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CAPITULO I

RESUMEN

Objetivo. Evaluar el efecto de la refrigeracion en la apoptosis y viabilidad del
lipoaspirado en las primeras 2 horas después de su toma.

Métodos. Se incluyeron 20 pacientes consecutivos que se sometieron a una
liposuccion abdominal por razones estéticas fueron incluidos. Se obtuvieron y
procesaron 5 mL de grasa para el estudio. La viabilidad fue calculada usando azul
de tripano. La apoptosis fue determinada utilizando el ensayo TUNEL.
Resultados. Todos los pacientes fueron femeninos con una edad media de 36.5
(21-67) anos. En cuanto a la viabilidad, al tiempo 0, la viabilidad en el grupo
control fue de 59.08 = 24% y de 60.96 + 22% en el grupo de refrigeracién. A los 60
minutos, los valores fueron 50.82 + 21% contra 55 * 32.6% (p=0.74) y a los 120
minutos, 42.69 + 20.85% y 50.33 = 21% respectivamente. En cuanto a la
Apoptosis, el porcentaje de células apoptéticas al tiempo 0 fue de 37.87% £ 9.7%
para el grupo control y de 34.28 + 9.74% para las muestras refrigeradas. A los 60
minutos, 51.11 + 8.64% contra 45.94% + 9.15% y a los 120 minutos, 62.97% *
13.33% y 55.81 = 9.45 % respectivamente.

Conclusiones. Refrigerar el lipoaspirado a 4°C disminuy6 la mortalidad y la
apoptosis de los adipocitos en menos del 10% dentro de las primeras 2 horas de
su toma, la diferencia no fue significativa. Se necesitan estudios mas grandes para

lograr significancia.



CAPITULO I

INTRODUCCION

Introduccion

El uso de grasa autdloga se usa cada vez mas en la cirugia estética y
reconstructiva, a manera de injerto, para proporcionar volumen en aquellas zonas
que lo requieran. Esta técnica florecié debido a su disponibilidad y relativamente
bajo costo en obtencidn, ya que el mismo tejido del paciente es utilizado para dar
contorno y sin las complicaciones posibles de los rellenos no autélogos.

Los usos de los injertos grasos son muy variados. Se ha utilizado para
rellenar defectos 6seos y anquilosis de articulaciones (1-17); para tratar defectos
del craneo, duramadre y cerebro (18-20); defectos pleurales y condiciones
pulmonares (21-26). También se han descrito para rellenar defectos por
enucleaciéon de ojos (27-33), sinusitis frontal, defectos abdominales (34), heridas
perineovaginales, defectos por prostatectomias y muchas otras aplicaciones. En
cirugia plastica, el uso de estos injertos es muy variado y dia a dia aumenta la
cantidad de procedimientos en los que pueden ser utilizados. Ademas de su
evidente uso en la cirugia estética, su uso en cirugia reconstructiva es muy
variado. Por ejemplo, se ha descrito su uso para dar contorno a cicatrices de
diferentes tipos incluyendo paladar hendido (35), defectos cosméticos de los
pabellones auriculares, defectos postraumaticos, atrofia facial; reconstruccién
mamaria como micromastia (36), mama tuberosa, sindrome de Poland,

deformidades postmastectomia y postlumpectomia, entre otros.
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La historia del uso de injertos grasos se remonta a 1889 por Van der
Meulen (37) quien coloco un injerto de omento entre el higado y el diafragma. En
1893 Neuber (38) realizo el primer autoinjerto de grasa libre en humanos
colocando pequefos injertos grasos para llenar depresiones en tejidos blandos,
reportando excelentes resultados estéticos. Sin embargo, al tratar de utilizar
injertos mas grandes obtuvo menor éxito y concluyd que los injertos que fueran
mas grandes que una almendra tendrian resultados que no serian satisfactorios.

En 1910 Lexer (39) describié el uso de injertos grasos para corregir
fracturas hundidas del hueso cigomatico. Diez afnos después (40) mencioné que
esta técnica podia ser mejorada al realizar el explante e implante del tejido de la
manera menos traumatica posible. Ademas, agregd que, debido a la reabsorcion
del tejido graso, era necesaria la sobrecorreccion del defecto para obtener buenos
resultados (41). Peer, en 1956, sostuvo que en promedio el 50% de las células
grasas sobrevivian al realizar un autoinjerto. También definié la teoria de la
supervivencia, en la que establecia que el numero de adipocitos viables el
momento de la colocacién del injerto se correlacionaria con el volumen final que
sobreviviria del mismo (42).

Aun hoy en dia, el trasplante de grasa frecuentemente tiene resultados
poco confiables debido a la reabsorcion y perdida de volumen que sufre. Por lo
que cada dia se realizan esfuerzos para entender e identificar maniobras que
puedan minimizar la reabsorcion y puedan proveer resultados mas predecibles y
confiables. Nosotros hemos demostrado que la viabilidad de la grasa disminuye
directamente proporcional al tiempo que la grasa se mantiene en decantacion y la

apoptosis de los adipocitos se incrementa de igual manera (43), por lo que
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cualquier maniobra que mejore la sobrevida de las células pudiera incrementar la
sobrevida de los injertos. Debido a que uno de los métodos mas utilizados para
preservar tejidos es la refrigeracion. el presente estudio intenta determinar si la
refrigeracion de los adipocitos mejora la proporcion de adipocitos viables durante

la decantacion.

Antecedentes

a) Antecedentes Generales:

La aplicacion de injertos grasos, también conocida como lipoinjerto o
lipotransferencia, es una técnica cada vez mas comun en cirugia plastica y se
utiliza tanto en procedimientos de cirugia estética como de reconstructiva (44). El
objetivo principal de esta técnica quirdrgica es la transferencia de la grasa,
usualmente subcutanea, de un area corporal a otra que desea aumentarse de
volumen.

Los primeros usos de la grasa con este fin se remontan a 1893 (45), cuando
un cirujano plastico aleman, el Dr. Gustav Neuber (1850 -1932) transfirié grasa del
brazo a la region orbitaria para corregir cicatrices posteriores a osteomielitis. El
mismo Neuber reportdé posteriormente mdultiples complicaciones, incluyendo
infeccion, necrosis grasa y resultados cosméticos aceptables. Incluso, sugirié que
muchas de estas complicaciones podrian haberse evitado, o minimizado, al usar
injertos mas pequefios ya que los injertos mas grandes fallaban casi

inevitablemente (46).
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Posteriormente, sélo dos afos después el Dr. Viktor Czerny transfirié un
lipoma del brazo al pecho para mejorar la simetria del busto de una paciente
posterior a una mastectomia parcial. (47)

Sin embargo, los pobres resultados obtenidos desde entonces hicieron que
esta técnica no tuviera gran aceptaciéon en la practica médica por mas de 100
anos.

Fue hasta finales del siglo pasado, cuando la liposuccién estética se
generalizd y se mejoraron los conocimientos de la biologia de los injertos, que la
transferencia de grasa tuvo un nuevo interés en la practica médica. lllouz fue el
primero en documentar un intento de autotransplante de la grasa posterior a una
liposuccidén en 1984 (48). Dos anos después, Ellenbogen reporté el uso de “perlas”
de grasa como autoinjerto para correccién de defectos faciales traumaticos vy
congénitos (49) y a partir de entonces la experiencia con los injertos grasos ha
tenido mejores resultados y se ha utilizado en un numero cada vez mayor de
entidades clinicas.

Al dia de hoy, algunas de las areas donde se han utilizado incluyen
rejuvenecimiento facial, (50,51) cirugia craneofacial, (52) aumento y correccion
mamaria, (53,54) aumento de gluteos (55,56) y cirugia regenerativa, (57) entre
otras.

La creciente popularidad de la grasa como relleno es debido a que, al ser
un tejido autdlogo, pudiera considerarse como el relleno tisular ideal. Esto es
debido a su abundancia, facilidad de obtencidn, ser relativamente barato (58) y

que puede tomarse facil y repetitivamente. Adicionalmente, es compatible con el
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huésped lo que se traduce en una ausencia de rechazo (59) y una vez integrado
permanece por un tiempo indefinido (60).

Sin embargo, uno de los principales problemas de este método es que el
resultado final es muy impredecible, esto por la gran variabilidad en la cantidad de
grasa reabsorbida, la cual ha sido reportada entre un 30% a 89% dependiendo de
la serie (61-67).

En general, la perdida de volumen graso, via reabsorcién o necrosis, es la
causa primaria de resultados pobres para este procedimiento (68). Esto se traduce
en asimetrias y complicaciones, que requieren correccion con cirugias
subsecuentes. Se ha descrito que la pérdida del volumen de la grasa trasplantada
ocurre en 2 etapas. En la primera, hay una reduccién aguda del numero de
células, seguida de la resorcidn de quistes oleosos formados por los adipocitos no
viables (69).

Los factores que influyen en la pérdida de los injertos grasos pueden
presentarse durante todo el proceso que involucra el injerto graso, es decir: la
obtencién, el procesamiento, la técnica de aplicacion y factores propios del
paciente. Se han descrito multiples variables que pueden afectar la viabilidad de
los adipocitos en cada uno de los aspectos mencionados previamente. Una de las
teorias mas aceptadas para explicar la absorcién de la grasa esta basada en la
teoria de la sobrevida celular de Peer, que menciona que el nimero de adipocitos
viables al momento del trasplante puede correlacionarse con el volumen final de la

grasa (70).

Efectos de la técnica de aspirado
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La lipoaspiracion de grasa se realiza tipicamente a una presion negativa
cercana a una atmoésfera (760mmHg) (60,71), sin embargo, existen estudios que
sugieren que diferentes presiones pueden modificar la viabilidad de los adipocitos,
y por ende, su resultado final.

Cheriyan y colaboradores compararon la viabilidad de lipoaspirados
obtenidos a una presién de -760 mmHg y -250 mmHg. En su estudio, los autores
encontraron que las muestras aspiradas a -250mmHg tuvieron una viabilidad
celular superior al de las muestras aspiradas a -760mmHg al inicio (>80% vs <
40%) y durante cada dia del estudio, siendo la viabilidad de 60% vs 3.1% al dia 7,
respectivamente (72). Adicionalmente, encontraron que el conteo inmediato
después de la aspiracion fue 47% mas alto en el grupo de baja presiéon en
comparacién con el grupo de alta presién (p=0.002).

De igual manera, Niechajev y Sevcuk demostraron una mejor sobrevida de
los adipocitos aspirados a -380mmHg en comparacion a -722mmHg (73).
Adicionalmente, describieron que aproximadamente un tercio de los adipocitos
aspirados no soportaron el trauma de la extraccion a -635mmHg.

Por otro lado, Lee y colaboradores estudiaron la histologia de adipocitos
aspirados de paniculos adiposos escindidos mediante abdominoplastias. Ellos
encontraron que la apariencia histologica era similar cuando se aspiraba la grasa a
635mmHg (presién negativa) que cuando se usaba una presion negativa de
381mmHg.

También se ha estudiado el efecto del tamarfio de la canula de liposuccion
en la supervivencia de los adipocitos. Erdim y colaboradores realizaron un estudio

en el que obtuvieron lipoaspirados con canulas de liposuccién de 2, 4 y 6 mm de
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diametro. Posteriormente evaluaron la cantidad de adipocitos viables tinéndolos
con azul supravital y contandolos con un hemocitémetro. Al finalizar el estudio, los
autores demostraron que las muestras obtenidas con canulas de 6 mm

presentaban una mayor viabilidad celular. (74)

Procesamiento del lipoaspirado.

El lipoaspirado que se obtiene durante la liposuccién consiste en grasa
(adipocitos y aceite), sangre y parte de la solucién infilirada para favorecer la
hemostasia. (75) Esta suspension se puede decantar, filtrar o centrifugar para
separar la grasa del resto de los componentes del lipoaspirado. La velocidad de la
centrifugacion se ha asociado con dafio a las células, por lo que se ha
recomendado usar una fuerza de 50g para disminuir la cantidad de aceite, y por
ende de adipocitos lisados, en el aspirado. (75)

Una vez centrifugada la muestra por 2 minutos, se ha descrito que las
capas mas profundas de la porcibn grasa tienen mayor viabilidad:
aproximadamente 250% mas células viables que en la capa superficial.
Interesantemente, en dicho estudio los autores no encontraron diferencias
adicionales con mayor tiempo de centrifugacion. (75)

En el procesado de la grasa, Tuin y colaboradores realizaron una revision
sistematica buscando el método que mantiene la mayor viabilidad celular y el
mayor niumero de células madre derivadas de adipocitos. Ellos encontraron que la
técnica de separacion por permeabilidad con una gasa/toalla es superior a la
centrifugacion para mantener la viabilidad de los lipoaspirados. (76) Otra técnica

que se ha estudiado es la conservacién de los aspirados a bajas temperaturas.

15



Lee y colaboradores realizaron un estudio in vitro donde estudiaron los efectos de
la criopreservacién en la histologia y la viabilidad de adipocitos. En su estudio no
encontraron diferencias en la histologia celular al comparar las muestras
criopreservadas con muestras frescas. Sin embargo, hubo una diferencia
significativa al evaluar marcadores de viabilidad celular. (77) Incluso se ha
estudiado el efecto del método de descongelacién. Hwang y colaboradores
estudiaron la tasa de supervivencia de adipocitos descongelados a diferentes
velocidades y temperaturas. Ellos encontraron que la técnica de descongelamiento
tiene consecuencias significativas sobre la viabilidad celular y la actividad

mitocondrial de los adipocitos. (78)

Efecto de la técnica de aplicacion

Como todos los injertos, la supervivencia inicial de los injertos grasos
depende de la imbibicién plasmatica desde los bordes, por lo que injertos mas
pequenos tienen mayor posibilidad de sobrevivir (73) La revascularizacién de los
injertos se ha visto a partir de las 48 horas en injertos pequenos (79). Los injertos
mas grandes producen licuefaccion, necrosis y formaciéon de quistes y los mas
pequefos se vascularizan mas rapido debido a que mas células tienen contacto
con la vasculatura del lecho receptor. (80)

En la técnica de aplicacion del injerto, Chung y colaboradores compararon
dos métodos de inyeccién de grasa y encontraron diferencias significativas al
evaluar la viabilidad y proliferacion celular. También observaron una cantidad de
lipolisis significativamente inferior en el grupo donde utilizaron un inyector

automatizado. (81)
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En cuanto al sitio de la toma Rohrich y colaboradores demostraron que no
habia diferencias significativas en la viabilidad de adipocitos obtenidos por
aspiracion del abdomen, flancos, muslos y rodillas. (82)

Se ha descrito que cuando los adipocitos no sobreviven producen una
respuesta inflamatoria exagerada y factores apoptoéticos que disminuyen la

sobrevida del injerto. (75)

b) Antecedentes Directos:

Enfoque del estudio

Dentro de las causas de pérdida de injerto graso previamente mencionadas,
decidimos enfocarnos en el estudio de las técnicas del procesamiento de
lipoaspirado que pudieran preservar la viabilidad de los adipocitos posterior a su
obtencién. Nosotros hemos comprobado que al mantener la grasa aspirada a
temperatura ambiente se disminuye la cantidad de adipocitos viables hasta en un
50% en un periodo de dos horas (en proceso de publicacién). Debido a esto es
patente que se debe mejorar el proceso de preservacion de las células grasas
previos a su aplicacion.

Dentro de los procesos que pudieran mejorar la viabilidad de la grasa
lipoaspirada, la refrigeracidn/criopreservacion de injertos grasos ha sido descrita.
(74,83-85) Sin embargo, este es un tema relativamente nuevo y son pocos los
estudios que se han realizado al respecto. El primer trabajo que se enfocé
especificamente en los efectos de la preservacion de adipocitos mediante

refrigeracion fue un modelo animal publicado en el afio 2000. En ese estudio
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Lidagoster y colaboradores realizaron lipoaspiracién en ratas Sprague-Dawley y
almacenaron las muestras a 1 C y -16 C por un periodo de 1 a 2 semanas.
Posteriormente reinjertaron estos lipoaspirados y evaluaron las diferencias
histol6gicamente. Después compararon los resultados obtenidos con una muestra
control que reinjertaron inmediatamente después de la toma. Al final ellos
demostraron una disminucion en la viabilidad de los adipocitos y un aumento de la
inflamacion en la grasa almacenada por 1 a 2 semanas. (85) Posteriormente en el
mismo afno, Bertossi y colaboradores publicaron un trabajo estudiando la utilidad in
vivo de la criopreservaciéon de grasa. Ellos almacenaron la grasa a -30 C y
realizaron lipoinfiltraciones cada 20 dias. Después de dar seguimiento a los
pacientes y realizar examinaciones histoldgicas, los autores concluyeron que los
resultados clinicos fueron buenos utilizando esta técnica. (86)

Desde entonces se han publicado numerosos trabajos buscando la
temperatura ideal para preservar la grasa. Gran parte de estos estudios se
enfocan en los efectos de la refrigeracion en las células madres derivadas de
adipocitos. Minonzio compar6 lipoaspirados criopreservando muestras a una
temperatura de -100 C y evaluando la viabilidad de células madre derivadas de
adipocitos antes y después de congelar las muestras. (87) Lee y colaboradores
congelaron muestras a -20 C y -80 en un periodo de 7 dias, 1,2y 3 meses y 1
ano. En este estudio observaron la viabilidad celular y concluyeron que cuando las
muestras se preservan por un periodo largo los criprotectores tienen una funcion
vital. (88) Wang estudi6 la viabilidad de células madre derivadas de adipocitos en
muestras almacenadas con y sin un agente crioprotector y a una temperatura de -

80 C por un periodo de un mes. Para comparar sus resultados utilizaron un grupo
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control en el que la muestra fue procesada inmediatamente. A la evaluacién no
encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo almacenado
a -80 C con un agente crioprotector. Sin embargo, el grupo que se almaceno sin
crioprotector presento una disminucién en la viabilidad de la fracciéon vascular
estromal y de las células madres derivadas de los adipocitos. (89) De los estudios
que incluyen la evaluacion de los adipocitos, la mayoria usan controles “frescos”
evaluados en las primeras 24 horas y las comparan con muestras criopreservadas
a una o dos semanas y a temperaturas que van desde 4 °C hasta -180 °C.
(74,83,90,91)

Encontramos algunos estudios en muestras preservadas por menos tiempo.
Cui y colaboradores realizaron un estudio in vitro y otro in vivo para evaluar la
viabilidad de los adipocitos en horas después de la criopreservacion con diferentes
agentes crioprotectivos. En el estudio in vitro, ellos obtuvieron muestras de
lipoaspirados para ser procesadas y congeladas a una temperatura de -140 °C en
nitrégeno liquido. Después de mantener las muestras en nitrégeno liquido por 30
minutos los autores las expusieron a temperatura ambiente para el proceso de
descongelaciéon. Posteriormente se analiz6 la cantidad de adipocitos viables al
microscopio. En sus resultados encontraron diferencias en la cuenta de viabilidad
de adipocitos entre los diferentes agentes para preservacion. Desgraciadamente
los resultados de este estudio no se pueden extrapolar a muestras preservadas a
corto plazo, ya que la temperatura a la que se preservan las muestras y la
metodologia en el procesamiento hacen que se considere como un

almacenamiento a largo plazo. (92)
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Wang y colaboradores realizaron un trabajo evaluando el efecto de la
refrigeraciéon en la viabilidad de los adipocitos a un periodo relativamente corto.
Ellos obtuvieron lipoaspirados que fueron divididos en 5 partes cada uno. Una
parte del lipoaspirado se procesd inmediatamente y fue usada como control. Las
partes restantes se conservaron a una temperatura de 2-8 C y se procesaron a las
24, 48, 72 y 96 horas respectivamente. Se determiné la viabilidad de los adipocitos
con la actividad de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH), la cual es usada
usualmente para evaluar la biosintesis de grasa en adipocitos. Utilizando este
método, ellos encontraron que las muestras refrigeradas sufrieron un decremento
en la actividad de la G3PDH, pero solo hubo diferencia significativa entre la
muestra control y la procesada a las 96 horas. Aunque este estudio sirve como
antecedente, la metodologia para evaluar la viabilidad de los adipocitos y el tiempo
de preservacion es diferente. (93)

Matsumoto y colaboradores obtuvieron lipoaspirados para preservarlos a
temperatura ambiente por 1, 2, 4 y 24 horas, a4 °C por 1, 2y 3 dias y a -80 °C por
1 mes. Ellos evaluaron cambios morfolégicos mediante microscopia electrénica.
(84) Para evaluar el dano a los adipocitos utilizaron la actividad de la G3PDH y la
proporcién de volumen de aceite después de la centrifugacién, basandose en el
trabajo de Boschert. (75) La proporcién de volumen de aceite se calculé dividiendo
el volumen de aceite entre el volumen de aceite sumado al volumen de grasa. En
los resultados no encontraron diferencias en la morfologia de los adipocitos al
examinar las muestras al microscopio. La actividad de la G3PDH disminuyé y la
proporcién de aceite aumenté en las muestras preservadas por mas tiempo.

Desafortunadamente solo las muestras conservadas a temperatura ambiente se
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evaluaron en las primeras horas y no fueron comparadas en el mismo periodo de

tiempo con muestras refrigeradas. (84)

Justificacion

La aplicacion de injertos grasos es una técnica cada vez mas comdn en
cirugia plastica y se utiliza tanto en procedimientos de cirugia estética como de
reconstructiva. Sin embargo, uno de los principales problemas de este método es
que el resultado final es muy impredecible, esto es debido por la gran variabilidad
en la cantidad de grasa reabsorbida que se tiene con las técnicas convencionales.

En general, la perdida de volumen graso, via reabsorcién o necrosis, es la
causa primaria de resultados pobres para este procedimiento. Esto se traduce en
asimetrias y complicaciones, que requieren correccidén con cirugias subsecuentes.

En consecuencia, el enfoque de los estudios actuales sobre injertos grasos
se centra en los métodos que pudieran mejorar la sobrevida y resultado final de la
grasa injertada. A la fecha, se han descrito diversos métodos de recoleccion y de
procesamiento de la grasa lipoaspirada que han permitido la estandarizacién de la
toma y procesamiento de esta. Sin embargo, nosotros hemos demostrado en un
estudio previo que la grasa obtenida tiene un alto porcentaje de células no viables
0 en proceso de apoptosis. Adicionalmente al trauma de la extraccion, los
adipocitos son dejados habitualmente en decantacion hasta por dos horas
posteriores a la liposuccién mientras se obtiene el volumen de grasa requerida
para la infiltracion. Este proceso se traduce en una disminucién aun mayor de

apoptosis y muerte de los adipocitos que seran infiltrados.
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La importancia de nuestro estudio radica en que, si nosotros lograramos
demostrar que la refrigeraciobn de los lipoaspirados en las primeras horas
posteriores a su obtencién tiene un efecto favorable en la viabilidad de los
adipocitos decantados, en teoria podriamos incrementar las posibilidades de una
mayor tasa de supervivencia del injerto graso. Esto es de suma importancia ya
que la tasa de pérdida de injertos grasos pudiera disminuirse, por lo menos al
tener un mayor nimero de células viables al momento de la infiltracién. Con este
meéetodo podriamos controlar en mayor medida los resultados de estos
procedimientos, con lo que podriamos disminuir las complicaciones, los resultados
desfavorables y las reintervenciones. Esto a su vez tendria un impacto en la
morbilidad del paciente y también en la cuestién econdémica, ahorrando tiempo y
recursos que tendrian que ser utilizados para corregir o mejorar los resultados
obtenidos

Al dia de hoy, no hemos encontramos ningun trabajo evaluando el efecto de
la refrigeracion de lipoaspirados en las primeras horas posteriores a su toma. Por
lo tanto, consideramos que éste estudio tiene la originalidad necesaria para ser
considerada como un trabajo de investigacién factible y relevante. Decidimos
entonces realizar el presente estudio para valorar el efecto de la refrigeracion en la
viabilidad de las células de la grasa en decantacién en las primeras dos horas

posteriores a la toma.

Marco de Referencia
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Necrosis se define a la muerte patolégica de una o un conjunto de células
provocada por agente nocivo que causa una lesién grave con incapacidad para
mantener la integridad de la membrana celular y la consiguiente salida de los
elementos citoplasméaticos, desnaturalizacion de las proteinas por accion de los
lisosomas o proveniente de enzimas liticas de leucocitos vecinos. Todos estos
cambios condenan a la célula a perder su funcidén especifica, y solamente forma
parte de restos celulares que seran fagocitados por los macréfagos.

Durante un procedimiento de liposuccién y en la basqueda de realizar un
injerto de grasa autélogo la célula grasa sufre un estado de isquemia y una serie
de traumatismos que van desde su paso por la canula y el vacio generado en ésta
hasta su aplicacion nuevamente en el paciente, con el aumento de presién en la
jeringa y el paso nuevamente a través de una canula para ser colocado en su sitio;
no sin antes olvidar el tiempo que permanece en decantacion o dependiendo de la
técnica de procesamiento el ser colocada en una centrifuga antes de ser aplicado
al paciente. Con todo esto podemos observar una gran cantidad de factores
nocivos que influyen en el desenlace de la célula: la necrosis 0 ausencia de
viabilidad y con esto la explicacion de la pérdida de un injerto graso de hasta en un
50% o més.

Viabilidad se define como la capacidad para sobrevivir de una célula o de
un organismo. Existen diferentes métodos para la medicién de la viabilidad de una
célula. De las mas frecuentemente utilizadas en la literatura se encuentran el TB,
el cual es un colorante azoico utilizado en tinciones histolégicas que permite
diferenciar células vivas de muertas, ya que las células que se encuentran vivas

no se colorean debido a que la membrana celular intacta es selectiva respecto a
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qué compuestos pueden atravesarla por lo tanto no se incorpora la tincion a la
célula; sin embargo si llega a atravesar la membrana de las células muertas
mostrando un distintivo color azul al microscopio; por lo que también esta técnica

recibe el nombre de método de tincion por exclusion.
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CAPITULO Il

HIPOTESIS

Hipotesis

La conservacion del lipoaspirado a 4 grados centigrados disminuye la apoptosis y

mantiene la viabilidad de los adipocitos durante las primeras dos horas posteriores

a su obtencion.

Hipdtesis Nula

La conservacién del lipoaspirado a 4 grados centigrados no disminuye la

apoptosis y no mantiene la viabilidad de los adipocitos durante las primeras dos

horas posteriores a su obtencion.
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CAPITULO IV

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar si la conservacién del lipoaspirado a 4 grados centigrados mantiene la

viabilidad y disminuye la apoptosis de adipocitos durante las dos primeras horas.

Objetivos Especificos

1. Obtener el lipoaspirado y conservarlo en dos grupos: el primero a 4°C y

el segundo a temperatura ambiente.

2. Determinar la viabilidad de los adipocitos conservados a las diferentes

temperaturas (4 grados y temperatura ambiente) con azul de tripano.

3. Analizar la apoptosis de los adipocitos conservados a las diferentes

temperaturas mediante la técnica de TUNEL.
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Capitulo V

MATERIAL Y METODOS

Metodologia

Diseno del Estudio

Estudio experimental, longitudinal, comparativo, prospectivo no cegado.

Poblacion, Muestreo y Muestra

Numero de sujetos por incluir y fundamento del calculo: utilizando una férmula
para prueba de hipdtesis y diferencia de dos, con un valor za de 1.96 con nivel de
significancia del 95% para dos colas, y un valor zf3 de 1.28 con una potencia de
90%, esperando una diferencia de 20% y una desviacién estandar de +10%, se

obtuvo una muestra de 6 participantes por grupo como minimo.

Se incluyeron 20 pacientes que experimentaron liposuccion en abdomen por

razones estéticas.

Criterios de Inclusion
e Adultos (mayores de 18 afnos)
e Que requieran algun procedimiento que involucre lipoaspirado abdominal

e Cualquier género
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e Con Indice de Masa Corporal (IMC) entre 18.5 — 34.9.
e Pacientes que decidan participar en el estudio y firmen consentimiento

informado.

Criterios de Exclusion
e Pacientes con antecedente de alguna enfermedad crénica
e Pacientes con antecedente de alguna cirugia en el abdomen o evidencia
de infeccidn en el momento de la cirugia.
e Pacientes embarazadas
e Pacientes con enfermedades de tejido conectivo.
e Pacientes con algun tipo de tratamiento medico.
e Pacientes que no firmen consentimiento informado.

e Pacientes con datos de infeccidén en algun sitio

Criterios de Eliminacion

e Muestras procesadas con desviaciones al protocolo.

Instrumentos y Mediciones

Previo a los procedimientos se obtuvo consentimiento informado de todos los
pacientes que cumplieron con los criterios de inclusibn mencionados y que
aceptaron participar en el estudio, el cual se sometié al comité de ética de nuestra

institucion para su aprobacion.
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Obtencion de la muestra

. Previo protocolo de asepsia y antisepsia quirdrgicos se infiltr6 el abdomen
con una solucion de Klein modificada (1000 cc de solucién fisioldgica) (PiSA
Farmacéutica, Guadalajara, México) mas un miligramo de epinefrina (PiSA

Farmacéutica, Guadalajara, México)

. Se esperaron 20 minutos antes de iniciar el aspirado para permitir la
vasoconstriccion.
. Se tomaron las muestras de flanco izquierdo y flanco derecho con una

canula de lipoaspiracion tipo Mercedes de 4 mm (Byron Mentor, Santa Barbara,
Estados Unidos) mediante una jeringa de 60 cc (BD México, Ciudad de México,
México).

. Estas muestras se asignaron de manera aleatoria mediante una hoja de
Excel 2013 (Microsoft, Redmond, Estados Unidos) al grupo control y al grupo de

refrigeracion.

Procesamiento de la muestra

. Todas las muestras se centrifugaron a 50g por un periodo de 2 minutos y
posteriormente se tomé una muestra de un cc de grasa y se colocaron en tubos de
ensayo de 5ml.

. De acuerdo con el grupo asignado, las muestras del grupo control
permanecieron a temperatura ambiente y del grupo de estudio se mantuvieron a 4
C.

. Se mantuvieron las muestras en reposo, a la temperatura indicada, para su

analisis al tiempo 0, 60 y 120 minutos.
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Determinacién de la viabilidad celular

. Todas las muestras (de ambos grupos) se procesaron de la siguiente
manera al tiempo 0, y los 60 y 120 minutos.

. Se digirieron las muestras colocando un cc de la capa adiposa con un cc de
Colagenasa tipo | al 0.2% a 37 grados en bafio maria por una hora.

. Posterior a la digestién se tifieron las muestras con tinte azul de tripano en
una solucién al 0.4%. El nimero de células viables se determind con una muestra
de 100 microlitros en una dilucién 1:1 con azul de tripano y se cuantific6 con un
hemocitometro bajo magnificacion de 400x

. Se evalué la cantidad y porcentajes de células viables de cada grupo.

. Se reportaron los valores y se vaciaron en una tabla de EXCEL

Determinacién de la apoptosis

. Se utilizé el TACS® 2 TdT-Fluor In Situ Apoptosis Detection Kit (Trevigen
Inc., Gaithersburg, USA).

. Se determinaron a través de la técnica de TUNEL (Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase (TdT) dUTP Nick end labeling) los sitios de
fragmentacion del acido desoxirribonucleico (ADN) en nucleos de células fijadas
que estaban cursando apoptosis.

. Se marcaron por inmunofluorescencia los nucleos en apoptosis en color
verde y los nucleos de todas las células en azul. (Figura 1)

. Se reportaron los valores de cada grupo y se vaciaron en una tabla de

EXCEL para su comparacion.
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Recoleccion de datos y analisis final

. Se recolectaron los datos en un formulario donde se incluyé:

a) Nombre

b) Edad

C) Registro hospitalario

d) Medicién de la viabilidad con azul de tripano a los 0, 60 y 120 minutos

e) Medicién de la apoptosis con el Kit TUNEL a los 0, 60 y 120 minutos en

cada grupo

Estrategia para el Analisis de datos

Las variables continuas seran descritas con medidas de tendencia central como
medias y desviacidbn estandar, para las variables categdricas se utilizara
porcentajes y frecuencias. Las variables numéricas se compararan con prueba t
de Student para muestras independientes en el caso de tener distribucién normal,
o con u de Mann Whitney en caso de variables no paramétricas. Las variables
dicotdmicas seran analizadas utilizando Chi cuadrada o test exacto de Fisher en el
caso de tablas de 2x2. El andlisis estadistico se realizara con IBM SPSS versién

20(SPSS, Inc, Armon,NY).

Consideraciones Eticas

31



La investigacién se apeg6 a las disposiciones establecidas en el reglamento
de la Ley general de Salud en materia de Investigacién para la Salud (Secretaria
de Salud, 1987) en los siguientes articulos. Titulo Segundo del Libro:

Articulo 13. Se respet6 la dignidad y la protecciéon de los derechos y
bienestar del paciente, protegiendo su individualidad durante todos los

procedimientos realizados.

Articulo 14.- La Investigacion que se realice en seres humanos debera

desarrollarse conforme a las siguientes bases:

l.- Se ajustara a los principios cientificos y éticos que la justifiquen;

Il.- Se fundamentara en la experimentacién previa realizada en animales, en

laboratorios o en otros hechos cientificos.

[ll.- Se debera realizar s6lo cuando el conocimiento que se pretenda

producir no pueda obtenerse por otro medio idoneo;

V.- Contara con el consentimiento informado y por escrito del sujeto de
investigacion o su representante legal, con las excepciones que este

Reglamento sefala.

VI.- Debera ser realizada por profesionales de la salud a que se refiere el
articulo 114 de este Reglamento, con conocimiento y experiencia para
cuidar la integridad del ser humano, bajo la responsabilidad de una
institucién de atencién a la salud que actiue bajo la supervision de las

autoridades sanitarias competentes y que cuente con los recursos humanos
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y materiales necesarios, que garanticen el bienestar del sujeto de

investigacion;

Articulo 16.- En las investigaciones en seres humanos se protegera la
privacidad del individuo sujeto de investigacion, identificandolo s6lo cuando los

resultados lo requieran y éste lo autorice.

Articulo 18.- El investigador principal suspendera la investigacién de
inmediato, al advertir algun riesgo o dafio a la salud del sujeto en quien se realice
la investigacion. Asimismo, sera suspendida de inmediato cuando el sujeto de

investigacion asi lo manifieste.

Articulo 20.- Se entiende por consentimiento informado el acuerdo por
escrito, mediante el cual el sujeto de investigacion o, en su caso, su representante
legal autoriza su participacién en la investigaciéon, con pleno conocimiento de la
naturaleza de los procedimientos y riesgos a los que se sometera, con la

capacidad de libre eleccién y sin coaccién alguna.

Articulo 21.- para que el consentimiento informado se considere existente,
el sujeto de investigacion o, en su caso, su representante legal debera recibir una
explicacion clara y completa, de tal forma que pueda comprenderla, en todos los
aspectos.

Articulo 22.- El consentimiento informado debera formularse por escrito y

debera formularse por escrito y retne todos los requisitos de este articulo.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

Se incluyeron 20 pacientes en el estudio. No hubo ningun paciente excluido
0 muestras eliminadas. Todos los pacientes fueron mujeres con una edad media
de 36.5 (21-67) anos.

En cuanto a la viabilidad, al tiempo 0 (inmediatamente después de la
liposuccién) la viabilidad de las muestras en el grupo control (temperatura
ambiente) fue 59.08 £ 24% y 60.96 + 22% (p=0-85) en el grupo de refrigeracion. A
los 60 minutos después de la toma, la viabilidad del grupo control fue de 50.82 +
21% y 55 £ 32.6% (p=0.74) en el grupo de refrigeracion. A los 120 minutos, la
viabilidad del grupo control fue de 42.69 * 20.85% mientras en las muestras
refrigeradas fue de 50.33 + 21% (p=0.42). (Figura 2)

En cuanto a la apoptosis, el porcentaje de células positivas (apoptéticas) al
tiempo 0 fue de 37.87% + 9.7% para el grupo control y 34.28 + 9.74% (p=0.53) en
el grupo de refrigeracion. A los 60 minutos los valores fueron de 51.11 + 8.64%
para el grupo control y de 45.94% + 9.15% para el grupo de refrigeracion (p=0.33).
A los 120 minutos, 62.97% * 13.33% de las células eran apoptéticas en el grupo

control contra 55.81 £ 9.45 % en el grupo de refrigeracion (p=0.3). (Figura 3)
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CAPITULO VII

DISCUSION

El manejo y preparacion de la grasa después de la liposuccién son algunas
de las variables incluidas para el proceso de injerto de grasa, por lo tanto, juegan
un papel importante en la supervivencia de los adipocitos. Teniendo en cuenta que
la viabilidad de las células disminuye con el tiempo una vez que son privadas del
suministro de sangre (84,75) una de las acciones légicas para disminuir la muerte
de las células seria refrigerarlas mientras son recolectadas y preparadas para
injertar.

La refrigeracién, como método de preservacion, es conocido y usado desde
tiempos antiguos (94, 95) y es una de las técnicas de preservacion basicas en los
laboratorios alrededor del mundo. Por ello, conducimos este estudio para valorar si
la refrigeracion pudiese disminuir la muerte o apoptosis en los adipocitos mientras
son preparados para injertarse.

Como se menciond anteriormente, existen diversos estudios sobre la
criopreservacion de la grasa, pero la mayoria de ellos fueron orientados a
preservar grandes cantidades de grasa por largo tiempo, buscando la reinyeccion
de la grasa conservada en una segunda cirugia. Este enfoque evidentemente no
es aplicable para el entorno quirtrgico comun donde la grasa se debe injertar en
las primeras horas. Sin embargo, mostraron datos importantes que pudieran ser

pertinentes para nuestro estudio. Los estudios de Wang y Matsumoto reportaron
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viabilidad a corto plazo y morfologia de adipocitos, reportando resultados similares
con muestras refrigeradas contra las no refrigeradas (84, 93).

Decidimos estudiar la viabilidad y apoptosis de los adipocitos porque
creemos que esto nos va a permitir ver la “imagen completa” del dafio a las
células. Es decir, la evaluacién de viabilidad puede mostrar células vivas
(metabdlicamente activas) pero en el proceso de apoptosis, enmascarando algun
dano de las células. Ademas, la refrigeracién, si es efectiva, podria disminuir la
mortalidad o la apoptosis de las células, haciendo relevante evaluar ambos
aspectos.

Los resultados mostraron que las muestras refrigeradas tuvieron una mejor
supervivencia que las que se dejaron a temperatura ambiente, y que la diferencia
aumento6 con el tiempo. Sin embargo, la diferencia fue de tan solo 5% a los 60
minutos y de 8% a los 120 minutos, siendo la diferencia no significativa (Figura 2).
La apoptosis mostrd resultados similares, con diferencia de 6% en la primera hora
y de 7% en la segunda hora. De nuevo, no se encontr6 diferencia significativa
(p>0.05) (Figura 3). Con estos resultados, calculamos que la muestra requerida
para alcanzar diferencia significativa seria de 392 pacientes por grupo. Creemos
que la diferencia entre las medias es tan corta que no tiene sentido extender el
namero de pacientes para lograr importancia.

La tendencia de nuestros resultados es que, a mayor tiempo, habra mayor
diferencia entre muestras refrigeradas y no refrigeradas, de acuerdo con la
literatura existente (74, 83-86, 89). Sin embargo, limitamos los tiempos hasta 120

minutos porque ese seria un tiempo razonable para la recoleccién de grasa en una
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liposucciéon comun. Buscar el efecto a largo plazo estd mas alla del alcance del
articulo.

Basado en nuestros resultados, creemos que la refrigeracion puede mejorar
la viabilidad y disminuir la apoptosis de los adipocitos, pero en menos del 10% a
las 2 horas. Entonces, todos deben equilibrar este beneficio con la inversion en
equipo y la implementacién del proceso para ese proposito dentro de la sala de

operaciones.
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CAPITULO VI

CONCLUSION

Refrigerar el lipoaspirado a 4°C disminuy6 la mortalidad y la apoptosis de

los adipocitos en menos del 10% en las primeras 2 horas después de la toma.

Se necesitan estudios mas grandes para lograr significancia estadistica.

Se acepta la hipétesis del estudio.
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CAPITULO IX

ANEXOS

Figura 1

La apoptosis del tejido adiposo fue determinada usando el ensayo TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling).

a) Examen DAPI. Los nucleos estan tenidos en azul.

b) Luz Roja. Utilizada para identificar los artefactos.

c) FITC (isotiocianato de fluoresceina). Los nucleos apoptoticos se tinen y se

visualizan bajo un microscopio de fluorescencia.
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Figura 2
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Viabilidad. Las muestras refrigeradas tenian una mejor viabilidad en comparacion
con las muestras a temperatura ambiente. La diferencia entre los grupos aumenté

con el tiempo, pero no fue significativa (p> 0.05) (ver texto para mas detalles).
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Figura 3
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Apoptosis. La apoptosis aumentd durante el estudio. La refrigeracion disminuyd la
apoptosis a los 60 y 120 minutos después de la liposuccién. La diferencia no fue

significativa (p> 0.05) (Ver texto para mas detalles).
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