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RESUMEN

En la actualidad se sabe que el tejido adiposo está compuesto 
por adipocitos y fracción vascular estromal. Dentro de ésta 
se encuentran las células madre derivadas del tejido adiposo, 
mismas que se están utilizando en diversos estudios; sin em-
bargo, al momento no hay un protocolo estandarizado para 
obtener dicha fracción y en muchas ocasiones son costosos 
ya que en algunos casos utilizan equipos automatizados. En 
este estudio describimos una técnica detallada de aislamiento 
de la fracción vascular estromal que emplea elementos bá-
sicos, económicos, con resultados óptimos, para que sean 
accesibles a todos los especialistas. Tomamos muestras de 
tejido adiposo del área abdominal de 30 mujeres de 25 a 50 
años de edad, mediante una cánula de lipoaspiración. Las 
muestras se sometieron a aislamiento de la fracción vascular 
estromal con la técnica que proponemos, llevando un control 
con una técnica denominada clásica y se tomó como base el 
método enzimático. Después realizamos el conteo celular 
con la coloración azul de tripán por medio de una cámara de 
Neubauer de forma manual, obteniendo una concentración 
celular promedio de 427,033 células/mL de fracción vas-
cular estromal y una viabilidad celular promedio de 79.6%. 
También tomamos en cuenta el tiempo de aislamiento, que 
fue en promedio de 75.1 minutos. Concluimos que nuestra 
propuesta es una técnica de fácil aplicación, accesible y 
económica, con resultados adecuados para realizar terapias 
o cultivos celulares, sin que sea necesario el uso de equipos 
automatizados y es una base fundamental para los especia-
listas de cirugía plástica y reconstructiva.

ABSTRACT

It is known that adipose tissue is composed of adipocytes 
and stromal vascular fraction. Within this are stem 
cells derived from adipose tissue, which are being 
used in various studies; however, at present there is no 
standardized method for obtaining this fraction, being 
expensive and in some cases automated equipment is 
used. In this study we describe a detailed technique of 
isolation of the stromal vascular fraction that uses basic, 
economical elements, with optimal results, so that they are 
accessible to all specialists. We took samples of adipose 
tissue from the abdominal area of ​​30 female patients 25 to 
50 years old, using a lipoaspiration cannula. The samples 
were subjected to isolation of the stromal vascular fraction 
with the technique we propose, carrying out a control 
with a technique called classical, based on the enzymatic 
method. Then we performed the cell count with the tripan 
blue staining by means of a Neubauer chamber manually, 
obtaining an average cell concentration of 427,033 cells/
mL of stromal vascular fraction and an average cell 
viability of 79.6%, as well count time of isolation, which 
was an average of 75.1 minutes. We conclude that our 
proposal is a technique of easy application, accessible and 
economical, with adequate results to perform cell therapy 
or cell culture, without the need for automated equipment 
and is a fundamental basis for specialists in reconstructive 
plastic surgery.

Trabajo de investigación

Introducción

En el campo de la cirugía plástica y medici-
na regenerativa, la realización de terapias 

celulares ha tenido grandes avances en los 

últimos años; desde la ingeniería de tejidos 
(posibilidad de generar órganos por fuera 
del ser humano) hasta la posibilidad de tratar 
enfermedades diversas como enfermedad de 
Dupuytren, esclerodermia, infarto de miocar-
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dio, etcétera, a través del implante de células 
madre de diverso origen. Es por ello que la 
técnica de aislamiento de la fracción vascular 
estromal resulta relevante, ya que viene a ser 
el primer paso para realizar terapias celulares 
o ingeniería de tejidos.1,2

Las células madre adultas representan una 
fuente ideal para terapias celulares debido a 
su fácil acceso, a pesar de tener una menor 
capacidad de diferenciación que las células 
madre embriológicas.3,4 En ese sentido, el 
tejido adiposo representa una accesible y abun-
dante fuente de células madre adultas con la 
capacidad de diferenciarse en múltiples líneas 
celulares a través del cultivo e ingeniería de 
tejidos, incluyendo tejido cartilaginoso, óseo, 
cardiaco, nervioso y adiposo.5-8

La fracción mononuclear del tejido adiposo 
referida como fracción vascular estromal (FVE) 
fue descrita originalmente como una «fuente 
de células precursoras del adipocito» por Ho-
llenberg y colaboradores en EUA, en 1968;9 sin 
embargo, el término «célula madre multipo-
tente derivada del tejido adiposo» (ADSC) fue 
reconocido en el año 2001, donde Zuk y su 
equipo en EUA demostraron que la FVE contie-
ne un gran número de células madre adultas.5

Esta fracción se obtiene por un proceso 
enzimático del tejido adiposo que se lleva a 
cabo mediante la enzima colagenasa, y es el 
método que más se utiliza en la actualidad.10

Después de obtener esta FVE, se pueden 
realizar terapias celulares, una de ellas es la 
lipotransferencia celular asistida (CAL-Cell 
Assisted Lipotransference), técnica en la que 
se mezcla una porción de tejido graso para ser 
injertado junto con la FVE. Esta técnica con-
vierte el tejido adiposo escaso en células madre 
abundantes, mejorando la viabilidad del injerto 
en un 35% y su capacidad regenerativa.11

Asimismo, la presencia de las células madre 
derivadas del tejido adiposo, tiene implica-
ciones clínicas en la lipotransferencia celular 
asistida (CAL), ya que las mencionadas pueden 
contribuir con la nueva angiogénesis en la fase 
aguda, por la acción de sus células progenitoras 
endoteliales o células liberadoras de factores 
angiogénicos.12,13

La CAL es utilizada actualmente en múlti-
ples procesos estéticos como rellenos faciales, 
rejuvenecimiento facial y de manos, así como 

reconstructivo en secuelas de quemaduras, 
cicatrices retráctiles, reconstrucción mamaria, 
colagenopatías, úlceras residuales, etcétera, 
hechos que ya son una realidad clínica.11,14

Es por ello que los estudios han demostrado 
que la CAL es más efectiva, segura y regenera-
dora que un lipoinjerto tradicional.12,15 En este 
contexto, la estandarización y simplificación 
del proceso de aislamiento de la FVE resulta 
necesaria e importante para el uso en el campo 
de la cirugía plástica regenerativa.

A nivel mundial, diversos autores describen 
sus métodos de aislamiento: en Japón, K Yo-
shimura y su grupo desarrollaron el aislamiento 
de la FVE del tejido adiposo usando la enzima 
colagenasa, realizando la reacción enzimática a 
una temperatura de 37 oC durante 30 minutos, 
con un tiempo promedio total del proceso de 
80 minutos.16 Este autor realiza la CAL y es él 
mismo el que describió la técnica; sin embargo, 
no menciona los pasos para obtener la FVE.

Minteer y colaboradores de la Universidad 
de Pittsburgh, reportaron realizarlo por medio 
enzimático con un tiempo promedio de 60 a 90 
minutos, incubándolo a 37 oC;17 sin embargo, 
al igual que Yoshimura, no mencionan los pasos 
del proceso de aislamiento de la FVE.

A diferencia de ellos, Pawitan, en Indonesia, 
utiliza un filtro de café para lavar el tejido adi-
poso y después llevar a la digestión enzimática 
durante 60 minutos a una temperatura de 37 
oC, con agitaciones cada cinco minutos.18

En América Latina, así como en el Perú, no 
se han reportado estudios acerca de la simpli-
ficación y estandarización de la técnica de ais-
lamiento de la FVE, dificultando su aplicación 
y uso, ya que muchos de los especialistas no 
conocen del tema.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio 
fue describir una nueva técnica estandarizada y 
simplificada de aislamiento de la FVE derivada 
del tejido adiposo para la obtención de células 
madre adultas, que resulte de fácil aplicación y 
acceso para los profesionales de cirugía plástica 
y medicina regenerativa.

Material y método

Se realizó un estudio descriptivo transversal, 
prospectivo entre abril y octubre de 2015. Se 
tomaron muestras de 30 mujeres de 25 a 50 
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años de edad (promedio 36), que acudieron 
a la Clínica Continental en Lima, Perú, lugar 
en el cual se procesaron las muestras para la 
obtención de los resultados del estudio.

El estudio contó con el consentimiento in-
formado de las pacientes. Las muestras fueron 
de 50 gramos de tejido adiposo extraído de 
cada paciente, tomando como área dadora la 

zona abdominal inferior o periumbilical, rea-
lizando el aislamiento de la FVE mediante dos 
técnicas distintas. Para efectos de la investiga-
ción, se definió como «técnica simplificada» a la 
desarrollada en el presente estudio. La técnica 
simplificada propuesta en el presente estudio 
consistió en los siguientes pasos (Figura 1):

1.	 Obtención del tejido adiposo (Figuras 2 y 3).
2.	 Filtración del tejido adiposo (Figura 4).
3.	 Digestión enzimática mecánica (Figura 5).
4.	 Centrifugación y lavados (Figuras 6 y 7).
5.	 Lisis de eritrocitos (Figura 8).

Los equipos y reactivos se describen en las 
Tablas 1 y 2.

Como control se realizó el procesamien-
to de 50 g de tejido adiposo adicional de la 
misma persona, mediante una técnica que 
denominamos «técnica clásica», tomando en 
cuenta como base la descripción de Pawitan, 
con el objetivo de evaluar el resultado y tomarlo 

Figura 1: Flujograma de la técnica simplificada propues-
ta para el aislamiento de la fracción vascular estromal.

Obtención de tejido adiposo

Filtrar el tejido adiposo
En rejilla metálica tipo colador y lavarlo con PBS

Colocar el tejido adiposo remanente en un vaso de 
precipitado, conteniendo colagenasa a relación 1:1

Colocar el vaso en un agitador magnético o 100 
rpm a 40 oC, durante 20 minutos

Transferir el tejido adiposo a un tubo cónico 
y centrifugar a 2,000 rpm durante 20 minutos

Retirar el tejido adiposo sobrenadante y homogenizar 
con DMEM hasta 5 mL. Realizar el lavado

Realizar el lavado en 3 oportunidades, bajo una 
centrifugación de 2,000 rpm por 10 minutos c/u

Colocar la FVE remanente con el Buffer de Lisis 
(1 mL) centrifugar a 2,000 RPM durante 10 min.

FVE Final

Se observará un botón celular 
en el fondo: FVE

Filtrar la FVE por un filtro de 100 μm 
y colocarlo en otro tubo

Se obtendrá una FVE de 5 mL

Homogenización de la FVE

Figura 2: Extracción de tejido adiposo con cánula de 
25 cm con orificios de 3 mm acompañado de solución 
tumescente.

Figura 3: Preparación de la mesa de trabajo dentro de la 
cabina de flujo laminar.
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como referencia a la «técnica propuesta». La 
diferencia entre ambas técnicas es el tiempo 
de incubación con la enzima colagenasa, que 
es de 60 minutos, así como la temperatura de 
37 oC y ambas son de carácter enzimático-
mecánico.16-18

Después de la obtención de la FVE, se reali-
zó la lectura final mediante un microscopio de 
luz con un objetivo de 40x; para ello se preparó 
10 μL de solución azul de tripán 0.4%, con 10 
μL de FVE, a través de una pipeta calibrada y 
de monto 10 μL. La muestra de ambas técnicas 
se llevó a la cámara de Neubauer o hemoci-
tómetro y se realizó un conteo manual según 
la tinción de dichas células (Figura 9); aquéllas 
teñidas con azul de tripán (exclusión de tripán) 
son no viables o muertas, caso contrario con 
las células no teñidas, que son las células via-
bles o vivas (Figura 10). El conteo en mención 

sirvió para hallar la concentración celular y el 
porcentaje de viabilidad (Figura 11). Todos los 
datos se colocaron en un cuadro de datos en 
el programa de Microsoft Excel.

Figura 4: Filtración del tejido adiposo aspirado por un 
filtro de acero inoxidable tipo colador; se deja caer el 
líquido en un vaso de precipitado auxiliándose con una 
paleta metálica.

Figura 5: Lavado del remanente del tejido adiposo con 
PBS 1X, auxiliado con una paleta metálica estéril se 
deja caer el remanente en un recipiente.

Figura 6: Después del proceso de centrifugación se 
observará un botón celular que es la fracción vascular 
estromal y un sobrenadante de tejido adiposo.

Figura 7: Lavado con DMEM llegando hasta 10 mL del 
contenido del tubo cónico hecho en tres oportunidades.

Figura 8: Se coloca 1 mL de buffer de lisis de glóbulos 
rojos y se procede a centrifugar.
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Resultados

De las 30 muestras de FVE obtenidas con la 
«técnica simplificada propuesta», se obtuvo un 
promedio de 170.8 células vivas determinadas en 
los cuatro cuadrantes, al igual que un promedio 
de 44.5 células muertas determinadas en los cua-
tro cuadrantes, con un conteo celular promedio 
de 427,033 y una viabilidad celular promedio 
de 79.6%. El tiempo promedio de aislamiento 
en esta técnica fue de 75.1 minutos (Tabla 3).

De las 30 muestras de FVE obtenidas con la 
«técnica clásica» (basada en Pawitan), se obtuvo 
un promedio de 128.8 células vivas determinada 
en los cuatro cuadrantes, al igual que un prome-
dio de 38.5 células muertas determinadas en los 
cuatro cuadrantes, con un conteo celular prome-
dio de 322,666 y una viabilidad celular promedio 
de 77.2%. El tiempo promedio de aislamiento 
en esta técnica fue de 117.1 minutos (Tabla 3).

Se obtuvo una diferencia de 42 células vivas 
determinadas entre ambos promedios, una 

Tabla 1: Equipos utilizados en la técnica simplificada para la obtención 
de la fracción vascular estromal del tejido adiposo.

Nombre Compañía
Número de 

catálogo Comentarios

Cabina de flujo laminar vertical A3 Esco LVC-4ª3
Centrífuga basculante de 4 tambores 
para tubos cónicos de 50 mL

Centurion Scientific 
(PA)

C2004 Código de rotor BRK5505

Balanza analítica Radwag AS220.3Y Distancia = 0.1 mg/P: 1 mg-220 g
Agitador magnético con calentador Velp Scientificia F20530169 Color internacional verde
Pipeta calibrada 5-50 μL Labmate Soft 848170111
Microscopio óptico Greetmed 0961210 Visualización 40 X
Cámara de Neubauer, profundidad de 
0.100 mm

Marienfeld  
Germany

Cuadrícula de 9 cuadros grandes, 
cada uno de 1 mm2

Tabla 2: Reactivos utilizados en la técnica simplificada para la obtención 
de la fracción vascular estromal del tejido adiposo.

Nombre Compañía Número de catálogo Comentarios

Fosfato buffer salino (PBS 1X-estéril) Gibco 10010-023
Buffer de lisis de glóbulos rojos Roche 11814389001
Dulbencoo’s Eagle (DMEM) Sigma Aldrich D5030
Solución azul tripán 0.4% Sigma Aldrich T8154
Colagenasa tipo I (345 U/mg) Worthington LS004196
Filtro de nitrocelulosa de 0.2 μm Sterlitech MCE0222550S
Filtro celular de nylon 100 μm Falcon 352360
Tubos cónicos estériles Falcon
Vaso de precipitado de vidrio 250 mL Isolab Se requieren dos unidades
Vaso de precipitado de vidrio 400 mL Isolab
Pipeta Pasteur de vidrio 5 mL (± 0.03) Borosil Se requieren cuatro unidades
Barra magnética con anillo 25 × 6 mm Azlon SWN504
Aspirador de pipeta manual (hasta 10 mL) Easy8 2047EAS8010001
Filtro metálico tipo colador S/N S/N
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diferencia de seis células muertas determinadas 
en los cuatro cuadrantes; una diferencia de pro-
medios de conteo celular de 104,367 células 
por mililitro y una diferencia en los tiempos 
de procesamiento de 42 minutos a favor de la 
técnica propuesta.

Discusión

Los resultados obtenidos en este estudio dan 
una contribución importante en el campo de 
la cirugía plástica regenerativa en Latinoamé-
rica, al describir una técnica de aislamiento 
de la FVE del tejido adiposo (fuente de células 
madre adultas), la cual puede ser accesible y 
de fácil aplicación para los profesionales que se 
desempeñan en este campo. Conviene resaltar 

que en Latinoamérica no hay un protocolo 
ideal, adecuado, ni registrado para realizar el 
aislamiento de la FVE, por eso tomamos como 
referencia a Pawitan, Minteer y Yoshimura, 
para encontrar las diferencias al realizar el 
aislamiento en nuestros pacientes.

En cuanto al tiempo de aislamiento de la 
FVE, la reducción del mismo a un promedio 
de 75.1 minutos, sin afectar la cantidad de 
células nucleadas halladas con un promedio 
de la misma de 427,033 cel/mL, mismo que 
se encuentra dentro de los márgenes estima-
dos propuesto por Yoshimura y Minteer,16,17 
significa la mejora de un proceso que por 
años se ha desarrollado en más tiempo por 
diversos autores y con técnicas y equipos más 
complejos, que dificultan el uso de la técnica. 
Asimismo, la viabilidad celular en este estudio 
fue de 79.6%, superior al descrito por Pawitan 
de 55% en su estudio.16-18

En cuanto a la digestión enzimática, Yoshi-
mura utilizó un equipo Incubador-Agitador, en 
el cual realiza la agitación del tejido adiposo 
de forma continua por 30 minutos aproxi-
madamente, durante la cual se mantuvo una 
temperatura de 37 oC, similar a nuestro proce-
samiento, siendo la técnica propuesta con 20 
minutos de digestión; sin embargo, lo realizó 
con un equipo llamado Incubador-Agitador que 
aumenta el costo del procesamiento.16 Por otra 
parte, Pawitan hace la digestión enzimática 
durante 60 minutos con agitaciones cada cinco 
minutos a una temperatura de 37 oC, aumen-
tando así el tiempo de procesamiento.18 Ambas 
técnicas difieren de la que proponemos en este 
estudio, en la que hicimos la agitación del tejido 
adiposo en un vaso de precipitados durante 20 
minutos, auxiliada con un agitador magnético, 
utilizando mayor temperatura (40 oC) que los 

Figura 9: Preparación de la muestra para la cámara de 
Neubauer o hemocitómetro.

Figura 10: Visualización de la fracción vascular estro-
mal al microscopio en la que se observan células muer-
tas teñidas de color azul. El tinte no puede penetrar la 
membrana de una célula viva.

Figura 11: Fórmulas para determinar la concentración y 
la viabilidad. Celular.

Concentración celular 
(Cel. / mL)

× 10,000
Total de células contadas
Número de cuadrantes

=

Porcentaje de viabilidad
(%) × 100

Total de células vivas en 
cuatro cuadrantes

Total de células contadas 
en cuatro cuadrantes

=
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autores mencionados, disminuyendo de esta 
forma el tiempo y costos del procedimiento de 
manera considerable.

Los resultados mencionados en este es-
tudio se podrían atribuir a tres factores: el 
lavado previo del tejido adiposo, el uso de 
temperatura a 40 oC y la agitación constante 
del tejido adiposo.

En cuanto al lavado del tejido adiposo con 
PBS con un filtro de acero inoxidable tipo co-
lador, reduce el tiempo de lavado de la mues-
tra después de ser extraída; además, según 
lo descrito por Pawitan, este procedimiento 
mejora la viabilidad de las células nucleadas 
debido a que el tejido adiposo es fragmentado y 
separado de la porción líquida.18 Asimismo, se 
prefiere el lavado del tejido adiposo antes del 
procesamiento,19 ya que como menciona Keck 
y colaboradores,20 «los anestésicos locales solos 
o en combinación con la epinefrina reducen 
la viabilidad celular y la capacidad de diferen-
ciación de la célula madre derivada del tejido 
adiposo»; por este motivo, el lavado previo al 
procesamiento con el filtro de acero inoxidable 
tipo colador resulta un procedimiento rele-
vante en la técnica propuesta. Pawitan realiza 
una digestión enzimática muy prolongada, lo 
cual consideramos nocivo para la población 
celular, es por eso que reducimos el tiempo, 
pero aumentamos procesos como agitación y 
temperatura; este paso lo consideramos vital 
en el resultado.

En segundo lugar, el uso de la temperatura 
a 40 oC promueve la homogeneización y di-
gestión del tejido adiposo, realizando así una 
mejor actividad enzimática en menor tiempo. 
Esto ya se ha descrito en estudios anteriores, 
donde se reportó que la variación de 1 o 2 

grados en la reacción enzimática conlleva 
cambios en los resultados de la misma de 10 a 
20%, favoreciendo la cinética enzimática, en 
este caso la colagenasa.21 Por último, la agita-
ción constante del tejido adiposo es un paso 
crucial en la homogeneización de los procesos 
enzimáticos, provocando que la reacción en-
zimática se modifique, realizándola en menor 
tiempo y de manera uniforme. Este último paso 
también lo utilizaron autores como Yoshimura, 
Minteer y Almeida, sin embargo, no todos los 
lo utilizan.13,14,22

Conclusión

Concluimos en el presente estudio que la 
técnica propuesta reduce el tiempo y costo de 
procesamiento para la obtención de la FVE del 
tejido adiposo, cuenta con una concentración 
y viabilidad celular adecuada y es una técnica 
de corto proceso, económica y accesible, re-
sultando importante su uso en diversas terapias 
celulares como lipotransferencia celular asisti-
da, cultivos y diferenciación celular.
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