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I.INTRODUCERE 

Rezecţia diferitelor tumori de la nivelul extremităţii cefalice, cervicale, sânului, diverse 
traume, anomalii congenitale, modificări asociate cu imbătranirea, precum şi multe alte 
afecţiuni medicale, au ca rezultat deformarea conturului  datoritǎ unor pierderi de substanţă la 
nivelul tegumentului şi a ţesutului adipos subcutanat (Patrick 2000, 2001, 2004; Patel şi colab., 
2003) [1-4]. Aceste deficite pot avea nu numai efecte estetice şi psihologice, dar pot altera şi 
funcţia formaţiunii anatomice afectate. Chirurgia plasticǎ şi reparatorie şi-a dezvoltat strategii 
din ce în ce mai eficiente în rezolvarea acestor defecte, în acord cu dezvoltarea cunoaşterii în 
domeniu. 

Transplantul grăsimii autologe este unul dintre tratamentele promiţătoare pentru 
augmentarea ţesuturilor moi şi întinerirea facialǎ, datoritǎ lipsei unei cicatrici incizionale şi 
complicaţiilor asociate cu materialele străine. Cu toate acestea, apar probleme imprevizibile şi 
o rată scăzută de supravieţuire a grefei din cauza necrozei parţiale (Coleman si Saboeiro, 
2007; Yoshimura si colab., 2008. a.) [5, 6]. 

Cercetǎrile din ultimele decenii au demonstrat cǎ cel mai eficace sistem de reparare a 
organismului îl reprezintǎ celulele stem. Acestea sunt celule nespecializate, capabile de auto-
reînnoire prin mitoze succesive, dar care au capacitatea de a se transforma în diferite tipuri 
celulare prin diferenţiere (Niemela si colab., 2008) [7]. Descoperirea celulelor stem adulte a 
reprezentat un pas deosebit de important în medicina regenerativǎ deoarece acestea nu ridicǎ 
mari probleme etice şi sunt mai uşor de recoltat decat celulele stem embrionare. Abia în anul 
2002, un grup de cercetǎtori de la Universitatea din California, Los Angeles (Regenerative 
Bioengineering and Repair Laboratory, Department of Surgery), condus de Patricia Zuk a 
descris celulele stem izolate din ţesutul adipos (ADSC), ca celule stem multipotente (Zuk si 
colab., 2002) [8]. De atunci, cercetǎrile asupra celulelor ADSC şi aplicaţiile lor terapeutice au 
cunoscut o evoluţie explozivǎ. 

Tesutul adipos alb este o sursã idealã de celule stem adulte datoritã faptului cã este 
uşor accesibil în cantitãţi mari, utilizând tehnici de liposucţie. Tesutul adipos conţine celule 
progenitor adipogenice în fracţia vascular stromalã (SVF) (Van şi colab., 1976) [9]. Totuşi, 
Matsumoto şi colab., (2006) [10] au arãtat cã în procedeele de liposucţie un numãr semnificativ 
de celule progenitor adipogenice mor, ceea ce explicã rata slabã de supravieţuire a acestor 
preparate şi atrofia lipoaspiratelor transplantate, dupã un timp îndelungat. 

 Fracţia SVF conţine un amestec de celule, printre care progenitori adipocitari şi celule 
endoteliale (Riordan şi colab. 2009) [11], ceea ce reprezintã un mare avantaj pentru medicina 
regenerativã. Celulele SVF proaspãt izolate pot induce formarea de noi vase de sânge prin 
reasamblarea dinamicã a celulelor endoteliale, putând fi astfel utilizate în neovascularizarea 
terapeuticã în caz de ischemie. Mai mult, co-transplantarea SVF previne resorbţia grefei de 
ţesut adipos într-un model de grefã de ţesut celular subcutanat (Koh şi colab., 2011) [12]. 

Celulele din fracţia SVF pot fi cultivate, pe parcursul pasajelor, cultura fiind îmbogãţitã în 
celule stem derivate din ţesutul adipos (ADSC). Zuk şi colab., (2001, 2002) [13, 8] au pus în 
evidenţã cã celulele ADSC sunt celule stem multipotente care pot suferi diferenţiere în celule 
ale ţesuturilor adipos, cartilaginos, osos, pericite, miocite, etc., în condiţii particulare.  

 Descoperirea celulelor ADSC a stimulat interesul utilizãrii lor împreunã cu grefa de ţesut 
adipos într-un numãr de studii clinice de reconstrucţie tisularã, având în vedere şi proprietãţile 
lor de stimulare a angiogenezei şi de supresie a stãrii inflamatorii (Locke şi colab, 2011) [14]. În 
majoritatea aplicaţiilor, celulele ADSC sunt izolate din ţesutul adipos subcutanat prin tehnici 
minim invazive şi cultivate in vitro (Murohara şi colab, 2009; Zuk, 2010) [15, 16]. Frecvenţa 
proliferãrii celulelor ADSC şi timpul de dedublare a populaţiei celulare depinde de procedeul 
chirurgical, fiind superioare în cazul rezecţiei şi liposucţiei tumescente comparativ cu liposucţia 
asistatã de ultrasunete (De Ugarte şi colab., 2003) [17]. Terapia cu celule ADSC este curent 
utilizatã atât în augmentarea mamarã, înlocuind implanturile de silicon, cât şi în procedurile de 
întinerire facialã. 
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In cadrul tehnicilor de inginerie tisularã, suspensii de celule ADSC au fost incorporate în 
structuri scaffold şi transplantate pentru a umple defecte de pãrţi moi (Stosich şi Mao, 2006) 
[18]. In aplicaţiile practice ale celulelor ADSC, un rol important l-au jucat hidrogelurile 
biodegradabile injectabile, care permit distribuţia omogenã a celulelor în zona cu defect, 
indiferent de mãrime şi formã. In aceste hidrogeluri pot fi incluşi compuşi biologic activi ca: 
insulina, factori de creştere sau de inducere a adipogenezei precum dexametazona (Tan şi 
colab., 2010) [19]. 

 Matsumoto şi colab. (2006) [10] au pus în evidenţã faptul cã transferul celulelor ADSC 
combinate cu grăsime menţine volumul ţesutului adipos injectat. Procedeul, numit lipotransfer 
asistat de celule (CAL), reprezintã o nouã alternativã în augmentarea pãrţilor moi, inclusiv a 
sânului (ASAPS, 2007) [20]. In cadrul CAL, din grãsimea recoltatã prin aspiraţie jumãtate este 
utilizatã pentru izolarea celulelor ADSC, care se amestecã ulterior cu cealaltã jumãtate şi se 
reinjectează.  

 

II. SCOP ŞI OBIECTIVE 

Scop: Actualul studiu urmăreşte investigarea aplicabilităţii utilizării lipoaspiratului 
îmbogăţit în celule stem adipocitare ca sursă superioară pentru ingineria tisulară în procedee 
reconstructive, estetice şi corecţionale. 

Pentru realizarea acestui scop, s-a urmărit finalizarea următoarelor obiective:  

Obiectiv 1: Izolarea celulelor stem derivate din ţesutul adipos (ADSC) din lipoaspirate 
clinice în cultură şi diferenţierea lor adipocitară in vitro: studiu pilot pentru confirmarea ţesutului 
adipos ca sursă bogată în celule stem adipocitare. 

Obiectiv 2: Utilizarea transplantului de grăsime autologă imbogăţit în ADSC în aplicaţii 
clinice: tehnica CAL (Cell Assisted Lipotransfer) utilizată în: 

• Procedee reconstructive dupǎ rezecţii oncologice, traume complexe şi anomalii congenitale. 

• Aplicaţii estetice de augmentare (sân, obraz, bǎrbie). 

• Tehnici corecţionale de reîntinerire (riduri, fese), de corectare a unor deficite de ţesut moale. 

Obiectiv 3: Evaluarea postoperatorie a stabilităţii şi aspectului grefelor realizate pe o 
perioadă de 12 luni. 

 

III. ANALIZA LITERATURII 

III.1 Tesutul adipos alb – “filler” în chirurgia plasticã a ţesuturilor moi 

Tesutul adipos (AT) este un ţesut conjunctiv specializat care existǎ sub formǎ de 
depozite ce se deosebesc prin expresia genicǎ, distribuţie, cantitate, sex, dimensiuni, specii, 
etc. Macroscopic, existǎ mai multe tipuri de AT, majore (alb şi brun) şi minore (din mǎduva 
osoasǎ, glandele mamare) (Bjørndal şi colab. 2011) [21]. Având în vedere cǎ în teza actuală se 
vor realiza investigaţii asupra AT alb, discuţiile ulterioare se vor referi numai la acest tip de 
ţesut. 

AT alb nu este bogat vascularizat, dar fiecare adipocit din acest ţesut se aflǎ în contact 
cu cel puţin un capilar, ce oferă suficient suport pentru un metabolism activ. Fluxul de sânge 
prin AT alb variază în funcţie cu greutatea corporală şi starea nutriţionalǎ. 
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III.1.1 Componentele ţesutului adipos 

Compoziţia celularǎ a AT nu este omogenǎ. AT adult uman conţine circa 50–70% 
adipocite, ~ 20–40% celule stromal vasculare şi 1-30 % macrofage infiltrate. 

Adipocitul reprezintă principalul tip celular al ţesutului adipos. Deşi au un volum variabil, 
adipocitele mature din AT sunt celule mari, cu diametre de ~ 20–200 µm. Masa AT este 
determinatǎ de numǎrul şi volumul adipocitelor. Creşterea volumului AT se realizeazǎ prin 
mǎrirea dimensiunii adipocitelor preexisente (hipertrofie adipoasǎ) sau/şi prin generarea de noi 
adipocite (hiperplazie).  

Fracţia vascular stromalǎ SVF reprezintǎ o populaţie insuficient caracterizatǎ de celule, 
dintre care amintim: pericite, fibroblaste, celule ale endoteliului (celule endoteliale şi celule ale 
musculaturii netede vasculare), celule progenitor pentru adipocite şi celule endoteliale. 
Prezenţa celulelor progenitor pentru adipocite în fracţia SVF poate explica marea vitezǎ de 
turn-over a adipocitelor din depozitele de AT de la subiecţii adulţi. Aproximativ 1/10 din totalul 
adipocitelor este reînnoit anual prin douǎ procese antagoniste: moartea celulelor “bǎtrâne” şi 
adipogeneza celulelor “tinere”. 

In afara celulelor, AT conţine o matrice din ţesut conjunctiv (colagen şi fibre reticulare), 
fibre nervoase, noduli limfatici şi stroma vascularǎ. Matricea ECM a AT furnizeazǎ suport 
structural, rezistenţǎ tensilǎ, situsuri de ataşare pentru receptori de pe suprafaţa celulei şi 
reprezintǎ o sursǎ de factori de semnalizare ce moduleazǎ o serie de procese precum 
migrarea, proliferarea şi diferenţierea celularǎ, angiogeneza, rǎspunsul imun, etc. 

III.1.2. Celule stem din ţesutul adipos 

Deoarece în organismul adult, celulele progenitor ale adipocitelor au fost evidenţiate în 
fracţia SVF a ţesutului adipos alb (WAT), celulele SVF au fost considerate preadipocite 
primare. Cel mai frecvent, fracţia SVF se izoleazǎ din lipoaspirate, motiv pentru care poartǎ şi 
numele de lipoaspirat prelucrat PLA (processed lipoaspirate), iar celulele componente se 
numesc celule SVF sau celule PLA (Zuk şi colab., 2002) [8]. 

S-a demonstrat cǎ celulele din fracţia SVF pot fi cultivate în condiţii speciale, când are 
loc o purificare a celulelor din mediu cu îmbogǎţirea culturii în celule care seamǎnǎ cu celulele 
stem mezenchimale (MSC). Dupǎ 2001 s-a dovedit cǎ ţesutul adipos este una dintre cele mai 
bogate surse în celule MSC (Zuk şi colab., 2001) [13]. Comparativ cu mǎsuva osoasǎ, într-un 
gram de grǎsime existǎ un numǎr de 500 ori mai mare de celule stem decât în 1 gram de 
aspirat de mǎduvǎ osoasǎ. 

Un pas important în caracterizarea celulelor ADSC a fost stabilirea markerilor de 
suprafaţǎ, antigene CD (cluster of differentiation), în special în comparaţie cu celulele MSC din 
mǎduva osoasǎ şi cu celulele SVF din ţesut adipos. Imunofenotipul suprafeţei celulelor ADSC 
este similar cu cel al celulelor MSC din mǎduva osoasǎ (Pittenger şi colab., 1999) [22] şi al 
celulelor derivate din muşchiul scheletic (Young şi colab., 1999) [23]. O diferenţa majorǎ apare 
la nivelul glicoproteinei CD34 care nu apare pe suprafaţa celulelor MSC, dar este prezentǎ pe 
celulele ASC umane la începutul pasajelor (Pittenger şi colab., 1999) [22]. 

Culturile de celule umane ADSC la un pasaj ≥1, spre deosebire de celulele SVF 
proaspăt izolate, prezintǎ un nivel redus al expresiei de suprafaţă a antigenelor de 
histocompatibilitate şi nu mai dezvoltǎ rǎspunsuri proliferative alospecifice la nivelul celulelor T 
(Puissant şi colab., 2005; McIntosh şi colab., 2006) [24, 25]. Aşadar celulele ADSC izolate de la 
donatori sǎnǎtoşi alogenici, cultivate in vitro, pot reprezenta o sursǎ excepţionalǎ de celule 
stem pentru uz terapeutic, cu risc diminuat de a genera un raspuns imunitar de rejecţie a grefei.  

Tesutul adipos este o sursǎ idealǎ de celule stem autologe, deoarece se obţin uşor cu 
minim discomfort din partea pacientului, conducând la un numǎr mare de celule prin 
expansiune în culturǎ (Zuk şi colab., 2001) [13]. 
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III.2. Procedee de augmentare a ţesuturilor moi!

III.2.1. Grefarea grãsimii autologe structurale 

Grefarea grãsimii (fat grafting, FG) autologe este un procedeu utilizat de 120 ani, dar 
interesul dezvoltãrii şi utilizãrii lui în chirurgia plasticã a crescut considerabil dupã elaborarea, la 
începutul anilor 1980, a tehnicii liposucţiei. Prezentarea în 1985 a tehnicii transplantãrii grãsimii 
autologe (AFT), în cadrul unei reuniuni a «California Society of Plastic Surgeons», ca un 
procedeu de mãrire a sânilor a stârnit multe controverse. Astfel, în 1987 «American Society of 
Plastic and Reconstructive Surgeons Ad-Hoc Committee on New Procedures», a recomandat 
interzicerea acestui procedeu deoarece majoritatea grãsimii injectate nu supravieţuieşte, iar 
necroza celulelor conduce la formarea cicatricilor şi la microcalcifieri care scad sensibilitatea 
mamografiei, fãcând dificilã depistarea unui carcinom mamar. Ulterior s-a recunoscut că în 
cazul tuturor intervenţiilor chirurgicale pe sân există riscul apariţiei unor noduli şi a unor 
modificări mamografice şi că există posibilitatea diferenţierii între calcifierile post-operatorii 
benigne şi carcinoame (Coleman 2001; Coleman şi Saboeiro, 2007; Smith 2006) [26, 5, 27]. In 
ultimii ani se constatã o revenire a interesului pentru FG (Bucky şi Kanchwala, 2007) [28]. 
Totuşi, cunoştinţele noastre privind comportamentul grefei de grãsime rãmân insuficiente. O 
înţelegere mai bunã a biologiei dezvoltãrii, a reglãrii adipogenezei la nivel molecular şi a 
supravieţuirii adipocitelor este criticã pentru optimizarea tehnicii de FG.  

!

III.2.2. Utilizarea fracţiei vascular stromale SVF (Stromal Vascular Fraction) în 

augmentarea ţesuturilor moi 

Fracţia SVF este o populaţie celularã rezultatã în urma manipulãrii AT prin 
omogenizare, digestie enzimaticã, centrifugare diferenţialã, liza hematiilor şi spãlare. 

SVF poate fi izolatã fie prin excizia în bloc a grãsimii rezultate în urma operaţiilor de 
abdominoplastie sau reducţie mamarã, fie din aspirate obţinute prin liposucţie. Majoritatea 
cercetãtorilor separã fracţia SVF din lipoaspiratele (LA) rezultate în urma operaţiilor de 
liposucţie. Dacã SVF derivã din LA, celulele din SVF poartã numele şi de celule PLA 
(processed lipoaspirates). 

In ultimii ani, a apãrut un numãr crescut de publicaţii privind utilizarea celulelor SVF în 
repararea leziunilor provocate de radioterapia practicatã dupã mastectomie (Rigotti şi colab., 
2007) [29], în augmentarea mamarã (Yoshimura şi colab., 2008 b) [30], reconstrucţia mamarã 
dupã mastectomie (Rigotti şi colab., 2010) [31], lipoatrofie facialã (Yoshimura şi colab., 2008 a) 
[6], etc. 

 

III.2.3. Utilizarea PRP (Platelet Rich Plasma) în chirurgia plastică!

Vindecarea leziunilor ţesuturilor vii este un proces complex, la care participã multe 
componente celulare şi umorale, inclusiv plachetele sangvine (PS). PS sunt formaţiuni 
anucleate din circulaţia sangvinã ce derivã din fragmentarea megakariocitelor (Gobbi şi Vitale, 
2012) [32].  

Preparatele PRP (Platelet-Rich Plasma) au fost iniţial obţinute în unitãţile de transfuzie 
a sângelui şi utilizate pentru hemostazã în timpul intervenţiilor chirurgicale. PRP este o 
suspensie autologã obţinutã prin centrifugarea sângelui în care existã o concentraţie de PS de 
4-6 ori mai mare decât cea normalã (200 000/µl). In suspensie, aceste PS rãmân viabile şi 
teoretic îşi prezervã capacitatea de a elibera factorii de creştere timp de circa 7 zile (Everts şi 
colab., 2006) [33].  
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PRP este utilizat în multe domenii clinice ale chirurgiei pentru a stimula vindecarea 
plãgilor şi diminuarea sângerãrii în timpul operaţiei. PRP este de asemenea utilizatã în 
chirurgia esteticã pentru reîntinerirea facialã prin stimularea dermului, cu efectele secundare 
minore.  

Tratamentul cu PRP autologe este în general considerat sigur la pacienţii selectaţi în 
mod corespunzător. Cu toate acestea, utilizarea şi validarea clinicã a PRP este încã la început. 
Rezultatele cercetãrilor şi ale tentativelor preclinice nu au fost confirmate prin testãri clinice 
controlate (Borzini şi Mazzucco, 2007) [34]. 

 

III.2.4. Tratamente combinate FG + PRP în augmentarea ţesuturilor moi 

Transferul grãsimii autologe (AFT) este un procedeu care permite grefarea unui “filler” 
ideal în augmentarea ţesuturilor moi. Totuşi, în literatura medicalã se observã variaţii mari în 
ratele de supravieţuire celularã (10-90%). In ultimul timp, câteva grupuri de cercetãtori au 
propus co-aplicarea grãsimii recoltatã în special prin tehnica Coleman (1995, 1997) [35, 36] şi a 
PRP – un rezervor natural de factori de creştere ce stimuleazã repararea şi regenerarea 
tisularã. Adăugarea PRP la grăsime poate reprezenta o modalitate de a furniza substanţe 
nutritive, îmbunătăţind supravieţuirea grefei de ţesut adipos. Eliberarea factorilor de creştere 
stimuleazã angiogeneza, diferenţierea şi proliferarea celulelor, conducând la reconstituirea unei 
matrici tridimensionale, care permite plasarea adipocitelor într-o structurã 3D.  

Având în vedere cã timpul de viaţã al adipocitelor din grefã este scurt, Modarressi 
(2013) [37] recomandã metoda descrisã de Coleman în care se injecteazã o cantitate micã de 
grãsime în straturi fine pentru a creşte suprafaţa accesibilã receptorilor (Coleman, 2001) [26], 
ce creşte şansa la supravieţuire şi revascularizare.  

Într-o serie de studii in vitro s-a demonstrat cã PRP creşte rata de supravieţuire a 
celulelor AT şi a diferenţierii celulelor stem (Natsuko şi colab., 2008) [38]. Deşi efectul PRP 
asupra AT a fost studiat in vitro şi pe animale model, aplicaţiile clinice n-au încã suportul unor 
studii controlate randomizat. 

 

III.2.5. Utilizarea ADSC (Adipose Derived Stem Cells) în chirurgia plasticã 

Fracţia mononuclearã a AT, numitã SVF, a fost iniţial descrisã ca o sursã de precursori 
adipocitari, activi mitotic, de cãtre Hollenberg şi Vost, în 1969 (Rangwala şi Lazar, 2000) [39, 
40]. Noţiunea de celule stem derivate din ţesut adipos (ADSC) a fost recunoscutã numai dupã 
2001, când Zuk şi colab. au demonstrat cã SVF conţine un numãr mare de celule tip-MSC ce 
pot suferi diferenţiere la adipocite, condrocite, miocite şi osteoblaste. Aceşti autori atrag pentru 
prima datã atenţia cã celulele stem din AT reprezintã o opţiune promiţãtoare pentru strategiile 
ingineriei tisulare de viitor.  

Majoritatea cercetãtorilor (Gregoire, 2001; Rosen şi MacDougald, 2006; Cawthorn şi 
colab., 2012) [41-43] descriu douã faze ale adipogenezei: 

Faza 1 – determinarea, care include transformarea celulelor stem mesenchimale (MSC) 
multipotente în preadipocite; 

Faza 2 – diferenţierea terminalã, care caracterizeazã transformarea preadipocitului în 
adipocit, fãcându-se deosebirea între ADSC şi preadipocite. Principala diferenţã între cele douã 
tipuri de celule mesenchimale este aceea cã ADSC sunt celule stem multipotente şi se 
diferenţiazã în adipocite, condrocite, miocite şi osteoblaste, iar preadipocitele sunt celule 
unipotente, angajate numai în diferenţierea adipogenicã (Laudes, 2011) [44]. 

In prezent este unanim recunoscut cã celulele ADSC pot fi uşor extrase din ţesutul 
adipos, sunt capabile de expansiune in vitro, au capacitatea de a se diferenţia în multiple tipuri 
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celulare şi pot fi utilizate în medicina regenerativã (Yuksel şi colab., 2005; Stosich şi Mao, 
2006; Schäffler şi Büchler, 2007; Choi şi colab., 2010) [45-48]. Deja au fost publicate studii 
clinice, dintre care unele au demonstrat succesul tratamentului cu ADSC în reconstrucţia 
tisularã. Totuşi existã încã probleme legate de dificultãţile practice de extindere a protocoalelor 
de izolare a acestor celule la volume necesare clinic, de faptul cã preparatele celulare izolate în 
diferite laboratoare se deosebesc prin gradul de puritate, markerii moleculari caracteristici, etc 
(Locke şi colab, 2011) [14].   

 Sunt necesare studii suplimentare pentru a evalua siguranţa utilizãrii lor la om, existând 
semne de întrebare privind izolarea şi purificarea ADSC, efectul lor asupra creşterii tumorale, 
etc. Sunt în curs de desfãşurare studii clinice utilizând terapia cu ADSC, iar rezultatele lor 
parţiale sunt promiţãtoare nu numai în chirurgia plasticã dar şi în alte specialitãţi medicale. 
Astfel, Herreros şi colab. (2012) [49] au realizeazat un studiu clinic randomizat în mai multe 
centre, pe 200 pacienţi adulţi privind implicarea celulelor ADSC autologe în managementul 
unor fistule anale complexe, ale cãrui date parţiale demonstreazã faptul cã aceastã procedurã 
este sigurã şi demonstreazã urgentarea procesului reepitelizare a rãnilor deschise. Este 
necesarã standardizarea protocoalelor şi realizarea unor studii randomizate mai mari care 
asigurã siguranţa aplicaţiilor conform directivelor FDA (U.S. Food and Drug Administration) (Gir 
şi colab.,2012) [50]. 

International Stem Cell Institute din San Diego, care este liderul mondial în terapia cu 
celule stem considerã cã s-a demonsrat cã celulele stem adulte reprezintã o realã posibilitate 
pentru vindecarea unor boli şi condiţii medicale, fiind o direcţie de viitor a medicinei, în 
comparaţie cu celulele stem embrionare care au condus la rezultate negative. Ei au anunţat 
lansarea programului privind terapia cu celule ADSC în tratarea unor maladii şi condiţii 
degenerative. Pentru scopuri terapeutice din sângele periferic se pot separa circa 10000 celule 
stem, din mãduva osoasã – 50 000 celule stem, iar din ţesut adipos pânã la 60 × 106 celule 
ADSC. 

 

III.2.6. Tehnica CAL (Cell-Assisted Lipotransfer) pentru corectarea defectelor de 

pãrţi moi 

Pentru a depãşi inconvenientele practice ale grefãrii grãsimii autologe, s-a dezvoltat o 
nouã strategie numitã lipotransfer asistat de celule (CAL – Cell Assisted Lipotransfer), în care 
au fost utilizate celulele ADSC autologe în combinaţie cu grefa de ţesut adipos.  

Mulţi autori n-au utilizat celulele ADSC purificate in vitro ci fracţia SVF proaspãt izolatã, 
care este o populaţie heterogenã de celule, printre care şi ADSC. Procedeul este utilizat în 
special în augmentarea sânilor prin grefarea grãsimii autologe îmbogãţitã în celule SVF.  

In cazul grefãrii grãsimii autologe, AT implantat supravieţuieşte printr-un mecanism de 
simplã difuzie pânã este restabilitã circulaţia sangvinã. Astfel supravieţuirea grefei, în particular 
în cazul unui volum mare grefat este rezultatul unui echilibru între acest proces şi moartea 
celularã indusã de hipoxie (Lin şi colab., 2008) [51]. Factorii care favorizeazã supravieţuirea 
celularã induc retenţia pe termen lung şi prin urmare, durata de viaţã a grefei.  

 SVF favorizeazã vascularizaţia neoangiogenicã şi activitatea fibrinogenicã a 
fibroblastelor ce amelioreazã supravieţuirea AT şi induce organizarea 3-D. Comparativ cu 
tehnica FG tradiţionalã, supravieţuirea grefei este mai probabilã şi necroza AT este redusã, 
datoritã neovascularizaţiei în zona implantatã (Gentile şi colab., 2012) [52]. Riordan şi colab. 
(2009) [11] considerã cã procedeul CAL cu fracţia SVF conduce la cele mai bune rezultate în 
chirurgia plasticã deoarece furnizeazã nu numai celule ADSC care pot fi diferenţiate în vederea 
formãrii ţesutului adipos, dar şi alte tipuri celulare care induc angiogeneza şi au efecte imuno-
modulatoare. In plus, fracţia SVF este şi o sursã de factori solubili care faciliteazã procesul de 
vindecare a rãnilor, iar costul procedurii este mai mic decât în cazul utilizãrii celulelor ADSC. 

 



!

!

7!

 

IV. MATERIALE ŞI METODE 

Parte din cercetǎrile care fac obiectul tezei mele de doctorat sunt rezultatul unor vechi 
colaborǎri cu Departamentul de Biochimie şi Biologie Molecularǎ de la Universitatea din 
Bucureşti şi care au fost finanţate prin Proiectul complex de cercetare exploratorie PCCE 248 
(2010-2013) intitulat: "Noi concepte şi strategii pentru dezvoltarea cunoaşterii unor noi structuri 
biocompatibile în bioinginerie”, la care am fost partener. 

 

IV.1. Izolarea fracţiei SVF 

Lipoaspiratele au fost obţinute din AT subcutanat al unor pacienţi care au suferit 
liposucţie cosmetică. Toate procedurile medicale au fost efectuate cu consimțământul 
pacienților, în conformitate cu Declarația de la Helsinki și cu aprobarea Comisiei de Etică 
(decizia nr. 3076/10.06.2010). Din studiu au fost excluşi pacienţii afectaţi de neoplazii, infecţii, 
inflamaţii şi boli autoimune. 

Toate etapele au fost realizate în condiţii de lucru sterile, utilizându-se reactivi şi medii 
sterile. Lipoaspiratele au fost stocate la temperatura camerei (maximum 4 ore) sau la 2 - 8ºC 
(maximum 24 ore) înaintea procesării. Tehnica de procesare a lipoaspiratului a fost optimizatǎ 
urmǎrind în principal protocolul descris de Gimble şi colab. (2007) [53] şi constă în: 

• spǎlarea fracţiei pentru a îndepǎrta majoritatea hematiilor şi leucocitelor; 
• dispersia AT prin digestie cu colagenazǎ şi  
• centrifugarea digestului când se separǎ populaţia adipocitelor mature care plutesc în mediu în 

timp ce fracţia SVF sedimenteazǎ. 
 
 

IV.2 Izolarea şi multiplicarea celulelor stem adipocitare ADSC in vitro  

Procedura utilizată în cadrul Departamentului de Biochimie şi Biologie Molecularǎ de la 
Universitatea din Bucureşti este o variantă a metodelor deja publicate în literatura de 
specialitate (Aust şi colab., 2004) [54] privind izolarea celulelor ADSC umane din lipoaspirate, 
după digestia cu colagenază. 

După ultima etapă de centrifugare din cadrul protocolului de obţinere a celulelor 
LA/SVF, sedimentul celular a fost resuspendat într-un mediu DMEM:F12 cu conţinut scăzut în 
glucoză (Sigma-Aldrich) suplimentat cu 40 % ser fetal bovin (FBS), 1 % ABAM, 13.8 mM 
NaHCO3 şi 0.5 mM piruvat de sodiu. Mediul a fost schimbat la 24 ore până când celulele au 
atins 70-80% confluenţă, când au fost detaşate şi transferate în noi vase de cultură. Pasajele 
celulare au fost numerotate consecutiv. 

Cuantificarea numărului de celule s-a efectuat utilizând hemocitometrul - o metodă 
clasică de monitorizare a viabilităţii şi proliferării celulelor. Evaluarea viabilităţii celulare s-a 
realizat utilizând Trypan Blue - un colorant care pătrunde în interiorul celulelor moarte datorită 
deteriorării structurii şi permeabilităţii membranei. Celule moarte, colorate în albastru, se 
deosebesc astfel de cele vii, incolore.  

Senescenţa celulelor izolate din lipoasirat şi cultivate pe parcursul a 10 pasaje, a fost 
evidenţiată prin detecţia activităţii enzimei β-galactozidaza (β-Gal) cu kitul Senescence Cells 
Histochemical Staining (Sigma-Aldrich). 
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IV.3. Diferenţierea adipogenică a celulelor ADSC 

Celulele ADSC aflate în pasajul III au fost evaluate din punctul de vedere a diferenţierii 
adipogenice. Inducerea adipogenezei în cazul celulelor ADSC se realizează cu un cocktail 
hormonal conţinând insulină, dexametazonă şi 1-metil-3-izobutilxantină (Rosen şi Spiegelman, 
2000) [55].  

Pentru a promova diferenţierea adipogenică a celulelor ADSC, acestea au fost cresculte 
în mediul de culturǎ suplimentat cu 0.5 mM 3-Izo-butil-1-metilxantină (IBMX) (Sigma-Aldrich), 
1 µM dexametazonă (DEX) , 1 µg/ml (2.26 µM) Triglitazonă,1 µM Insulină, 10 µg/ml (~41 µM) 
Biotină, 200 µM Indometacin, 0.1 mM Hidrocortizon, 0.2 nM 3,3’,5 - Tri-iodo-tirozină  și 10 
µg/ml Transferină – toţi reactivii fiind procuraţi de la Sigma-Aldrich. Celulele au fost menţinute 
în acest mediu timp de 21 zile. 

Procesul de diferenţiere adipogenică a fost ulterior monitorizat prin coloraţia lipidelor cu 
Oil Red O şi prin studii de imunofluorescenţă.  

Pe măsură ce avansează diferenţierea adipogenică, are loc acumularea intra-
citoplasmatică a lipidelor, asociată cu modificările morfologice ale celulelor, până la stadiul de 
adipocit, care conţine circa 90 % din volumul lui lipide. Acumularea lipidelor a fost evidențiată 
prin microscopie în contrast de fază, în urma colorației cu Oil Red O (Sigma-Aldrich). 

Markerii de suprafaţă specifici celulelor MSC, evidenţiaţi prin microscopie de 
fluorescenţă, au fost: CD44, CD73 şi CD90. S-a ales ca martor negativ antigenul CD34, 
specific celulelor stem hematopietice (HSC). Anticoprii primari şi secundari uitilizaţi în următorul 
procedeu au fost produşi de compania Santa Cruz Biotechnology, INC. 

 

IV.4. Studiul clinic 

IV.4.1. Pregătirea operaţiei 

Toţi pacienţii au fost sfătuiţi să renunţe la fumat înainte de intervenţia chirurgicală. A fost 
intreruptă administrarea anumitor medicamente (cum ar fi cele care cresc riscul de sângerare 
sau de tromboză). Pacienţii au fost sfătuiţi să nu mai mănânce şi să nu mai bea lichide cu 
minim 6 ore înainte de intervenţia chirurgicală. După efectuarea anamnezei, toţi pacienţii au 
fost evaluaţi clinic, în special în ceea ce priveşte zonele cu depozite adipoase în exces şi 
calitatea tegumentelor (grad de hidratare, elasticitate, infecţii locale, etc.). 

 

IV.4.2. Recoltarea grăsimii prin tehnica Coleman 

Majoritatea intervenţiilor chirurgicale au fost efectuate sub anestezie generală sau 
epidurală. Cele mai folosite zone donatoare au fost cele recunoscute (Padoin şi colab., 2008) 
[56] ca având cel mai ridicat potenţial de obţinere a celulelor stem adulte, respectiv abdomenul 
şi faţa internă a coapselor (mai ales în treimea superioară). Pe cât posibil, zonele donatoare au 
fost accesate prin incizii plasate în pliuri, cicatrici anterioare, vergeturi sau zone păroase 
(Rohrich şi colab., 2004) [57]. Toate intervenţiile au fost realizate în condiţii de maximă 
sterilitate. 

In toate situaţiile, pentru a asigura hemostaza, zonele donatoare au fost infiltrate cu un 
un amestec continând adrenalină 1:1 000 000 (Coleman, 2007) [5]. Am folosit o canulă boantă 
tip Coleman, de 15 sau 23 cm lungime, cu diamteru de 1 – 2.5 mm, prevăzută cu două orificii 
plasate foarte aproape de vârf, ataşată la o seringă tip Luer, de 10 ml. Cele două orificii distale 
ale canulei au dimensiuni şi formă ce permit recoltarea celor mai mari fragmente intacte de AT 
care pot trece prin lumenul seringii tip Luer-Lock.  
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IV.4.3. Obţinerea grefei de ţesut adipos imbogăţită în celule ADSC 

IV.4.3.1. Prelucrarea grăsimii, după Coleman 

Jumătate din grăsimea aspirată a fost prelucrată după tehnica propusă de Coleman. 
Pentru a asigura sterilitatea am utilizat o centrifugă cu un rotor central sterilizabil prevăzut cu 
lăcaşuri în care au fost plasate seringile de 10 ml. Seringile au fost centrifugate la 700 g, timp 
de 3 minute, componentele separându-se în funcţie de densitate. Stratul superior, mai puţin 
dens, are o componenţă uleioasă. Stratul mijlociu este constituit din porţiuni potenţial viabile de 
AT, iar stratul cel mai dens care sedimentează la baza tubului de centrifugă conţine sânge, apă 
şi lidocaină. Stratul uleios a fost decantat din seringă cu ajutorul unui tampon absorbant. După 
schimbarea de 2-3 ori a tamponului, pistonul a fost introdus înapoi în corpul seringii şi împins, 
permiţând grăsimii să alunece spre vârful seringii şi să oblitereze “spaţiul mort”. 

 

IV.4.3.2. Obţinerea fracţiei vascular stromale (SVF) 

Pentru a izola fracţia vascular stromală (SVF) am utilizat protocolul propus de 
Yoshimura (Yoshimura si colab., 2008.a) [6]. Cealaltă jumătate din ţesutul adipos recoltat a fost 
supusă dispersiei cu colagenază tip I, 0.075%, in tampon fosfat salin şi agitare timp de 30 
minute la 37°C. Amestecul a fost apoi repartizat în seringi de 10 ml şi supus centrifugării timp 
de 5 minute, la 1200 g. Fracţia SVF a fost localizată în sedimentul rezultat, situat dedesubtul 
lipoaspiratului. Am amestecat apoi grăsimea purificată cu fracţia vascular stromală (SVF), si am 
transferat produsul obţinut in seringi de 10 ml. 

 

IV.4.4. Infiltrarea grefei de ţesut adipos imbogatită în celule ADSC 

Grefele de AT au fost plasate în situsul recipient astfel încât au fost fie separate unele 
de altele cât mai mult posibil de către ţesutul gazdă, ceea ce a creat o suprafaţă mai mare de 
contact între grăsimea recoltată şi ţesuturile recipiente, facilitând astfel difuzia şi respiraţia 
(Piasecki şi colab., 2007) [58]. 

In etapa de infiltrare am utilizat anestezia locală şi/sau generală. Infiltrarea s-a realizat 
cu o canulă de infiltrare boantă tip Coleman, având un singur orificiu chiar în apropierea 
vârfului, pentru scăderea riscului apariţiei echimozelor sau hematoamelor. Utilizarea canulelor 
boante a permis plasarea grefelor de AT într-o manieră mai stabilă. Am utilizat canule cu vârf 
ascuţit (care oferă un control mai bun pentru plasarea în plan imediat subdermic, în ţesutul 
fibros şi în cicatrici) doar pentru a îndepărta aderenţele, dar cu precauţii pentru a evita lezarea 
nervilor şi a altor structuri subiacente. La nivelul feţei, volumul maxim de ţesut plasat la fiecare 
retragere a canulei a fost de 0.1 ml, iar în unele zone, cum ar fi pleoapele, chiar 0.02 – 0.03 ml. 

 

IV.4.5. Monitorizarea post-operatorie 

Pacienţii au fost monitorizaţi la 3, 6 şi respectiv 12 luni de la operaţie. 

 

 

 

 

 



!

!

10!

V. REZULTATE ŞI DISCUȚII 

 Grăsimea autologă nefracţionată este folosită în mod curent în proceduri reconstructive 
şi estetice ca filler pentru repararea defectelor asociate ţesuturilor moi. Facilitatea cu care 
ţesutul adipos (AT) poate fi recoltat, injectat, sau versatilitatea sa reprezintă câteva dintre 
avantajele oferite chirurgului plastician. Din nefericire, adipocitele mature din ţesutul 
transplantat suferă în mod frecvent procese degenerative, astfel încât grefele sunt adesea 
resorbite parţial sau conduc la dezvoltarea de chisturi şi calcifieri locale (Frye şi colab., 2005; 
Stillaert şi colab., 2007) [59-60].  

 Studii recente au evidenţiat faptul că ţesutul adipos matur conţine celule stem 
pluripotente, numite celule stem adipocitare (ADSC) (Sterodimas şi colab., 2010) [61]. Scopul 
actualei lucrări a constat în evaluarea aplicabilităţii lipoaspiratului îmbogăţit în celule stem 
adipocitare (ADSC) în procedee reconstructive, estetice şi corecţionale, ca alternativă 
superioară actualelor tehnici de inginerie tisulară. Pentru realizarea acestui scop, ne-am 
concentrat atenţia asupra fracţiei vasculare stromale (SVF), îmbogăţită în ADSC. 

 

 V.1: Fracţia SVF este îmbogăţită în celule ADSC, ce pot fi amplificate în 
cultură şi diferenţiate în adipocite mature 

 Celulele ADSC ce pot fi izolate din fracţia vascular stromală sunt prezente în număr 
foarte redus. Conform estimărilor actuale ele reprezintă sub 0.02% din această fracţie (Stillaert 
et al, 2007) [60]. Drept urmare, pentru utilizarea unei populaţii pure de celule stem 
preadipocitare în aplicaţii clinice este necesară întâi o expansiune considerabilǎ a acestei 
populaţii. Cultivarea celulelor ADSC in vitro/ex-vivo permite nu numai multiplicarea lor, dar şi 
caracterizarea populaţiei celulare, oferind în acelaşi timp posibilitatea diferenţierii lor în 
adipocite mature prin manipularea compoziţiei mediului de cultură.  

 Studiul actual a urmărit aşadar într-o primă etapă izolarea în culturi celulare aderente a 
unei populaţii de celule stem preadipocirare, expansiunea lor, precum şi identificarea factorilor 
biochimici necesari diferenţierii lor adipocitare. 

Lipoaspirate obţinute din AT subcutanat al unor pacienţi care au solicitat proceduri 
cosmetice de liposucţie au fost prelucrate conform protocolului descris de Gimble şi colab 
(2007) [53] pentru izolarea fracţiei SVF. Celulele individuale izolate au fost plasate în vase de 
cultură şi au fost incubate în medii de cultură conţinând nutrienţi şi ser fetal, componente 
esenţiale pentru menţinerea viabilităţii celulelor. (Lodish, 2013; Campisi & d'Adda di Fagagna, 
2007) [62, 63].  

  Senescenţa celulelor primare izolate din fracţia SVF a fost interogată prin efectuarea 
unei coloraţii citochimice care permite evidenţierea markerului Senescence Associated-β-
Galactosidase (SA-β-Gal). Analiza noastră a evidenţiat că celulele aflate în pasaje incipiente (I-
VII) nu au devenit senescente. Prin urmare, aceste pasaje pot fi utilizate în potenţiale tehnici de 
inginerie tisulară.  

 Analiza markerilor de suprafaţă celulară prin tehnici de imunofluorescenţă a confirmat 
existenţa unei populaţii care exprimă markerii specifici MSC: CD44, CD73 și CD90. Markerul 
specific celulelor stem hematopoiectice CD34 nu a fost detectat, confirmând aşadar puritatea 
populaţiei de celule stem izolate in vitro. 

 În plus, am fost interesaţi să evaluăm dacă celulele stem izolate în cultura primară pot fi 
diferenţiate în adipocite mature. În acest scop, mediul de cultură a fost suplimentat cu insulină, 
dexametazonă, glucocorticoizi şi 1-metil-3-izobutilxantină (IBMX) (Rosen şi Spiegelman, 2000) 
[55]. În urma suplimentării mediului de cultură cu factorii menţinaţi mai sus, s-a putut observa 
modificarea treptată a morfologiei celulelor cultivate in vitro şi acumularea intracitoplasmatică 
de lipide. Aceste observaţii confirmă diferenţierea celulelor stem în celule adipocitare mature, 
ce pot fi ulterior folosite în aplicaţii chirurgicale şi de inginerie tisulară.  
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V.2: Utilizarea tehnicii CAL (Cell Assisted Lipotransfer) de grefare a 
ţestutului adipos îmbogăţit în celule ADSC conduce la rezultate clinice 
satisfăcătoare 

Grefarea grăsimii (FG) autologe este un procedeu utilizat de 120 ani, dar interesul 
dezvoltării şi utilizării lui în chirurgia plastică a crescut considerabil după elaborarea, la 
începutul anilor 1980, a tehnicii liposucţiei. Principalele probleme raportate în cazul grefării 
grăsimii autologe sunt: resorbţia parţială a grefei, implicând necesitatea repetării procedurii 
chirurgicale, precum şi necroza parţială a ţesutului adipos transplantat (Toyserkani şi colab., 
2016) [64].  

Ţesutul adipos (AT) implantat supravieţuieşte printr-un mecanism de simplă difuzie 
până este restabilită circulaţia sangvină. Astfel supravieţuirea grefei, în particular în cazul unui 
volum mare grefat, este rezultatul unui echilibru între acest proces şi moartea celulară indusă 
de hipoxie (Lin şi colab., 2008) [65]. Factorii care favorizează supravieţuirea celulară induc 
retenţia pe termen lung şi prin urmare, durata de viaţă a grefei. 

Pentru a depăşi inconvenientele practice ale grefării gasimii prin lipoinjecţie, s-a 
dezvoltat o nouă strategie numită lipotransfer asistat de celule (CAL – Cell Assisted 
Lipotransfer), în care au fost utilizate celulele ADSC autologe în combinaţie cu grefa de ţesut 
adipos. Mulţi autori n-au utilizat celulele ADSC purificate in vitro, ci fracţia SVF proaspăt izolată, 
care este o populaţie heterogenă de celule, îmbogăţită în ADSC. (Yoshimura si colab., 2008. a; 
Matsumoto şi colab., 2006) [6, 10].  

Riordan şi colab. (2009) [11] consideră că procedeul CAL cu fracţia SVF conduce la 
cele mai bune rezultate în chirurgia plastică deoarece conţine atât celule ADSC, care pot fi 
diferenţiate în ţesut adipos matur, dar şi alte tipuri celulare care induc angiogeneza şi au efecte 
imuno-modulatoare. În plus, fracţia SVF este şi o sursă de factori solubili care facilitează 
procesul de vindecare a rănilor (Riordan şi colab., 2009) [11]. 

În studiul actual, procedeul CAL a fost aplicat în cazul a 5 pacienţi care s-au prezentat 
cu diferite defecte congenitale sau dobândite ale ţesuturilor moi, incluzând: Sindromul Parry-
Romberg, lipodistrofie fesieră, sindrom Poland, sau asimetrie mamară. Adiţional, 18 pacienţi au 
solicitat procedee estetice – rejuvenarea mâinilor şi rejuvenare facială. Utilizarea procedeului 
CAL a condus la îmbunătăţirea semnificativă a aspectului estetic al ţesutului moale supus 
tratamentului. În plus, aspectul obţinut în urma procedurii chirurgicale s-a dovedit a fi stabil 
pentru o perioadă de minim 12 luni.  

Studiul actual nu a inclus o cohortă de pacienţi atribuiţi grupului de control (spre ex. 
pacienţi care să fie trataţi prin tehnica FG clasică). Cu toate acestea, rezultatele observate 
anterior, la pacienţi trataţi prin lipofilling clasic, au relevat un grad mai mare de resorbţie a 
grăsimii transplantate şi calcifieri mai frecvente, rezultatele fiind mai puţin stabile în timp. 

În lotul luat in studiu, in toate cazurile, rezultatul final a fost apreciat de către pacienţi ca 
fiind bun sau foarte bun, ţesutul transplantat având o consistenţă moale, naturală. Nu au fost 
semnalate complicaţii semnificative, in două cazuri constatându-se necroza parţială a grăsimii 
transplantate. 

În cazul pacientilor tratati cu fillere de alta natura (acid hialuronic, colagen, etc.) 
procedura trebuie repetata in mod periodic, din cauza resorbtiei materialului de umplere. CAL 
are avantajul ca tesutul adipos se reface si continua sa prolifereze si deci nu trebuie reinjectat. 
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V.3: Integrarea datelor studiului actual în datele prezentate în literatura de 
specialitate adresând eficienţa procedurii CAL 

Rapoartele publicate în ultimii zece ani nu au atins însă un consens privind 
superioritatea tehnicii CAL faţă de tehnica transplantării grăsimii autologe (AFT). În raportul lor 
retrospectiv, Toyserkani [64] şi colaboratorii au concluzionat ca majoritatea procedurilor CAL 
prezentate în literatura de specialitate par să favorizeze suplimentarea ţesutului adipos 
transplantat cu celule ADSC. Autorii atrag însă atenţia asupra faptului că studiile viitoare 
necesită o mai bună standardizare a modului de raportare, care să permită: (i) o evaluare 
obiectivă a rezultatelor clinice observate, precum şi (ii) identificarea potenţialelor riscuri 
asociate acestei noi proceduri (Toyserkani şi colab., 2016) [64]. 

Este important de amintit că şi tehnica AFT a fost întâmpinată cu reticenţă la momentul 
introducerii sale. Resorbţia şi necroza ţesutului adipos transplantat reprezintă două dintre 
complicaţiile asociate tehnicii AFT clasice. Se cunoaşte faptul că formarea unei vascularizaţii 
funcţionale guvernează supravieţuirea ţesutului adipos matur (Fukumura şi colab., 2003) [66]. 
Prin suplimentarea grăsimii transplantate cu celule ADSC, ce rezidă în ţesutul adipos între 
adipocite sau în ECM (Strawford şi colab., 2004) [67], tehnica CAL permite protejarea 
adipocitelor mature de hipoxie.  

Atât fracţia vascular stromală (SVF) îmbogăţită în celule stem, precum şi celulele ADSC 
izolate din grăsimea autologă pot fi suplimentate ţesutului adipos transplantat. Este important 
de menţionat că lipoaspiraratele de volum mare (~500 ml) conţin un număr suficient de celule 
ADSC, astfel încât amplificarea lor in vitro nu este necesară (Yoshimura şi colab., 2010) [68]. 
Prin eliminarea etapei intermediare de amplificare a ADSC se evită obiecţiile de natură etică, 
precum şi potenţiale complicaţii imunologice (Toyserkani şi colab., 2016) [64], iar în acelaşi 
timp costul şi durata procedeului chirurgical este de asemenea redusă, spre beneficiul 
pacienţilor. Din aceste motive, utilizarea fracţia SVF este cel mai adesea preferată în procedura 
CAL.  

În prezent, literatura de specialitate oferă atât exemple care susţin superioritatea 
procedurii CAL comparativ cu tehnica AFT clasică, precum şi exemple în care suplimentarea 
grăsimii transplantate cu celule stem ADSC nu a condus la rezultate semnificativ superioare 
faţă de metoda clasică de transplantare. 

Toyserkani şi colaboratorii (2016) [64] au rezumat observaţiile a 7 studii clinice realizate 
care au comparat tehnica CAL cu procedura AFT clasică. Şase din cele şapte studii analizate 
au susţinut superioritatea tehnicii CAL, deşi modul de control, raportare, sau evaluare statistică 
a studiilor nu este în general satisfăcător (Toyserkani şi colab., 2016) [64]. Cinci dintre studiile 
realizate au optat pentru suplimentarea grăsimii injectate cu fracţia SVF; două dintre aceste 
studii au raportat cazuri de augmentare mamară, în timp ce restul studiilor s-au concentrat 
asupra procedurilor estetice efectuate la nivelul feţei. În majoritatea cazurilor, supravieţuirea 
grefei de grăsime în urma procedurii CAL a fost superioară celei observate în cazul 
transplantului AFT clasic, chiar dacă diferenţa observată a fost modestă (Toyserkani şi colab., 
2016) [64]. Studiile clinice raportate nu au inclus în general rapoarte histologice ale grefei de 
grăsime posttransplant. Studii preclinice efectuate pe animale sugerează că în general 
procedura CAL conduce la formarea unui număr mai redus de chisturi, la maturarea unui 
număr mai mare de adipocite, precum şi la formarea unei vascularizaţii net superioare, 
comparativ cu AFT clasic (Toyserkani şi colab., 2016) [64].  

Sterodimas şi colaboratorii (2010; 2011) [61, 69] au comparat de asemenea tehnica 
CAL cu transplantul clasic de grăsime autologă. Studiul lor din 2011 a urmărit 20 de pacienţi 
suferind de diferite defecte de părţi moi la nivel facial (Sterodimas şi colab., 2011) [69]. Autorii 
au concluzionat că pacienţilor cărora li s-a transplantat grăsime îmbogăţită cu ADSC au 
raportat un grad superior de satisfacţie la 6 luni după operaţie comparativ cu pacienţii supuşi 
procedurii clasice. Totuşi nivelul de satisfacţie la 18 luni de la finalizarea procedurii a fost 
similar pentru ambele loturi ale studiului efectuat (Sterodimas şi colab., 2011) [69]. Autorii au 
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admis ca procedura CAL este mai scumpă comparativ cu transplantul clasic de grăsime 
(justificat de necesitatea utilizării de echipament medical şi de laborator adiţional, precum şi de 
necesitatea angajării personalului specializat adiţional), precum şi faptul că procedeul de 
îmbogăţire a grăsimii transplantate cu celule stem conduce la prelungirea procedurii 
chirurgicale. Cu toate acestea, luând în considerare faptul că pacienţii supuşi procedurii CAL 
au necesitat un singur transplant pentru obţinerea de rezultate estetice mulţumitoare, se poate 
concluziona că atât costul, cât şi timpul final necesar completării operaţiei este în majoritatea 
cazurilor inferior procedurilor AFT clasice (Sterodimas şi colab., 2011) [69]. Deşi concluziile 
autorilor par încurajatoare, datele prezentate nu susţin afirmaţiile privind gradul superior de 
satisfacţie al pacienţilor supuşi procedurii CAL la 6 luni de la operaţie comparativ cu cei supuşi 
procedurii AFT clasice. În plus, autorii au încercat în mod eronat să evalueze din punct de 
vedere statistic diferenţele între gradul de satisfacţie ale pacienţilor supuşi celor două 
proceduri, bazându-şi calculele pe gradul subiectiv de evaluare al pacienţilor. Este bine 
cunoscut în literatura de specialitate că testele statistice ce evalueză semnificaţia unui studiu 
nu se pot baza pe parametri arbitrari, precum autoevaluarea gradului de satisfacţie pe o scară 
arbitrară (Motulsky, 2013) [70]. Evaluarea statisitică a volumului de grăsime resorbit sau al 
procentului de grăsime ce a supravieţuit transplantului prin procedee obiective (RMN, 
tomografie, ecografie) ar fi reprezentat repere statistice superioare celor raportate în studiul 
publicat. 

 Yoshimura şi colaboratorii [68] au raportat  în 2010 un rezumat al unui set de studii ce 
au comparat tehnica CAL cu procedeul AFT. Între 2003-2008 autorii au tratat 188 de pacienţi, 
majoritatea (164) fiind supuşi procedurilor de augmentare mamară. 26 dintre pacienţi au fost 
supuşi procedurii CAL imediat după îndepărtarea protezelor mamare pre-existente. (Yoshimura 
şi colab., 2010) [68]. Un aspect important al acestor studii este reprezentat de faptul că autorii 
au raportat rezultate obiective, obţinute prin tehnici RMN, ecografie, mamografie adiţional 
tehnicilor clasice de video- şi fotografie pentru evaluarea pre- şi post-chirurgicală. În cazurile de 
augmentare mamară, măsurătorile 3D realizate la 6 luni de la efectuarea transplantului au 
indicat că între 40-90% din grăsimea transplantată prin procedura CAL a supravieţuit 
transplantului. Cresterea finală de volum a variat între 100-250 ml, net sub cea observată în 
general în procedurile de augmentare ce folosesc implanturi de silicon. Un număr redus de 
paciente a dezvoltat chisturi cu dimensiuni variind între 5-15 mm (6 paciente), iar 2 paciente au 
prezentat calcifieri, ce au putut fi distinse uşor de ţesutul adiacent. Cu toate acestea, tehnica s-
a dovedit superioară din punct de vedere al aspectului final (mai natural) şi al consistenţei 
sânului (Yoshimura şi colab., 2010) [68].  

 Un număr redus de studii clinice au evaluat competenţa celulelor ADSC purificate şi 
amplificate in vitro cotransplantate cu grăsimea autologă. Studii preclinice utilizând modele 
animale au oferit un prim indiciu că grefarea unui număr mai mare (106-107 comparativ cu 105 
celule) de celule ADSC purificate conduce la rezultate superioare pe termen scurt, deşi 
diferenţele observate între diferitele concentraţii celulare devin minime pe termen lung 
(Toyserkani şi colab., 2016) [64].  

 Cu toate acestea, nu toate studiile clinice au raportat rezultate superioare când tehnica 
CAL a fost comparată cu lipotransferul clasic. Peltoniemi şi colaboratorii au comparat efectele 
AFT clasice (aplicat în cazul a 8 paciente) cu tehnica CAL (aplicată în cazul a 10 paciente) în 
contextul augmentării mamare. (Peltoniemi şi colab., 2013) [71]. Evaluarea postoperatorie s-a 
realizat cu ajutorul tehnicii RMN pe o durată de 12 luni, autorii concluzionând că, deşi resorbţia 
ţesutului adipos după procedura CAL este uşor redusă comparativ cu resorbţia post-AFT (50% 
versus 54%), diferenţa este minoră şi nesemnificativă din punct de vedere statistic (Peltoniemi 
şi colab., 2013) [71]. Cu toate acestea, studiul a utilizat un număr redus de pacienţi, făcând 
dificilă generalizarea rezultatului. 

 În urma unui studiul comparativ al literaturii de specialitate, Grabin şi colaboratorii 
(2015) [72] afirmă de asemenea că datele actuale nu susţin superioritatea tehnicii CAL, 
comparativ cu lipotransferul clasic. Autorii atrag atenţia că majoritatea rapoartelor clinice 
utilizează un număr redus de pacienţi, raportarea augmentării volumetrice este adesea făcută 
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în mod subiectiv, iar în plus analiza statistică a datelor prezentate este de multe ori 
suboptimală. Autorii au recunoscut că în anumite situaţii evaluarea obiectivă prin tehnica RMN 
nu este  posibilă dacă volumele de grăsime transplantată sunt prea mici pentru a se putea 
detecta diferenţe semnificative. Autorii studiului retrospectiv au insistat aşadar asupra 
necesităţii realizării unor studii clinice randomizate în modul ‚orb’ sau ‚dublu-orb’ pentru a evita 
subiectivitatea raportării rezultatelor. În plus, este esenţial ca studiile clinice viitoare să conţină 
un număr mai mare de pacienţi precum şi că perioada de urmărire să fie de lungă durată 
(Grabin şi colab., 2015) [72].  

 Rezultatele studiului actual par să confirme datele raportate până în prezent în literatura 
de specialitate. Lipotransferul suplimentat cu fracţia SVF a condus la obţinerea de rezultate 
estetice bune si foarte bune, cu o rată scazută a complicaţiilor.  

 O limitare a studiului actual este absenţa unui grup de control. Cu toate acestea, 
comparând rezultatele prezentate cu cele raportate anterior, am putut concluziona că această 
tehnică (CAL) este o metodă sigură, care duce la rezultate stabile, superioare lipofillingului 
clasic. 

 

 V.4: Siguranţa utilizării tehnicii CAL  

 Ţinând cont de faptul că studiile realizate pe modele animale au evidenţiat adesea o 
mai bună vascularizare a grefei de grăsime în cazul suplimentării ţesutului adipos cu ADSC 
(Toyserkani şi colab., 2016) [64], se pune aşadar întrebarea dacă utilizarea tehnicii CAL în 
cazul pacienţilor care au urmat un tratament oncologic poate conduce la activarea unor 
metastaze latente.  

Gentile şi colaboratorii (2012) [52] au concluzionat că utilizarea CAL pentru 
augmentarea mamară în cazul pacientelor care au fost diagnosticate anterior cu carcinom 
mamar nu a condus la o creştere a numărului de tumori recidivante.  

Totuşi Perrot şi colaboratorii (2010) [73] au raportat un caz de recidivă locală a unui 
osteosarcom la 18 luni după efectuarea unei operaţii de lipofiling utilizând tehnica CAL. 
Pacienta în vârsta de 17 ani nu a prezentat, timp de 13 ani nicio recidivă în urma tratamentului 
oncologic şi chirurgical aplicat pentru indepărtarea tumorii primare localizate la nivelul braţului. 
Autorii au realizat un studiu in vitro şi pe şoareci, urmărind multiplicarea numărului de celule 
tumorale precum şi creşterea volumului tumoral în prezenţa şi absenţa celulelor ADSC. Co-
cultivarea celulelor tumorale cu celule ADSC a condus în primele 24 de ore la o amplificare mai 
rapidă a celuleor tumorale (Perrot şi colab., 2010) [73], deşi efectul nu a fost menţinut la 
aceeaşi intesitate prin prelungirea co-cultivării. Corelaţia dintre recidiva locală şi utilizarea 
tehnicii CAL în acest studiu de caz pare rezonabilă. Cu toate acestea, concluziile autorilor nu 
sunt susţinute de date experimentale solide. Autorii au încercat să justifice potenţialul efect pro-
tumorigenic al celulelor ADSC transplantate ca fiind rezultatul amplificării vascularizaţiei locale 
(Perrot şi colab., 2010) [73], deşi studiul efectuat nu a evaluat prin nicio metodă dacă tumorile 
co-transplantate cu celule ADSC sunt într-adevăr mai bine vascularizate comparativ cu cele 
dezvoltate în grupul de control.  

Studiul actual nu a inclus niciun pacient diagnosticat anterior cu cancer şi prin urmare 
nu putem formula o opinie privind efectelor pro- sau anti-tumorigenice ale celulelor ADSC 
transplantate.  
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VI. CONCLUZII ŞI PERSPECTIVE 

 Studiul actual a urmărit evaluarea aplicabilitătii utilizării celulelor stem adulte adipocitare 
ADSC în procedee reconstructive, estetice şi corecţionale. 

 Într-o primă etapă, am arătat că celulele ADSC pot fi izolate şi amplificate în cultură 
pentru perioade limitate de timp (maxim şapte pasaje) înainte de a intra în senescentţă. 
Celulele stabilizate în cultură au putut fi diferenţiate în adipocite mature prin suplimentarea 
mediului de cultură cu un coctail conţinând: 3-izo-butil-1-metilxantină, dexametazonă, insulină, 
indometacin şi tri-iodo-tirozină. Abilitatea celulelor ADSC de a se diferenţia în adipocite mature 
in vitro deschide noi posibilităţi pentru dezvoltarea a noi abordări de inginerie tisulară.  

 În paralel, celulele stem ADSC au fost utilizate în 23 proceduri CAL clinice. Am optat în 
studiul actual pentru utilizarea fracţiei SVF îmbogăţită în celule stem mature, în defavoarea 
celulelor ADSC amplificate in vitro. Această abordare a permis evitarea problemelor de natură 
etică şi a îngăduit finalizarea procedurilor chirurgicale într-un interval redus de timp. Conform 
cunoştiintelor noastre, studiul actual reprezintă primul din România care a evaluat eficienţa 
procedurii CAL în diferite proceduri estetice şi reconstructive. Observaţiile clinice au îngăduit 
confirmarea faptului că tehnica CAL este bine tolerată de către pacienţi şi conduce la rezultate 
satisfăcătoare atât pentru pacienţi cât şi pentru medicul curant. În plus tehnica s-a dovedit a fi 
sigură, nefiind asociată cu complicaţii semnificative.  

 Studii viitoare sunt necesare pentru evaluarea cât mai obiectivă a eficienţei tehnicii CAL 
în comparaţie cu lipotransferul clasic. În principal, studile viitoare vor trebuie să abordeze o 
cohortă mai mare de pacienţi şi să includă un grup de control şi vor utiliza (unde este posibil) 
metode obiective de evaluare pre- şi post-chirurgicale, precum RMN, tomografie, ecografie. 

Aspecte care se doresc de asemenea a fi urmărite în cercetările ulterioare includ: 
efectul zonei donatoare şi al zonei receptoare asupra procentului de grăsime ce supravieţuieşte 
transplantului: în ce măsură vârsta pacientului afectează reuşita procedurii; factorii chimici 
(chemokine, factori de creştere) care pot fi adăugaţi pentru a îmbunătăţii supravieţuirea găsimii 
transplantate; numărul / densitatea de celule ADSC transplantate minim necesar pentru a 
reduce în mod eficient resorbţia grăsimii transplantate. În plus, pentru utilizarea tehnicii CAL în 
cazul pacienţilor care au urmat tratamente oncologice în trecut, sunt necesare studii care să 
includă o cohortă mare de pacienţi atât în lotul de control, cât şi în grupul de tratament, pentru 
a investiga dacă transplantarea de celule ADSC poate conduce la un risc crescut de recidivă 
tumorală. 
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Abrevieri 

ADSC  Adipose derived stem cells 

AFG  Autologous fat grafting 

AFT  Autologous fat transfer 

AT  Adipose tissue 

BSA  Albuminã sericã bovinã 

CAL  Cell-Assisted Lipotransfer 

cAMP  Cyclic adenosine monophosphate 

CD  Cluster of differentiation 

CREB  cAMP response element-binding protein 

ECM  Extracellular matrix 

FBS  Ser fetal bovin 

FDA  U.S. Food and Drug Administration 

FG  Fat grafting 

hADSC  Human Adipose derived stem cells 

HSC  Hematopoietic stem cells 

HIF-1  Hipoxia inducible factor 

IBMX  Izobutil metil xantina 

IGF  Insulin-like growth factor 

LA  Lipoaspirate 

MAPK  Mitogen Activated Protein Kinase 

MSC  Mesenchymal stem cells 

MSH  Melanocyte-stimulating-hormone 

PAI-1  Plasminogen activator inhibitor-1 

PBS  Tampon fosfat salin 

PKA  Protein kinase A 

PLA  Processed lipoaspirate 

PPARγ  Peroxisome proliferator-activated receptor-γ 

PRP  Platelet-rich plasma 

RBP4  Retinol binding protein 4 

SAT  Abdominal subcutaneous adipose tissue 

SA-β-Gal  Senescence Associated-β-Galactosidase 

ST  Soft tissue 

STA  Soft tissue augmentation 
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SVF  Stromal vascular fraction 

TE  Tissue Engineering 

TNFα   Tumor necrosis factor alpha 

tPA  Tissue plasminogen activator 

WAT   White adipose tissue 


