372
células) comparado a la liposuccién convencional™
células, en ambos casos con viabilidad de un 90%).

Posteriores estudios se realizaron midiendo la acti-
vidad mitocondrial (MTT) en muestras frescasy a las
24 horas de obtenidas (medio de cultivo), en mues-
tras de ambas técnicas.

Los resultados mostraron en las muestras de lipo-
succién convencional un indice de MTT de 0,68 en
las muestras frescas y que baja a 0.65 a las 24 horas
en cultivo. Mientras que en las muestras de Lipola-
ser 1210-nm se encontré un indice de 4,8 en mues-
tras frescas y 8,2 a las 24 horas en cultivo, estos re-
sultados nos demuestran la presencia de apoptosis
en el tejido tratado con liposuccién convencional
(disrupcién mecanica) comparada a la estimulacién
causada por la accién del laser sobre las ASC. Con
nuestra técnica obtenemos 600% mas y 1100% ve-
ces mas en muestras frescas y a las 24 horas de cul-
tivo respectivamente.

Esta nueva tecnologia para la obtencion de ASC del
tejido adiposo, con el uso de laser de longitud de
onda 1210-nm, presentan una nueva propiedad
que es la estimulacion selectiva de las ASC con laser
(selective photostimulation on ASC). Dicha tecnolo-
gia basada en el mecanismo de desnaturalizacion
del tejido conectivo, nos permite obtener muestras
con un numero mayor de ASC cuando comparamos
con las muestras obtenidas por la liposuccién con-
vencional.

Todos los estudios de laboratorio que hemos reali-
zado comparando el material obtenido por la lipo-
succién convencional y la lipolaser 1210-nm, nos
confirman la hipétesis de que el laser 1210-nm esti-
mula las ASC incrementando cuantitativa y cualita-
tivamente su presencia en la cosecha del TCSC.

Podemos concluir en nuestra experiencia, que exis-
ten nuevo concepto de preservar los tejidos (TCSC)
y sus importantes componentes (ASC, Factores de
crecimiento, citoquinas) con el uso de adecuada
tecnologia® %, que nos abre al nuevo horizonte de
la medicina humana, como es el caso de la Medicina
Regenerativa.

APLICACIONES CLINICAS

En nuestra experiencia en aplicaciones clinicas, ini-
cialmente ha sido en el area de cirugia plastica',
hemos aplicado las ASC con la grasa como vehicu-
lo (lipoinyecciones), dado que nuestro objetivo era
regenerar el tejido celular sub cutaneo (TCSC) y los
tejidos vecinos. Las lipoinyecciones con ASC son un
procedimiento minimamente invasivo por lo que el
trauma es minimo para las diversas aplicaciones.

En el rostro aplicamos este material tratado con el
laser 1210-nm, para regenerar la calidad de la piel.
Es aplicado en un plano profundo alrededor de
los ojos (periorbitaria), en los surcos faciales, en el
mentén y en la frente. Los cambios se observan a
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partir del 2do mes, mejorando la calidad de la piel
de todo el rostro, disminuyendo las manchas, las
arrugas los surcos, devolviendo la lozania.

En las manos, revierte la hipotrofia del TCSC, me-
jorando las manchas, el color y la calidad de la piel.

Para el tratamiento de la caida de cabello, la aplica-
cion en el cuero cabelludo permite dar mayor den-
sidad, grosor y color natural en la zona aplicada.

En la reconstruccion de la mama por cancer, luego
de la mastectomia, realizamos un primer tiempo
con la aplicacién de inyecciones del material aspi-
rado y tratado con el laser 1210-nm para regenerar
el TCSC, disolver la fibrosis producida por la mas-
tectomia y su proceso de cicatrizacién, restituir la
elasticidad de los tejidos remanentes posibilitando
2 meses después la utilizacion de una prétesis de si-
liconay mas lipoinyeccion para remodelar la mama.

Para las secuelas de quemaduras, el laser 1210-nm
permite disolver la fibrosis (desnaturalizar el tejido
conectivo) y luego inyectar en todas las dreas de se-
cuela para regenerar el TCSC perdido por la quema-
dura, y devolver la elasticidad de los tejidos.

En el rejuvenecimiento intimo, los tejidos de la
vulva afectados por los transtornos hormonales
en la menopausia como son hipotrofia, hiperpig-
mentacion, afinamiento de la mucosa, son rever-
tidos favoreciendo la vida intima con la pareja.
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ratorio y requiere de manipulacién de los tejido as-
pirados implicando el uso de aislamiento mecanico
(centrifugacion) o digestion enzimatica con colage-
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cion cuenta conlatecnologiaadecuada pararealizar
este procedimiento con el uso de la digestion enzi-
matica con colagenasa en sala de operacionesy en
un procedimiento de solo 60 minutos, siempre con
el uso del laser 1210-nm que optimiza la cosecha de
ASC por su propiedad de “estimulaciéon selectiva”.

Los estudios preliminares nos muestran que obte-
nemos un 9-7% de ASC del pellet obtenido siendo
el resto 91-93% eritrocitos. Las ASC obtenidas con
nuestra técnica muestran un importante incremen-
to en su multiplicacién en cultivo a las 48 horas.

Es a partir de esta implementacién tecnoldgica,
que en el Perti que se abren las puertas para el estu-
dioy aplicacion clinica de diversas patologias como
parte de la moderna medicina regenerativa.
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