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IINTRODUCERE

Rezectia diferitelor tumori de la nivelul extremitatii cefalice, cervicale, sanului, diverse
traume, anomalii congenitale, modificari asociate cu imbatranirea, precum si multe alte
afectiuni medicale, au ca rezultat deformarea conturului datorita unor pierderi de substanta la
nivelul tegumentului si a tesutului adipos subcutanat (Patrick 2000, 2001, 2004; Patel si colab.,
2003) [1-4]. Aceste deficite pot avea nu numai efecte estetice si psihologice, dar pot altera si
functia formatiunii anatomice afectate. Chirurgia plastica si reparatorie si-a dezvoltat strategii
din ce in ce mai eficiente in rezolvarea acestor defecte, in acord cu dezvoltarea cunoasterii in
domeniu.

Transplantul grasimii autologe este unul dintre tratamentele promitatoare pentru
augmentarea tesuturilor moi si intinerirea faciala, datoritd lipsei unei cicatrici incizionale si
complicatiilor asociate cu materialele straine. Cu toate acestea, apar probleme imprevizibile si
o rata scazuta de supravietuire a grefei din cauza necrozei partiale (Coleman si Saboeiro,
2007; Yoshimura si colab., 2008. a.) [5, 6].

Cercetarile din ultimele decenii au demonstrat ca cel mai eficace sistem de reparare a
organismului il reprezinta celulele stem. Acestea sunt celule nespecializate, capabile de auto-
refnnoire prin mitoze succesive, dar care au capacitatea de a se transforma in diferite tipuri
celulare prin diferentiere (Niemela si colab., 2008) [7]. Descoperirea celulelor stem adulte a
reprezentat un pas deosebit de important in medicina regenerativa deoarece acestea nu ridica
mari probleme etice si sunt mai usor de recoltat decat celulele stem embrionare. Abia in anul
2002, un grup de cercetatori 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 tesutul adipos (ADSC), ca celule stem multipotente (Zuk si
colab., 2002) [8]. De atunci, cercetarile asupra celulelor ADSC si aplicatiile lor terapeutice au
cunoscut o evolutie exploziva.

Tesutul adipos alb este o sursa ideala de celule stem adulte datorita faptului ca este
usor accesibil in cantitadti mari, utilizdnd tehnici de liposuctie. Tesutul adipos contine celule
progenitor adipogenice in fractia vascular stromala (SVF) (Van si colab., 1976) [9]. Totusi,
Matsumoto si colab., (2006) [10] au aratat ca in procedeele de liposuctie un numéar semnificativ
de celule progenitor adipogenice mor, ceea ce explica rata slaba de supravietuire a acestor
preparate si atrofia lipoaspiratelor transplantate, dupa un timp indelungat.

Fractia SVF contine un amestec de celule, printre care progenitori adipocitari si celule
endoteliale (Riordan si colab. 2009) [11], ceea ce reprezintda un mare avantaj pentru medicina
regenerativa. Celulele SVF proaspét izolate pot induce formarea de noi vase de sange prin
reasamblarea dinamicad a celulelor endoteliale, putand fi astfel utilizate in neovascularizarea
terapeutica in caz de ischemie. Mai mult, co-transplantarea SVF previne resorbtia grefei de
tesut adipos intr-un model de grefa de tesut celular subcutanat (Koh si colab., 2011) [12].

Celulele din fractia SVF pot fi cultivate, pe parcursul pasajelor, cultura fiind imbogatita in
celule stem derivate din t{esutul adipos (ADSC). Zuk si colab., (2001, 2002) [13, 8] au pus in
evidenta ca celulele ADSC sunt celule stem multipotente care pot suferi diferentiere in celule
ale tesuturilor adipos, cartilaginos, osos, pericite, miocite, etc., in conditji particulare.

Descoperirea celulelor ADSC a stimulat interesul utiliz&rii lor impreuna cu grefa de tesut
adipos intr-un numéar de studii clinice de reconstructie tisulara, avand in vedere si proprietatile
lor de stimulare a angiogenezei si de supresie a starii inflamatorii (Locke si colab, 2011) [14]. Tn
majoritatea aplicatiilor, celulele ADSC sunt izolate din tesutul adipos subcutanat prin tehnici
minim invazive si cultivate in vitro (Murohara si colab, 2009; Zuk, 2010) [15, 16]. Frecventa
proliferarii celulelor ADSC si timpul de dedublare a populatiei celulare depinde de procedeul
chirurgical, fiind superioare in cazul rezectiei si liposuctiei tumescente comparativ cu liposuctia
asistatad de ultrasunete (De Ugarte si colab., 2003) [17]. Terapia cu celule ADSC este curent
utilizata atat in augmentarea mamara, inlocuind implanturile de silicon, céat si in procedurile de
intinerire faciala.



In cadrul tehnicilor de inginerie tisulara, suspensii de celule ADSC au fost incorporate in
structuri scaffold si transplantate pentru a umple defecte de parti moi (Stosich si Mao, 2006)
[18]. In aplicatiile practice ale celulelor ADSC, un rol important l-au jucat hidrogelurile
biodegradabile injectabile, care permit distribuiia omogend a celulelor in zona cu defect,
indiferent de marime si forma. In aceste hidrogeluri pot fi inclusi compusi biologic activi ca:
insulina, factori de crestere sau de inducere a adipogenezei precum dexametazona (Tan si
colab., 2010) [19].

Matsumoto si colab. (2006) [10] au pus in evidenta faptul ca transferul celulelor ADSC
combinate cu grasime mentine volumul tesutului adipos injectat. Procedeul, numit lipotfransfer
asistat de celule (CAL), reprezintd o noua alternativa in augmentarea partilor moi, inclusiv a
sanului (ASAPS, 2007) [20]. In cadrul CAL, din grasimea recoltatd prin aspiratie juméatate este
utilizatd pentru izolarea celulelor ADSC, care se amesteca ulterior cu cealaltd juméatate si se
reinjecteaza.

Il. SCOP SI OBIECTIVE

Scop: Actualul studiu urmareste investigarea aplicabilitatii utilizarii lipoaspiratului
imbogatit in celule stem adipocitare ca sursa superioara pentru ingineria tisulara in procedee
reconstructive, estetice si corectionale.

Pentru realizarea acestui scop, s-a urmarit finalizarea urmatoarelor obiective:

Obiectiv 1: I1zolarea celulelor stem derivate din tesutul adipos (ADSC) din lipoaspirate
clinice in cultura si diferentierea lor adipocitara in vitro: studiu pilot pentru confirmarea tesutului
adipos ca sursa bogata in celule stem adipocitare.

Obiectiv 2: Utilizarea transplantului de grasime autologa imbogatit in ADSC in aplicatii
clinice: tehnica CAL (Cell Assisted Lipotransfer) utilizata in:

Procedee reconstructive dupa rezectii oncologice, traume complexe si anomalii congenitale.
Aplicatji estetice de augmentare (san, obraz, barbie).
Tehnici corectionale de reintinerire (riduri, fese), de corectare a unor deficite de {esut moale.

Obiectiv 3: Evaluarea postoperatorie a stabilitatii si aspectului grefelor realizate pe o
perioada de 12 luni.

lll. ANALIZA LITERATURII
lll.1 Tesutul adipos alb — “filler”’ in chirurgia plastica a tesuturilor moi

Tesutul adipos (AT) este un {esut conjunctiv specializat care exista sub forma de
depozite ce se deosebesc prin expresia genica, distributie, cantitate, sex, dimensiuni, specii,
etc. Macroscopic, existd mai multe tipuri de AT, majore (alb si brun) si minore (din maduva
0soasa, glandele mamare) (Bjerndal si colab. 2011) [21]. Avand in vedere ca in teza actuala se
vor realiza investigatii asupra AT alb, discutiile ulterioare se vor referi numai la acest tip de
tesut.

AT alb nu este bogat vascularizat, dar fiecare adipocit din acest {esut se afla in contact
cu cel putin un capilar, ce ofera suficient suport pentru un metabolism activ. Fluxul de sange
prin AT alb variaza in functie cu greutatea corporala si starea nutritionala.



lll.1.1 Componentele tesutului adipos

Compozitia celulara a AT nu este omogena. AT adult uman contine circa 50-70%
adipocite, ~ 20—40% celule stromal vasculare si 1-30 % macrofage infiltrate.

Adipocitul reprezinta principalul tip celular al tesutului adipos. Desi au un volum variabil,
adipocitele mature din AT sunt celule mari, cu diametre de ~20-200 um. Masa AT este
determinata de numarul si volumul adipocitelor. Cresterea volumului AT se realizeaza prin
marirea dimensiunii adipocitelor preexisente (hipertrofie adipoasa) sau/si prin generarea de noi
adipocite (hiperplazie).

Fractia vascular stromala SVF reprezinta o populatie insuficient caracterizata de celule,
dintre care amintim: pericite, fibroblaste, celule ale endoteliului (celule endoteliale si celule ale
musculaturii netede vasculare), celule progenitor pentru adipocite si celule endoteliale.
Prezenta celulelor progenitor pentru adipocite in fractia SVF poate explica marea viteza de
turn-over a adipocitelor din depozitele de AT de la subiectii adulti. Aproximativ 1/10 din totalul
adipocitelor este reinnoit anual prin doua procese antagoniste: moartea celulelor “batrane” si
adipogeneza celulelor “tinere”.

In afara celulelor, AT contine o matrice din tesut conjunctiv (colagen si fibre reticulare),
fibre nervoase, noduli limfatici si stroma vasculara. Matricea ECM a AT furnizeaza suport
structural, rezistenta tensila, situsuri de atasare pentru receptori de pe suprafata celulei si
reprezintd o sursa de factori de semnalizare ce moduleaza o serie de procese precum
migrarea, proliferarea si diferentierea celulara, angiogeneza, raspunsul imun, etc.

111.1.2. Celule stem din tesutul adipos

Deoarece in organismul adult, celulele progenitor ale adipocitelor au fost evidentiate in
fractia SVF a tesutului adipos alb (WAT), celulele SVF au fost considerate preadipocite
primare. Cel mai frecvent, fractia SVF se izoleaza din lipoaspirate, motiv pentru care poarta si
numele de lipoaspirat prelucrat PLA (processed lipoaspirate), iar celulele componente se
numesc celule SVF sau celule PLA (Zuk si colab., 2002) [8].

S-a demonstrat ca celulele din fractia SVF pot fi cultivate in conditii speciale, cand are
loc o purificare a celulelor din mediu cu Tmbogatirea culturii Tn celule care seamana cu celulele
stem mezenchimale (MSC). Dupa 2001 s-a dovedit ca tesutul adipos este una dintre cele mai
bogate surse in celule MSC (Zuk si colab., 2001) [13]. Comparativ cu masuva osoasa, intr-un
gram de grasime existd un numar de 500 ori mai mare de celule stem decéat in 1 gram de
aspirat de maduva osoasa.

Un pas important in caracterizarea celulelor ADSC a fost stabilirea markerilor de
suprafata, antigene CD (cluster of differentiation), in special in comparatie cu celulele MSC din
maduva osoasa si cu celulele SVF din {esut adipos. Imunofenotipul suprafetei celulelor ADSC
este similar cu cel al celulelor MSC din maduva osoasa (Pittenger si colab., 1999) [22] si al
celulelor derivate din muschiul scheletic (Young si colab., 1999) [23]. O diferenta majora apare
la nivelul glicoproteinei CD34 care nu apare pe suprafata celulelor MSC, dar este prezenta pe
celulele ASC umane la inceputul pasajelor (Pittenger si colab., 1999) [22].

Culturile de celule umane ADSC la un pasaj =1, spre deosebire de celulele SVF
proaspat izolate, prezintd un nivel redus al expresiei de suprafaid a antigenelor de
histocompatibilitate si nu mai dezvolta raspunsuri proliferative alospecifice la nivelul celulelor T
(Puissant si colab., 2005; MclIntosh si colab., 2006) [24, 25]. Asadar celulele ADSC izolate de la
donatori sanatosi alogenici, cultivate in vitro, pot reprezenta o sursa exceptionala de celule
stem pentru uz terapeutic, cu risc diminuat de a genera un raspuns imunitar de rejectie a grefei.

Tesutul adipos este o sursa ideala de celule stem autologe, deoarece se obtin usor cu
minim discomfort din partea pacientului, conducand la un numar mare de celule prin
expansiune in cultura (Zuk si colab., 2001) [13].



lll.2. Procedee de augmentare a tesuturilor moi
lll.2.1. Grefarea grasimii autologe structurale

Grefarea grasimii (fat grafting, FG) autologe este un procedeu utilizat de 120 ani, dar
interesul dezvoltarii si utilizarii lui in chirurgia plasticad a crescut considerabil dupa elaborarea, la
inceputul anilor 1980, a tehnicii liposuctiei. Prezentarea in 1985 a tehnicii transplantarii grasimii
autologe (AFT), in cadrul unei reuniuni a «California Society of Plastic Surgeons», ca un
procedeu de marire a sanilor a starnit multe controverse. Astfel, in 1987 «American Society of
Plastic and Reconstructive Surgeons Ad-Hoc Committee on New Procedures», a recomandat
interzicerea acestui procedeu deoarece majoritatea grasimii injectate nu supravietuieste, iar
necroza celulelor conduce la formarea cicatricilor si la microcalcifieri care scad sensibilitatea
mamografiei, facand dificilda depistarea unui carcinom mamar. Ulterior s-a recunoscut ca in
cazul tuturor interventiilor chirurgicale pe san exista riscul aparitiei unor noduli si a unor
modificari mamografice si ca exista posibilitatea diferentierii intre calcifierile post-operatorii
benigne si carcinoame (Coleman 2001; Coleman si Saboeiro, 2007; Smith 2006) [26, 5, 27]. In
ultimii ani se constatd o revenire a interesului pentru FG (Bucky si Kanchwala, 2007) [28].
Totusi, cunostintele noastre privind comportamentul grefei de grasime raman insuficiente. O
intelegere mai buna a biologiei dezvoltarii, a reglarii adipogenezei la nivel molecular si a
supravietuirii adipocitelor este critica pentru optimizarea tehnicii de FG.

l1l.2.2. Utilizarea fractiei vascular stromale SVF (Stromal Vascular Fraction) in
augmentarea tesuturilor moi

Fractia SVF este o populatie celulard rezultatd in urma manipularii AT prin
omogenizare, digestie enzimatica, centrifugare diferentiala, liza hematiilor si spalare.

SVF poate fi izolata fie prin excizia in bloc a grasimii rezultate in urma operatiilor de
abdominoplastie sau reductie mamara, fie din aspirate obtinute prin liposuctie. Majoritatea
cercetatorilor separa fractia SVF din lipoaspiratele (LA) rezultate in urma operatiilor de
liposuctie. Dacad SVF deriva din LA, celulele din SVF poartd numele si de celule PLA
(processed lipoaspirates).

In ultimii ani, a aparut un numar crescut de publicatii privind utilizarea celulelor SVF in
repararea leziunilor provocate de radioterapia practicatd dupa mastectomie (Rigotti si colab.,
2007) [29], in augmentarea mamara (Yoshimura si colab., 2008 b) [30], reconstructia mamara
dupa mastectomie (Rigotti si colab., 2010) [31], lipoatrofie faciala (Yoshimura si colab., 2008 a)
[6], etc.

111.2.3. Utilizarea PRP (Platelet Rich Plasma) in chirurgia plastica

Vindecarea leziunilor tesuturilor vii este un proces complex, la care participd multe
componente celulare si umorale, inclusiv plachetele sangvine (PS). PS sunt formatiuni
anucleate din circulatia sangvina ce deriva din fragmentarea megakariocitelor (Gobbi si Vitale,
2012) [32].

Preparatele PRP (Platelet-Rich Plasma) au fost initial ob{inute in unitatile de transfuzie
a sangelui si utilizate pentru hemostazad in timpul interventiilor chirurgicale. PRP este o
suspensie autologa obtinuta prin centrifugarea sangelui in care existd o concentratie de PS de
4-6 ori mai mare decat cea normalad (200 000/ul). In suspensie, aceste PS raman viabile si
teoretic isi prezerva capacitatea de a elibera factorii de crestere timp de circa 7 zile (Everts si
colab., 2006) [33].



PRP este utilizat in multe domenii clinice ale chirurgiei pentru a stimula vindecarea
plagilor si diminuarea sangerarii in timpul operatiei. PRP este de asemenea utilizata in
chirurgia estetica pentru reintinerirea faciala prin stimularea dermului, cu efectele secundare
minore.

Tratamentul cu PRP autologe este in general considerat sigur la pacientii selectati in
mod corespunzator. Cu toate acestea, utilizarea si validarea clinica a PRP este inca la inceput.
Rezultatele cercetarilor si ale tentativelor preclinice nu au fost confirmate prin testari clinice
controlate (Borzini si Mazzucco, 2007) [34].

111.2.4. Tratamente combinate FG + PRP in augmentarea tesuturilor moi

Transferul grasimii autologe (AFT) este un procedeu care permite grefarea unui “filler”
ideal in augmentarea tesuturilor moi. Totusi, in literatura medicald se observa variatii mari in
ratele de supravietuire celulard (10-90%). In ultimul timp, cateva grupuri de cercetatori au
propus co-aplicarea grasimii recoltata in special prin tehnica Coleman (1995, 1997) [35, 36] si a
PRP — un rezervor natural de factori de crestere ce stimuleaza repararea si regenerarea
tisulara. Adaugarea PRP la grasime poate reprezenta o modalitate de a furniza substante
nutritive, imbunatatind supravietuirea grefei de tesut adipos. Eliberarea factorilor de crestere
stimuleaza angiogeneza, diferentierea si proliferarea celulelor, conducand la reconstituirea unei
matrici tridimensionale, care permite plasarea adipocitelor intr-o structura 3D.

Avand in vedere ca timpul de viatd al adipocitelor din grefa este scurt, Modarressi
(2013) [37] recomanda metoda descrisd de Coleman in care se injecteaza o cantitate mica de
grasime in straturi fine pentru a creste suprafata accesibila receptorilor (Coleman, 2001) [26],
ce creste sansa la supravietuire si revascularizare.

Intr-o serie de studii in vitro s-a demonstrat cd PRP creste rata de supravietuire a
celulelor AT si a diferentierii celulelor stem (Natsuko si colab., 2008) [38]. Desi efectul PRP
asupra AT a fost studiat in vitro si pe animale model, aplicatiile clinice n-au inca suportul unor
studii controlate randomizat.

111.2.5. Utilizarea ADSC (Adipose Derived Stem Cells) in chirurgia plastica

Fractia mononuclearad a AT, numitd SVF, a fost initial descrisd ca o sursa de precursori
adipocitari, activi mitotic, de catre Hollenberg si Vost, in 1969 (Rangwala si Lazar, 2000) [39,
40]. Notiunea de celule stem derivate din tesut adipos (ADSC) a fost recunoscutad numai dupa
2001, cand Zuk si colab. au demonstrat ca SVF contine un numar mare de celule tip-MSC ce
pot suferi diferentiere la adipocite, condrocite, miocite si osteoblaste. Acesti autori atrag pentru
prima data atentia ca celulele stem din AT reprezintd o optiune promitatoare pentru strategiile
ingineriei tisulare de viitor.

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

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

Faza 2 — diferentierea terminald, care caracterizeaza transformarea preadipocitului in
adipocit, facandu-se deosebirea intre ADSC si preadipocite. Principala diferenta intre cele doua
tipuri de celule mesenchimale este aceea ca ADSC sunt celule stem multipotente si se
diferentiazd in adipocite, condrocite, miocite si osteoblaste, iar preadipocitele sunt celule
unipotente, angajate numai in diferentierea adipogenica (Laudes, 2011) [44].

In prezent este unanim recunoscut ca celulele ADSC pot fi usor extrase din tesutul
adipos, sunt capabile de expansiune in vitro, au capacitatea de a se diferentia in multiple tipuri
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celulare si pot fi utilizate in medicina regenerativa (Yuksel si colab., 2005; Stosich si Mao,
2006; Schaffler si Blchler, 2007; Choi si colab., 2010) [45-48]. Deja au fost publicate studii
clinice, dintre care unele au demonstrat succesul tratamentului cu ADSC in reconstructia
tisulara. Totusi exista inca probleme legate de dificultatile practice de extindere a protocoalelor
de izolare a acestor celule la volume necesare clinic, de faptul ca preparatele celulare izolate in
diferite laboratoare se deosebesc prin gradul de puritate, markerii moleculari caracteristici, etc
(Locke si colab, 2011) [14].

Sunt necesare studii suplimentare pentru a evalua siguranta utilizarii lor la om, existand
semne de intrebare privind izolarea si purificarea ADSC, efectul lor asupra cresterii tumorale,
etc. Sunt in curs de desfasurare studii clinice utilizand terapia cu ADSC, iar rezultatele lor
partiale sunt promitatoare nu numai in chirurgia plasticad dar si in alte specialitadti medicale.
Astfel, Herreros si colab. (2012) [49] au realizeazat un studiu clinic randomizat in mai multe
centre, pe 200 pacienti adulti privind implicarea celulelor ADSC autologe in managementul
unor fistule anale complexe, ale carui date partiale demonstreaza faptul ca aceasta procedura
este sigurd si demonstreazd urgentarea procesului reepitelizare a ranilor deschise. Este
necesara standardizarea protocoalelor si realizarea unor studii randomizate mai mari care
asigura siguranta aplicatiilor conform directivelor FDA (U.S. Food and Drug Administration) (Gir
si colab.,2012) [50].

International Stem Cell Institute din San Diego, care este liderul mondial in terapia cu
celule stem considera ca s-a demonsrat ca celulele stem adulte reprezinta o realad posibilitate
pentru vindecarea unor boli si conditi medicale, fiind o directie de viitor a medicinei, Tn
comparatie cu celulele stem embrionare care au condus la rezultate negative. Ei au anuntat
lansarea programului privind terapia cu celule ADSC in tratarea unor maladii si conditii
degenerative. Pentru scopuri terapeutice din séngele periferic se pot separa circa 10000 celule
stem, din maduva osoasa — 50 000 celule stem, iar din {esut adipos pana la 60 x 10° celule
ADSC.

111.2.6. Tehnica CAL (Cell-Assisted Lipotransfer) pentru corectarea defectelor de
parti moi
Pentru a depasi inconvenientele practice ale grefarii grasimii autologe, s-a dezvoltat o

noué strategie numita lipotransfer asistat de celule (CAL — Cell Assisted Lipotransfer), in care
au fost utilizate celulele ADSC autologe in combinatie cu grefa de {esut adipos.

Multi autori n-au utilizat celulele ADSC purificate in vitro ci fractia SVF proaspéat izolata,
care este o populatie heterogena de celule, printre care si ADSC. Procedeul este utilizat in
special in augmentarea sanilor prin grefarea grasimii autologe imbogétita in celule SVF.

In cazul grefarii grasimii autologe, AT implantat supravietuieste printr-un mecanism de
simpla difuzie pana este restabilitd circulatia sangvina. Astfel supravietuirea grefei, in particular
in cazul unui volum mare grefat este rezultatul unui echilibru intre acest proces si moartea
celulara indusa de hipoxie (Lin si colab., 2008) [51]. Factorii care favorizeaza supravietuirea
celulara induc retentia pe termen lung si prin urmare, durata de viata a grefei.

SVF favorizeazd vascularizatia neoangiogenica si activitatea fibrinogenicd a
fibroblastelor ce amelioreazd supraviefuirea AT si induce organizarea 3-D. Comparativ cu
tehnica FG traditionala, supravietuirea grefei este mai probabild si necroza AT este redusa,
datoritd neovascularizatiei in zona implantatad (Gentile si colab., 2012) [52]. Riordan si colab.
(2009) [11] considera ca procedeul CAL cu fractia SVF conduce la cele mai bune rezultate in
chirurgia plastica deoarece furnizeaza nu numai celule ADSC care pot fi diferentiate in vederea
formarii tesutului adipos, dar si alte tipuri celulare care induc angiogeneza si au efecte imuno-
modulatoare. In plus, fractia SVF este si o sursa de factori solubili care faciliteaza procesul de
vindecare a ranilor, iar costul procedurii este mai mic decéat in cazul utilizarii celulelor ADSC.



IV. MATERIALE SI METODE

Parte din cercetarile care fac obiectul tezei mele de doctorat sunt rezultatul unor vechi
colaborari cu Departamentul de Biochimie si Biologie Moleculara de la Universitatea din
Bucuresti si care au fost finantate prin Proiectul complex de cercetare exploratorie PCCE 248
(2010-2013) intitulat: "Noi concepte si strategii pentru dezvoltarea cunoasgterii unor noi structuri
biocompatibile in bioinginerie”, la care am fost partener.

IV.1. Izolarea fractiei SVF

Lipoaspiratele au fost obtinute din AT subcutanat al unor pacienti care au suferit
liposuctie cosmetica. Toate procedurile medicale au fost efectuate cu consimtaméntul
pacientilor, in conformitate cu Declaratia de la Helsinki si cu aprobarea Comisiei de Etica
(decizia nr. 3076/10.06.2010). Din studiu au fost exclusi pacientii afectati de neoplazii, infectii,
inflamatii si boli autoimune.

Toate etapele au fost realizate in conditii de lucru sterile, utilizdndu-se reactivi si medii
sterile. Lipoaspiratele au fost stocate la temperatura camerei (maximum 4 ore) sau la 2 - 8°C
(maximum 24 ore) inaintea procesarii. Tehnica de procesare a lipoaspiratului a fost optimizata
urmarind in principal protocolul descris de Gimble si colab. (2007) [53] si consta in:

spalarea fractiei pentru a indeparta majoritatea hematiilor si leucocitelor;

dispersia AT prin digestie cu colagenaza si

centrifugarea digestului cand se separa populatia adipocitelor mature care plutesc in mediu in
timp ce fractia SVF sedimenteaza.

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

Procedura utilizatd in cadrul Departamentului de Biochimie si Biologie Moleculara de la
Universitatea din Bucuresti este o varianta a metodelor deja publicate in literatura de
specialitate (Aust si colab., 2004) [54] privind izolarea celulelor ADSC umane din lipoaspirate,
dupa digestia cu colagenaza.

Dupa ultima etapa de centrifugare din cadrul protocolului de obtinere a celulelor
LA/SVF, sedimentul celular a fost resuspendat intr-un mediu DMEM:F12 cu continut scazut in
glucoza (Sigma-Aldrich) suplimentat cu 40 % ser fetal bovin (FBS), 1 % ABAM, 13.8 mM
NaHCOs; si 0.5 mM piruvat de sodiu. Mediul a fost schimbat la 24 ore pana cand celulele au
atins 70-80% confluenta, cand au fost detasate si transferate in noi vase de cultura. Pasajele
celulare au fost numerotate consecutiv.

Cuantificarea numarului de celule s-a efectuat utilizand hemocitometrul - o metoda
clasica de monitorizare a viabilitatii si proliferarii celulelor. Evaluarea viabilitatii celulare s-a
realizat utilizdnd Trypan Blue - un colorant care patrunde in interiorul celulelor moarte datorita
deteriorarii structurii si permeabilitati membranei. Celule moarte, colorate in albastru, se
deosebesc astfel de cele vii, incolore.

Senescenta celulelor izolate din lipoasirat si cultivate pe parcursul a 10 pasaje, a fost
evidentiata prin detectia activitatii enzimei B-galactozidaza (p-Gal) cu kitul Senescence Cells
Histochemical Staining (Sigma-Aldrich).



IV.3. Diferentierea adipogenica a celulelor ADSC

Celulele ADSC aflate in pasajul lll au fost evaluate din punctul de vedere a diferentierii
adipogenice. Inducerea adipogenezei in cazul celulelor ADSC se realizeaza cu un cocktail
hormonal continadnd insulina, dexametazona si 1-metil-3-izobutilxantina (Rosen si Spiegelman,
2000) [55].

Pentru a promova diferentierea adipogenica a celulelor ADSC, acestea au fost cresculte
in mediul de cultura suplimentat cu 0.5 mM 3-1zo-butil-1-metilxantina (IBMX) (Sigma-Aldrich),
1 UM dexametazona (DEX) , 1 pg/ml (2.26 pM) Triglitazona,1 pM Insulina, 10 yg/ml (~41 pM)
Biotina, 200 pM Indometacin, 0.1 mM Hidrocortizon, 0.2 nM 3,3’,5 - Tri-iodo-tirozina si 10
pg/ml Transferina — tofi reactivii fiind procurati de la Sigma-Aldrich. Celulele au fost mentinute
in acest mediu timp de 21 zile.

Procesul de diferentiere adipogenica a fost ulterior monitorizat prin coloratia lipidelor cu
Oil Red O si prin studii de imunofluorescenta.

Pe masura ce avanseaza diferentierea adipogenica, are loc acumularea intra-
citoplasmatica a lipidelor, asociata cu modificarile morfologice ale celulelor, pana la stadiul de
adipocit, care contine circa 90 % din volumul lui lipide. Acumularea lipidelor a fost evidentiata
prin microscopie in contrast de faza, in urma coloratiei cu Oil Red O (Sigma-Aldrich).

Markerii de suprafatd specifici celulelor MSC, evidentiaii prin microscopie de
fluorescenta, au fost: CD44, CD73 si CD90. S-a ales ca martor negativ antigenul CD34,
specific celulelor stem hematopietice (HSC). Anticoprii primari si secundari uitilizati in urmatorul
procedeu au fost produsi de compania Santa Cruz Biotechnology, INC.

IV.4. Studiul clinic
IV.4.1. Pregatirea operatiei

Toti pacientii au fost sfatuiti sa renunte la fumat inainte de interventia chirurgicala. A fost
intrerupta administrarea anumitor medicamente (cum ar fi cele care cresc riscul de séngerare
sau de tromboza). Pacientii au fost sfatuiti s& nu mai manénce si sa@ nu mai bea lichide cu
minim 6 ore inainte de interventia chirurgicala. Dupa efectuarea anamnezei, toti pacientii au
fost evaluati clinic, in special in ceea ce priveste zonele cu depozite adipoase in exces si
calitatea tegumentelor (grad de hidratare, elasticitate, infectii locale, etc.).

IV.4.2. Recoltarea grasimii prin tehnica Coleman

Majoritatea interventiilor chirurgicale au fost efectuate sub anestezie generalda sau
epidurala. Cele mai folosite zone donatoare au fost cele recunoscute (Padoin si colab., 2008)
[56] ca avand cel mai ridicat potential de obtinere a celulelor stem adulte, respectiv abdomenul
si fata interna a coapselor (mai ales in treimea superioara). Pe céat posibil, zonele donatoare au
fost accesate prin incizii plasate in pliuri, cicatrici anterioare, vergeturi sau zone paroase
(Rohrich si colab., 2004) [57]. Toate interventile au fost realizate in conditii de maxima
sterilitate.

In toate situatiile, pentru a asigura hemostaza, zonele donatoare au fost infiltrate cu un
un amestec continand adrenalina 1:1 000 000 (Coleman, 2007) [5]. Am folosit o canula boanta
tip Coleman, de 15 sau 23 cm lungime, cu diamteru de 1 — 2.5 mm, prevazuta cu doua orificii
plasate foarte aproape de varf, atasata la o seringa tip Luer, de 10 ml. Cele doua orificii distale
ale canulei au dimensiuni si forma ce permit recoltarea celor mai mari fragmente intacte de AT
care pot trece prin lumenul seringii tip Luer-Lock.



IV.4.3. Obtinerea grefei de tesut adipos imbogatita in celule ADSC
IV.4.3.1. Prelucrarea grasimii, dupa Coleman

Jumatate din grasimea aspirata a fost prelucratd dupa tehnica propusa de Coleman.
Pentru a asigura sterilitatea am utilizat o centrifugad cu un rotor central sterilizabil prevazut cu
lacasuri in care au fost plasate seringile de 10 ml. Seringile au fost centrifugate la 700 g, timp
de 3 minute, componentele separandu-se in functie de densitate. Stratul superior, mai putin
dens, are o componenta uleioasa. Stratul mijlociu este constituit din portiuni potential viabile de
AT, iar stratul cel mai dens care sedimenteaza la baza tubului de centrifuga contine sadnge, apa
si lidocaina. Stratul uleios a fost decantat din seringa cu ajutorul unui tampon absorbant. Dupa
schimbarea de 2-3 ori a tamponului, pistonul a fost introdus Tnapoi in corpul seringii si Tmpins,
permitand grasimii sa alunece spre varful seringii si sa oblitereze “spatiul mort”.

IV.4.3.2. Obtinerea fractiei vascular stromale (SVF)

Pentru a izola fractia vascular stromala (SVF) am utilizat protocolul propus de
Yoshimura (Yoshimura si colab., 2008.a) [6]. Cealalta jumatate din tesutul adipos recoltat a fost
supusa dispersiei cu colagenaza tip I, 0.075%, in tampon fosfat salin si agitare timp de 30
minute la 37°C. Amestecul a fost apoi repartizat in seringi de 10 ml si supus centrifugarii timp
de 5 minute, la 1200 g. Fractia SVF a fost localizata in sedimentul rezultat, situat dedesubtul
lipoaspiratului. Am amestecat apoi grasimea purificata cu fractia vascular stromala (SVF), si am
transferat produsul obtinut in seringi de 10 ml.

IV.4.4. Infiltrarea grefei de tesut adipos imbogatita in celule ADSC

Grefele de AT au fost plasate in situsul recipient astfel incat au fost fie separate unele
de altele cat mai mult posibil de catre {esutul gazda, ceea ce a creat o suprafata mai mare de
contact intre grasimea recoltata si tesuturile recipiente, facilitind astfel difuzia si respiratia
(Piasecki si colab., 2007) [58].

In etapa de infiltrare am utilizat anestezia locala si/sau generala. Infiltrarea s-a realizat
cu o canula de infiltrare boanta tip Coleman, avand un singur orificiu chiar in apropierea
varfului, pentru scaderea riscului aparitiei echimozelor sau hematoamelor. Utilizarea canulelor
boante a permis plasarea grefelor de AT intr-o maniera mai stabila. Am utilizat canule cu varf
ascutjt (care ofera un control mai bun pentru plasarea in plan imediat subdermic, in tesutul
fibros si in cicatrici) doar pentru a indeparta aderentele, dar cu precautii pentru a evita lezarea
nervilor si a altor structuri subiacente. La nivelul fetei, volumul maxim de {esut plasat la fiecare
retragere a canulei a fost de 0.1 ml, iar in unele zone, cum ar fi pleoapele, chiar 0.02 — 0.03 ml.

1V.4.5. Monitorizarea post-operatorie

Pacientii au fost monitorizati la 3, 6 si respectiv 12 luni de la operatie.



V. REZULTATE $I DISCUTII

Grasimea autologa nefractionata este folosita in mod curent in proceduri reconstructive
si estetice ca filler pentru repararea defectelor asociate tesuturilor moi. Facilitatea cu care
tesutul adipos (AT) poate fi recoltat, injectat, sau versatilitatea sa reprezinta cateva dintre
avantajele oferite chirurgului plastician. Din nefericire, adipocitele mature din tesutul
transplantat sufera in mod frecvent procese degenerative, astfel incat grefele sunt adesea
resorbite partial sau conduc la dezvoltarea de chisturi si calcifieri locale (Frye si colab., 2005;
Stillaert si colab., 2007) [59-60].

Studii recente au evidentiat faptul ca tesutul adipos matur contine celule stem
pluripotente, numite celule stem adipocitare (ADSC) (Sterodimas si colab., 2010) [61]. Scopul
actualei lucrari a constat in evaluarea aplicabilitatii lipoaspiratului imbogatit in celule stem
adipocitare (ADSC) in procedee reconstructive, estetice si corectionale, ca alternativa
superioara actualelor tehnici de inginerie tisulara. Pentru realizarea acestui scop, ne-am
concentrat atentia asupra fractiei vasculare stromale (SVF), imbogatita in ADSC.

V.1: Fractia SVF este imbogatita in celule ADSC, ce pot fi amplificate in
cultura si diferentiate in adipocite mature

Celulele ADSC ce pot fi izolate din fractia vascular stromala sunt prezente in numar
foarte redus. Conform estimarilor actuale ele reprezinta sub 0.02% din aceasta fractie (Stillaert
et al, 2007) [60]. Drept urmare, pentru utilizarea unei populatii pure de celule stem
preadipocitare in aplicatii clinice este necesara intdi o expansiune considerabild a acestei
populatii. Cultivarea celulelor ADSC in vitro/ex-vivo permite nu numai multiplicarea lor, dar si
caracterizarea populatiei celulare, oferind in acelasi timp posibilitatea diferentierii lor in
adipocite mature prin manipularea compozitiei mediului de cultura.

Studiul actual a urmarit asadar intr-o prima etapa izolarea in culturi celulare aderente a
unei populatii de celule stem preadipocirare, expansiunea lor, precum si identificarea factorilor
biochimici necesari diferentierii lor adipocitare.

Lipoaspirate obfinute din AT subcutanat al unor pacienti care au solicitat proceduri
cosmetice de liposuctie au fost prelucrate conform protocolului descris de Gimble si colab
(2007) [53] pentru izolarea fractiei SVF. Celulele individuale izolate au fost plasate in vase de
cultura si au fost incubate in medii de culturd continand nutrienti si ser fetal, componente
esentiale pentru mentinerea viabilitatii celulelor. (Lodish, 2013; Campisi & d'Adda di Fagagna,
2007) [62, 63].

Senescenta celulelor primare izolate din fractia SVF a fost interogata prin efectuarea
unei coloratji citochimice care permite evidentierea markerului Senescence Associated-f3-
Galactosidase (SA-B-Gal). Analiza noastra a evidentiat ca celulele aflate in pasaje incipiente (I-
VII) nu au devenit senescente. Prin urmare, aceste pasaje pot fi utilizate in potentiale tehnici de
inginerie tisulara.

Analiza markerilor de suprafata celulara prin tehnici de imunofluorescenta a confirmat
existenta unei populatii care exprima markerii specifici MSC: CD44, CD73 si CD90. Markerul
specific celulelor stem hematopoiectice CD34 nu a fost detectat, confirmand asadar puritatea
populatiei de celule stem izolate in vitro.

In plus, am fost interesati s& evaludm daca celulele stem izolate in cultura primar& pot fi
diferentiate in adipocite mature. in acest scop, mediul de cultura a fost suplimentat cu insuling,
dexametazona, glucocorticoizi si 1-metil-3-izobutilxantina (IBMX) (Rosen si Spiegelman, 2000)
[55]. In urma suplimentarii mediului de culturé cu factorii mentinati mai sus, s-a putut observa
modificarea treptata a morfologiei celulelor cultivate in vitro si acumularea intracitoplasmatica
de lipide. Aceste observatii confirma diferentierea celulelor stem in celule adipocitare mature,
ce pot fi ulterior folosite in aplicatii chirurgicale si de inginerie tisulara.
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V.2: Utilizarea tehnicii CAL (Cell Assisted Lipotransfer) de grefare a
testutului adipos imbogatit in celule ADSC conduce la rezultate clinice
satisfacatoare

Grefarea grasimii (FG) autologe este un procedeu utilizat de 120 ani, dar interesul
dezvoltarii si utilizarii lui Tn chirurgia plastica a crescut considerabil dupa elaborarea, la
inceputul anilor 1980, a tehnicii liposuctiei. Principalele probleme raportate in cazul grefarii
grasimii autologe sunt: resorbtia partiala a grefei, implicAnd necesitatea repetarii procedurii
chirurgicale, precum si necroza partiala a tesutului adipos transplantat (Toyserkani si colab.,
2016) [64].

Tesutul adipos (AT) implantat supravietuieste printr-un mecanism de simpla difuzie
pana este restabilita circulatia sangvina. Astfel supraviefuirea grefei, in particular in cazul unui
volum mare grefat, este rezultatul unui echilibru intre acest proces si moartea celulara indusa
de hipoxie (Lin si colab., 2008) [65]. Factorii care favorizeaza supraviefuirea celulara induc
retentia pe termen lung si prin urmare, durata de viata a grefei.

Pentru a depasi inconvenientele practice ale grefarii gasimii prin lipoinjectie, s-a
dezvoltat o noua strategie numita lipotransfer asistat de celule (CAL — Cell Assisted
Lipotransfer), in care au fost utilizate celulele ADSC autologe in combinatie cu grefa de tesut
adipos. Multi autori n-au utilizat celulele ADSC purificate in vitro, ci fractia SVF proaspat izolata,
care este o populatie heterogena de celule, imbogatita in ADSC. (Yoshimura si colab., 2008. a;
Matsumoto si colab., 2006) [6, 10].

Riordan si colab. (2009) [11] considera ca procedeul CAL cu fractia SVF conduce la
cele mai bune rezultate in chirurgia plastica deoarece contine atat celule ADSC, care pot fi
diferentiate in tesut adipos matur, dar si alte tipuri celulare care induc angiogeneza si au efecte
imuno-modulatoare. In plus, fractia SVF este si o sursad de factori solubili care faciliteaza
procesul de vindecare a ranilor (Riordan si colab., 2009) [11].

In studiul actual, procedeul CAL a fost aplicat in cazul a 5 pacienti care s-au prezentat
cu diferite defecte congenitale sau dobandite ale tesuturilor moi, incluzand: Sindromul Parry-
Romberg, lipodistrofie fesiera, sindrom Poland, sau asimetrie mamara. Aditional, 18 pacienti au
solicitat procedee estetice — rejuvenarea mainilor si rejuvenare faciala. Utilizarea procedeului
CAL a condus la imbunatatirea semnificativa a aspectului estetic al tesutului moale supus
tratamentului. TIn plus, aspectul obtinut in urma procedurii chirurgicale s-a dovedit a fi stabil
pentru o perioada de minim 12 luni.

Studiul actual nu a inclus o cohorta de pacienti atribuiti grupului de control (spre ex.
pacienti care sa fie tratati prin tehnica FG clasicd). Cu toate acestea, rezultatele observate
anterior, la pacienti tratati prin lipofilling clasic, au relevat un grad mai mare de resorbiie a
grasimii transplantate si calcifieri mai frecvente, rezultatele fiind mai putin stabile in timp.

In lotul luat in studiu, in toate cazurile, rezultatul final a fost apreciat de catre pacienti ca
fiind bun sau foarte bun, tesutul transplantat avand o consistenta moale, naturala. Nu au fost
semnalate complicatii semnificative, in doua cazuri constatandu-se necroza partiala a grasimii
transplantate.

In 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 in datele prezentate in literatura de
specialitate adresand eficienta procedurii CAL

Rapoartele publicate in ultimii zece ani nu au atins Tnsa un consens privind
superioritatea tehnicii CAL fati de tehnica transplantérii grasimii autologe (AFT). In raportul lor
retrospectiv, Toyserkani [64] si colaboratorii au concluzionat ca majoritatea procedurilor CAL
prezentate in literatura de specialitate par sa favorizeze suplimentarea fesutului adipos
transplantat cu celule ADSC. Autorii atrag insa atentia asupra faptului ca studiile viitoare
necesitda o mai buna standardizare a modului de raportare, care sa permita: (i) o evaluare
obiectiva a rezultatelor clinice observate, precum si (ii) identificarea potentialelor riscuri
asociate acestei noi proceduri (Toyserkani si colab., 2016) [64].

Este important de amintit ca si tehnica AFT a fost intdmpinata cu reticenta la momentul
introducerii sale. Resorbtia si necroza tesutului adipos transplantat reprezintd doua dintre
complicatiile asociate tehnicii AFT clasice. Se cunoaste faptul ca formarea unei vascularizatji
functionale guverneaza supravietuirea t{esutului adipos matur (Fukumura si colab., 2003) [66].
Prin suplimentarea grasimii transplantate cu celule ADSC, ce rezida in {esutul adipos intre
adipocite sau in ECM (Strawford si colab., 2004) [67], tehnica CAL permite protejarea
adipocitelor mature de hipoxie.

Atat fractia vascular stromala (SVF) imbogatita in celule stem, precum si celulele ADSC
izolate din grasimea autologa pot fi suplimentate {esutului adipos transplantat. Este important
de mentionat ca lipoaspiraratele de volum mare (~500 ml) con{in un numar suficient de celule
ADSC, astfel incat amplificarea lor in vitro nu este necesara (Yoshimura si colab., 2010) [68].
Prin eliminarea etapei intermediare de amplificare a ADSC se evita obiectiile de natura etica,
precum si potentiale complicatii imunologice (Toyserkani si colab., 2016) [64], iar Tn acelasi
timp costul si durata procedeului chirurgical este de asemenea redusa, spre beneficiul
pacientilor. Din aceste motive, utilizarea fractia SVF este cel mai adesea preferata in procedura
CAL.

In prezent, literatura de specialitate ofera atat exemple care sustin superioritatea
procedurii CAL comparativ cu tehnica AFT clasica, precum si exemple in care suplimentarea
grasimii transplantate cu celule stem ADSC nu a condus la rezultate semnificativ superioare
fata de metoda clasica de transplantare.

Toyserkani si colaboratorii (2016) [64] au rezumat observatiile a 7 studii clinice realizate
care au comparat tehnica CAL cu procedura AFT clasica. Sase din cele sapte studii analizate
au sustinut superioritatea tehnicii CAL, desi modul de control, raportare, sau evaluare statistica
a studiilor nu este in general satisfacator (Toyserkani si colab., 2016) [64]. Cinci dintre studiile
realizate au optat pentru suplimentarea grasimii injectate cu fractia SVF; doua dintre aceste
studii au raportat cazuri de augmentare mamara, in timp ce restul studiilor s-au concentrat
asupra procedurilor estetice efectuate la nivelul fetei. In majoritatea cazurilor, supravietuirea
grefei de grasime in urma procedurii CAL a fost superioara celei observate in cazul
transplantului AFT clasic, chiar daca diferenta observata a fost modesta (Toyserkani si colab.,
2016) [64]. Studiile clinice raportate nu au inclus in general rapoarte histologice ale grefei de
grasime posttransplant. Studii preclinice efectuate pe animale sugereaza ca in general
procedura CAL conduce la formarea unui numar mai redus de chisturi, la maturarea unui
numar mai mare de adipocite, precum si la formarea unei vascularizatii net superioare,
comparativ cu AFT clasic (Toyserkani si colab., 2016) [64].

Sterodimas si colaboratorii (2010; 2011) [61, 69] au comparat de asemenea tehnica
CAL cu transplantul clasic de grasime autologa. Studiul lor din 2011 a urmarit 20 de pacienti
suferind de diferite defecte de parti moi la nivel facial (Sterodimas si colab., 2011) [69]. Autorii
au concluzionat ca pacientilor carora li s-a transplantat grasime imbogatita cu ADSC au
raportat un grad superior de satisfactie la 6 luni dupa operatie comparativ cu pacientii supusi
procedurii clasice. Totusi nivelul de satisfactie la 18 luni de la finalizarea procedurii a fost
similar pentru ambele loturi ale studiului efectuat (Sterodimas si colab., 2011) [69]. Autorii au
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admis ca procedura CAL este mai scumpa comparativ cu transplantul clasic de grasime
(justificat de necesitatea utilizarii de echipament medical si de laborator aditional, precum si de
necesitatea angajarii personalului specializat aditional), precum si faptul ca procedeul de
imbogatire a grasimii transplantate cu celule stem conduce la prelungirea procedurii
chirurgicale. Cu toate acestea, luand in considerare faptul ca pacientii supusi procedurii CAL
au necesitat un singur transplant pentru obtinerea de rezultate estetice multumitoare, se poate
concluziona ca atat costul, cat si timpul final necesar completarii operatiei este in majoritatea
cazurilor inferior procedurilor AFT clasice (Sterodimas si colab., 2011) [69]. Desi concluziile
autorilor par incurajatoare, datele prezentate nu sustin afirmatiile privind gradul superior de
satisfactie al pacientilor supusi procedurii CAL la 6 luni de la operatie comparativ cu cei supusi
procedurii AFT clasice. In plus, autorii au incercat in mod eronat si evalueze din punct de
vedere statistic diferentele intre gradul de satisfactie ale pacientilor supusi celor doua
proceduri, bazandu-si calculele pe gradul subiectiv de evaluare al pacientilor. Este bine
cunoscut in literatura de specialitate ca testele statistice ce evaluezd semnificatia unui studiu
nu se pot baza pe parametri arbitrari, precum autoevaluarea gradului de satisfactie pe o scara
arbitrara (Motulsky, 2013) [70]. Evaluarea statisitica a volumului de grasime resorbit sau al
procentului de grasime ce a supravietuit transplantului prin procedee obiective (RMN,
tomografie, ecografie) ar fi reprezentat repere statistice superioare celor raportate in studiul
publicat.

Yoshimura si colaboratorii [68] au raportat in 2010 un rezumat al unui set de studii ce
au comparat tehnica CAL cu procedeul AFT. Intre 2003-2008 autorii au tratat 188 de pacienti,
majoritatea (164) fiind supusi procedurilor de augmentare mamara. 26 dintre pacienti au fost
supusi procedurii CAL imediat dupa indepartarea protezelor mamare pre-existente. (Yoshimura
si colab., 2010) [68]. Un aspect important al acestor studii este reprezentat de faptul ca autorii
au raportat rezultate obiective, obtinute prin tehnici RMN, ecografie, mamografie aditional
tehnicilor clasice de video- si fotografie pentru evaluarea pre- si post-chirurgicala. in cazurile de
augmentare mamara, masuratorile 3D realizate la 6 luni de la efectuarea transplantului au
indicat ca intre 40-90% din grasimea transplantata prin procedura CAL a supravietuit
transplantului. Cresterea finala de volum a variat intre 100-250 ml, net sub cea observata in
general in procedurile de augmentare ce folosesc implanturi de silicon. Un numar redus de
paciente a dezvoltat chisturi cu dimensiuni variind intre 5-15 mm (6 paciente), iar 2 paciente au
prezentat calcifieri, ce au putut fi distinse usor de tesutul adiacent. Cu toate acestea, tehnica s-
a dovedit superioara din punct de vedere al aspectului final (mai natural) si al consistentei
sanului (Yoshimura si colab., 2010) [68].

Un numar redus de studii clinice au evaluat competenta celulelor ADSC purificate si
amplificate in vitro cotransplantate cu grasimea autologa. Studii preclinice utilizdnd modele
animale au oferit un prim indiciu c& grefarea unui numar mai mare (10%-10” comparativ cu 10°
celule) de celule ADSC purificate conduce la rezultate superioare pe termen scurt, desi
diferentele observate intre diferitele concentratii celulare devin minime pe termen lung
(Toyserkani si colab., 2016) [64].

Cu toate acestea, nu toate studiile clinice au raportat rezultate superioare cand tehnica
CAL a fost comparata cu lipotransferul clasic. Peltoniemi si colaboratorii au comparat efectele
AFT clasice (aplicat in cazul a 8 paciente) cu tehnica CAL (aplicata in cazul a 10 paciente) in
contextul augmentarii mamare. (Peltoniemi si colab., 2013) [71]. Evaluarea postoperatorie s-a
realizat cu ajutorul tehnicii RMN pe o durata de 12 luni, autorii concluzionand ca, desi resorbtia
tesutului adipos dupa procedura CAL este usor redusa comparativ cu resorbtia post-AFT (50%
versus 54%), diferenta este minora si nesemnificativa din punct de vedere statistic (Peltoniemi
si colab., 2013) [71]. Cu toate acestea, studiul a utilizat un numar redus de pacienti, facand
dificila generalizarea rezultatului.

In urma unui studiul comparativ al literaturii de specialitate, Grabin si colaboratorii
(2015) [72] afirma de asemenea ca datele actuale nu sustin superioritatea tehnicii CAL,
comparativ cu lipotransferul clasic. Autorii atrag atentia ca majoritatea rapoartelor clinice
utilizeaza un numar redus de pacienti, raportarea augmentarii volumetrice este adesea facuta
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in mod subiectiv, iar In plus analiza statistica a datelor prezentate este de multe ori
suboptimala. Autorii au recunoscut ca in anumite situatji evaluarea obiectiva prin tehnica RMN
nu este posibila daca volumele de grasime transplantata sunt prea mici pentru a se putea
detecta diferente semnificative. Autorii studiului retrospectiv au insistat asadar asupra
necesitatii realizarii unor studii clinice randomizate in modul ,orb’ sau ,dublu-orb’ pentru a evita
subiectivitatea raportérii rezultatelor. in plus, este esential ca studiile clinice viitoare s& contina
un numar mai mare de pacienti precum si ca perioada de urmarire sa fie de lunga durata
(Grabin si colab., 2015) [72].

Rezultatele studiului actual par sa confirme datele raportate pana in prezent in literatura
de specialitate. Lipotransferul suplimentat cu fractia SVF a condus la obtinerea de rezultate
estetice bune si foarte bune, cu o rata scazuta a complicatiilor.

O limitare a studiului actual este absenta unui grup de control. Cu toate acestea,
comparand rezultatele prezentate cu cele raportate anterior, am putut concluziona ca aceasta
tehnica (CAL) este o metoda sigura, care duce la rezultate stabile, superioare lipofillingului
clasic.

V.4: Siguranta utilizarii tehnicii CAL

Tinand cont de faptul ca studiile realizate pe modele animale au evidentiat adesea o
mai buna vascularizare a grefei de grasime in cazul suplimentarii {esutului adipos cu ADSC
(Toyserkani si colab., 2016) [64], se pune asadar intrebarea daca utilizarea tehnicii CAL in
cazul pacientilor care au urmat un tratament oncologic poate conduce la activarea unor
metastaze latente.

Gentile si colaboratorii (2012) [52] au concluzionat ca utilizarea CAL pentru
augmentarea mamara in cazul pacientelor care au fost diagnosticate anterior cu carcinom
mamar nu a condus la o crestere a numarului de tumori recidivante.

Totusi Perrot si colaboratorii (2010) [73] au raportat un caz de recidiva locala a unui
osteosarcom la 18 luni dupa efectuarea unei operatii de lipofiling utilizdnd tehnica CAL.
Pacienta in varsta de 17 ani nu a prezentat, timp de 13 ani nicio recidiva in urma tratamentului
oncologic si chirurgical aplicat pentru indepartarea tumorii primare localizate la nivelul bratului.
Autorii au realizat un studiu in vitro si pe soareci, urmarind multiplicarea numarului de celule
tumorale precum si cresterea volumului tumoral in prezenta si absenta celulelor ADSC. Co-
cultivarea celulelor tumorale cu celule ADSC a condus in primele 24 de ore la o amplificare mai
rapida a celuleor tumorale (Perrot si colab., 2010) [73], desi efectul nu a fost mentinut la
aceeasi intesitate prin prelungirea co-cultivarii. Corelatia dintre recidiva locala si utilizarea
tehnicii CAL in acest studiu de caz pare rezonabila. Cu toate acestea, concluziile autorilor nu
sunt sustinute de date experimentale solide. Autorii au incercat sa justifice potentialul efect pro-
tumorigenic al celulelor ADSC transplantate ca fiind rezultatul amplificarii vascularizatiei locale
(Perrot si colab., 2010) [73], desi studiul efectuat nu a evaluat prin nicio metoda daca tumorile
co-transplantate cu celule ADSC sunt intr-adevar mai bine vascularizate comparativ cu cele
dezvoltate in grupul de control.

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

Studiul actual a urmarit evaluarea aplicabilitatii utilizarii celulelor stem adulte adipocitare
ADSC in procedee reconstructive, estetice si corectionale.

Intr-o prim& etapd, am aratat ca celulele ADSC pot fi izolate si amplificate in cultura
pentru perioade limitate de timp (maxim sapte pasaje) Tnainte de a intra in senescentta.
Celulele stabilizate in cultura au putut fi diferentiate in adipocite mature prin suplimentarea
mediului de cultura cu un coctail continand: 3-izo-butil-1-metilxantina, dexametazona, insulina,
indometacin si tri-iodo-tirozina. Abilitatea celulelor ADSC de a se diferentia in adipocite mature
in vitro deschide noi posibilitati pentru dezvoltarea a noi abordari de inginerie tisulara.

In paralel, celulele stem ADSC au fost utilizate in 23 proceduri CAL clinice. Am optat n
studiul actual pentru utilizarea fractiei SVF imbogatita in celule stem mature, in defavoarea
celulelor ADSC amplificate in vitro. Aceasta abordare a permis evitarea problemelor de natura
etica si a ingaduit finalizarea procedurilor chirurgicale intr-un interval redus de timp. Conform
cunostiintelor noastre, studiul actual reprezinta primul din Romania care a evaluat eficienta
procedurii CAL in diferite proceduri estetice si reconstructive. Observatiile clinice au Tngaduit
confirmarea faptului ca tehnica CAL este bine tolerata de catre pacienti si conduce la rezultate
satisficatoare atat pentru pacienti cat si pentru medicul curant. In plus tehnica s-a dovedit a fi
sigura, nefiind asociata cu complicatii semnificative.

Studii viitoare sunt necesare pentru evaluarea cat mai obiectiva a eficientei tehnicii CAL
in comparatie cu lipotransferul clasic. In principal, studile viitoare vor trebuie s& abordeze o
cohorta mai mare de pacienti si sa includa un grup de control si vor utiliza (unde este posibil)
metode obiective de evaluare pre- si post-chirurgicale, precum RMN, tomografie, ecografie.

Aspecte care se doresc de asemenea a fi urmarite in cercetarile ulterioare includ:
efectul zonei donatoare si al zonei receptoare asupra procentului de grasime ce supravietuieste
transplantului: in ce masura varsta pacientului afecteaza reusita procedurii; factorii chimici
(chemokine, factori de crestere) care pot fi adaugati pentru a imbunatatii supravietuirea gasimii
transplantate; numarul / densitatea de celule ADSC transplantate minim necesar pentru a
reduce in mod eficient resorbtia grasimii transplantate. in plus, pentru utilizarea tehnicii CAL in
cazul pacientilor care au urmat tratamente oncologice in trecut, sunt necesare studii care sa
includa o cohorta mare de pacienti atat in lotul de control, cat si in grupul de tratament, pentru
a investiga daca transplantarea de celule ADSC poate conduce la un risc crescut de recidiva
tumorala.
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ADSC
AFG
AFT
AT
BSA
CAL
cAMP
cD
CREB
ECM
FBS
FDA
FG
hADSC
HSC
HIF-1
IBMX
IGF
LA
MAPK
MSC
MSH
PAI-1
PBS
PKA
PLA
PPARy
PRP
RBP4
SAT
SA-B-Gal
ST
STA

Abrevieri
Adipose derived stem cells
Autologous fat grafting
Autologous fat transfer
Adipose tissue
Albumina serica bovina
Cell-Assisted Lipotransfer
Cyclic adenosine monophosphate
Cluster of differentiation
cAMP response element-binding protein
Extracellular matrix
Ser fetal bovin
U.S. Food and Drug Administration
Fat grafting
Human Adipose derived stem cells
Hematopoietic stem cells
Hipoxia inducible factor
Izobutil metil xantina
Insulin-like growth factor
Lipoaspirate
Mitogen Activated Protein Kinase
Mesenchymal stem cells
Melanocyte-stimulating-hormone
Plasminogen activator inhibitor-1
Tampon fosfat salin
Protein kinase A
Processed lipoaspirate
Peroxisome proliferator-activated receptor-y
Platelet-rich plasma
Retinol binding protein 4
Abdominal subcutaneous adipose tissue
Senescence Associated-B-Galactosidase
Soft tissue

Soft tissue augmentation
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SVF
TE
TNFa
tPA
WAT

Stromal vascular fraction
Tissue Engineering

Tumor necrosis factor alpha
Tissue plasminogen activator

White adipose tissue
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