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3.- RESUMEN

Las cicatrices, tanto hipertréficas como queloides han sido un problema para los cirujanos
desde épocas muy antiguas; muchos factores etioldégicos han sido involucrados y se han

propuesto multiples tratamientos.

Sin embargo hasta la fecha continua siendo un tema de controversia debido a que ningun
tratamiento ha comprobado ser completamente efectivo en la prevencion, tratamiento y de
la recidiva, convirtiendo este topico en uno de los problemas contemporaneos de la

investigacion que compete al cirujano plastico.

Trabajos publicados recientemente demuestran la mejoria de la calidad de la piel con
base en la colocacion de células troncales (CT) presentes en los adipocitos de pacientes

que presentan cicatrices patolégicas.

Basado estos estudios en la produccion de colageno, elastina, acido hialurénico que
proviene de una célula adiposa la cual tiene como efecto mejorar la calida de la piel. Y
mejorando los factores celulares alterados en el desarrollo de cicatrices patolégicas. Las
ultimas publicaciones apuntan a una fraccion de CD34 el cual direcciona la diferenciacion

del adipocitos en las células que interfieren en el proceso de la cicatrizacion.



4.- ABREVIATURAS

NG: nanograsa

LPI: Lipoinyeccién

FG: Filtrado de la grasa

CH: Cicatriz hipertrofica

CTM: Células Troncales Mesenquimales

CMS-TA: Células Troncales Mesenquimales derivadas de Tejido Adiposo

CT:Células troncales.



5.-INTRODUCCION

Las cicatrices son el resultado de un proceso dinamico de cicatrizacion en el que las
etapas de hemostasia, infiltracion, proliferacién y remodelacion se llevan a cabo durante
periodos de tiempos especificos. Posterior a la lesion, ya sea traumatica o planificada
(quirdrgica), se lleva a cabo dicho proceso inflamatorio en el cual las células denominadas
macrofagos juegan un papel protagénico generando mediadores que eliminan patégenos
y desbridan la herida localmente. El proceso de epitelizacion se produce durante la etapa
proliferativa, en la cual entra en juego la matriz extracelular, a través de la proliferacién y
funcion de los fibroblastos se lleva a cabo el proceso de contraccion de la herida, etapa
vital y de mayor importancia en el proceso de cicatrizacion. Hoy en dia existen multiples
opciones para el tratamiento de las cicatrices hipertréficas como son laminas de silicon,
radioterapia, infiltracién con antineoplasicos (5-Fluoracilo), infiltracién con Triamcinolona

entre otros.

Recientemente, los estudios de las células troncales han cambiado los métodos de
analisis y uso de la grasa, debido a un grupo de células descubiertas en 2001
denominadas células mesenquimales derivadas de tejido adiposo (CMS-TA), desde
entonces, han surgido numerosos estudios y practicas desarrollados con ellas que han
hecho que, en la actualidad, las aplicaciones de las CMS-TA sean conocidas en el campo

de la Cirugia Plastica.

Las células troncales mesenquimales (MSCs) son células troncales perteneciente a las
células troncales multipotentes, estas células tienen la potencialidad de diferenciacién
hacia el linaje del tejido mesodermal (osteoblastos, adipocitos, condrocitos vy

miofibroblastos). Siendo una fuente prometedora de células renovables para la



investigacion, a pesar de que las podemos encontrar en tejido adulto aun conservan el
potencial terapéutico para tratar lesiones y enfermedades; una de las ventajas del

aislamiento, cultivo, expansién y diferenciacién es que no representa un problema ético.

En trabajos publicados recientemente demuestran la mejoria de la calidad de la piel con la
infiltracion de nanograsa en pacientes que presentan cicatrices patoldgicas, esto
implicaria una mejoria con una disminucién importante de los costos, debido a que la
grasa se toma del mismo paciente y luego de un proceso de filtrado se inyecta en la

cicatriz a tratar.
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6.- ANTECEDENTES

La cicatrizacién exagerada ya fue descrita en el Papiro de Smith alrededor del ano 1700
como patologias o desordenes fibroproliferativos desde antes de Cristo, pero no fue hasta
los afnos posteriores que 1770 en que Retz y 1802 en que Alibert , describieron este
cuadro que ocurre después de una cirugia o quemadura, inflamacién o cualquier tipo de
trauma. Peacock en 1970, definié cicatriz hipertréfica como una cicatriz excesiva que
sobresale fibrosa, eritematosa, levantada y pruriginosa por encima del nivel cutaneo y
cuyos limites se forman dentro de los bordes iniciales que se mantienen confinados dentro
de la herida, habitualmente en un area de tension, mientras que en el queloide los limites
sobrepasan la lesion original.( La formaciéon de cicatrices hipertroficas y queloides esta
siempre precedida de una prolongacion y/o exageracion en la fase inflamatoria de la
cicatrizacién. En realidad, parece que los dos mecanismos estan involucrados en la
presencia de estas alteraciones. Tanto la cicatriz hipertrofica como los queloides se
caracterizan por tener un aumento importante en las fibras de colageno que ademas estan
organizadas de una manera aleatoria, lo que implica el defecto en la remodelacion.
Asimismo, las cicatrices hipertréficas poseen un numero muchisimo mayor de mastocitos
que las cicatrices normales, los cuales con su liberacion de histamina, son responsables
del prurito, el eritema y el edema de estas lesiones. ' Esto lleva a un incremento en la
sintesis de citoquinas fibrogénicas, lo que a su vez se traduce en un aumento en la
presencia de matriz extracelular, lo cual es la base en la fisiopatologia de estos
desordenes. Este aumento en la matriz extracelular puede deberse a un incremento en la
sintesis de colageno, fibronectina y otros proteoglicanos o a una disminucién en la
degradacion de estas proteinas de matriz con una alteracién en la remodelacion de las

mismas.® Existen diversos tipos de tratamientos entre los que se encuentran tratamientos
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quirurgicos, topicos, corticoides intralesionales, antineoplasicos, presoterapia, geles de

Silicona , radioterapia superficial, diferentes tipos de laser e incluso con toxina botulinica.

(3,4,5,6,7,8,9)

En el 2013 en Bélgica, el Dr. Patrick Tonnard describe el uso de Nanofat como una
infiltracion intradérmica de grasa emulsionada para el rejuvenecimiento de la piel perioral,
piel glabelar y la piel dafada por el sol en la zona del escote, cuatro cicatrices y dos
pacientes con hiperpigmentacion de los parpados inferiores ('9. La principal diferencia en
comparacion con las otras técnicas de injerto de grasa conocidas hasta entonces fue que
en ella no habia adipocitos viables en el contenido inyectado, mientras que las CMS-TA

mantenian sus propiedades funcionales.

Por otro lado, Chang y cols realizaron un estudio preliminar in vivo en ratones, en este
protocolo se demuestra el efecto de las CT, al producir un blanqueamiento de la piel
pigmentada. La relacion de este efecto se asocié con la accién apocrina de las CMS-TA
por su secrecion de citoquinas, en especifico un regulador de tirosina que esta

directamente relacionada con la sintesis de melanina.

INJERTO GRASO

Los primeros informes sobre el injerto de grasa autdloga se publicaron a principios del
siglo XX. Se implementé mas ampliamente después de la introduccion de la liposuccion
por lllouz en los afios ochenta. Desde la estandarizacion de la técnica de injerto de grasa

por Coleman una década después, el lipofilling se ha convertido en una herramienta muy

12



importante y valiosa en la cirugia plastica. ?®

Muchos cirujanos han observado que el tejido graso trasplantado no solo proporciona
volumen y moldeamiento, sino que también mejora los tejidos circundantes donde la grasa
fue infiltrada. Se ha observado mejoria de la piel envejecida, cicatrices, dafio por

radioterapia y Ulceras cronicas, entre otros: )

El uso de injertos grasos no se limita unicamente como relleno, dadas las propiedades
angiogénicas y la disponibilidad de CT de los mismos. Toma su ventaja frente a otras
técnicas de la versatilidad del tejido pre adiposo y su potencial para las lineas
mesenquimatosas en el area de la ingenieria tisular. ® También se ha demostrado que
con las CMS-TA que contiene, la grasa inyectada mejor a la textura y la calidad de la

piel.C?

MICROGRASA Y NANOGRASA

El injerto de micrograsa en la capa dérmica profunda de la piel habia sido descrito para
aplicarse con agujas afiladas de calibre 23 para el tratamiento de las arrugas en la cara.
Para trabajar aun mas superficialmente con agujas afiladas (calibre 27), la grasa
cosechada se emulsiond mecanicamente y se filtré6 hasta que se obtuvo una suspension

liquida. A esto lo llamamos nanograsa. (%

Mas de un siglo ha pasado desde la primera definicién de las CT como células
ancestrales de la linea germinal, y desde entonces se han publicado un numero

significativo de estudios y descubrimientos sobre su potencial y aplicacion en medicina
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regenerativa y cirugia. ®+2®

Las CMS-TA se descubrieron por primera vez en 2001. Desde entonces, se han realizado
muchas investigaciones sobre estas células progenitoras pluripotenciales derivadas del
mesénquima. Actualmente, las aplicaciones de la terapia derivada de células adiposas se
extienden mucho mas alla del campo de la cirugia plastica. En los ultimos afos, el interés
en el tejido adiposo como una fuente ideal de células madre mesenquimatosas (MSC) ha
aumentado. Estas células son multipotenciales y pueden diferenciarse in vitro en varios
linajes celulares postulandose para diversas aplicaciones clinicas y estéticas, tales como

cirugia ortopédica, plastica y reconstructiva. ©?

El proceso mecanico de lipoaspiracion es una técnica comunmente empleada para
posterior lipoinjerto con fines de relleno y rejuvenecimiento de la piel. Se ha demostrado
previamente que una de estas formas de procesamiento mecanico, el "injerto de
nanograsa", da como resultado una regulacién positiva de los marcadores multipotentes

de CMS-TAy de las poblaciones de células progenitoras endoteliales. 2

TOMA DEL INJERTO

En un estudio realizado por Dr. Patrick Tonnard en Bélgica, publicado en el 2013, donde
describe la Nanograsa, la grasa se recogio en la parte inferior del abdomen después de la
infiltracién con una solucion de Klein modificada (lidocaina 800 mg / litro y adrenalina 1:
1.000.000). La grasa cosechada se enjuago y se filtro a través de un pafio de nylon estéril
con un tamafo de poro de 0,5 mm que se montd sobre un recipiente estéril. Se utilizaron
dos canulas de aspiracion diferentes. Se analizaron tres muestras diferentes del producto

lipoaspirado. ("9
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En detalle, se realizé un procedimiento de liposuccion de alta presion negativa usando un
dispositivo de liposuccion estandar. En el primer grupo, se utilizé una canula estandar de
liposucciéon tipo Mercedes de 3 mm con grandes orificios laterales (2 x 7 mm). En el
segundo y tercer grupo, la grasa se cosecho6 con una canula de 3 mm de multiples puertos
con agujeros laterales afilados de 1 mm de didmetro; ambos fueron obtenidos de Tulip

Medical Products (San Diego, California). 1%

Después del enjuague con solucién salina, no se realizé ningun procesamiento posterior
de la grasa del primer grupo (denominada "macrofat") y del segundo grupo (denominado
"microfat"). En el tercer grupo, la grasa se emulsioné mecanicamente después de

enjuagar.('®

La emulsificacion de la grasa se logré desplazando la grasa entre dos jeringas de 10cc
conectadas entre si por un conector Luer-Lok hembra a hembra. Después de 30 pasadas,

la grasa se transformo en una emulsion. 19

Al final del proceso de fragmentacion, la grasa se volvid liquida y adquirid un aspecto
blanquecino. Después de este proceso de emulsion, el liquido graso se volvié a filtrar
sobre la tela de nylon estéril y el efluente se recogié en un recipiente estéril. Esto se hizo
para eliminar los restos de tejido conectivo que bloquearia las agujas finas. Este efluente

se llama "Nanograsa”. %

Muchos investigadores han subrayado la importancia de retirar los componentes pro
inflamatorios no viables del lipoaspirado, incluyendo el aceite, las células sanguineas, el

33 L a eliminacion de estos

tejido dafiado y los desechos, antes del reimplante.
componentes se consigue tipicamente usando técnicas tales como centrifugacién, lavado

con filtraciéon, o sedimentacién por unidad de gravedad simple y decantacion.
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7.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las cicatrices, tanto hipertréficas como queloides han sido un problema para los cirujanos
desde épocas muy antiguas; muchos factores etiolégicos han sido involucrados y se han
propuesto multiples tratamientos, sin embargo a la fecha no contamos con un tratamiento
efectivo de bajo costo. En el servicio de Cirugia Plastica del Centro Médico Nacional “20
de Noviembre” se atiende a diario un gran numero de pacientes con cicatrices
hipertréficas, en el tratamiento de estos pacientes usamos diversas opciones como son
las laminas de silicon, infiltracion con 5-fluoracilo, infiltracion con triamcinolona, terapias
que o no nos dan un resultado eficiente o son de alto costo. Debido a que no se cuenta
con estudios previos ni se ha utilizado la lipoinfiliracién de nanograsa en nuestro servicio
como opcion terapéutica para estos pacientes, nuestro objetivo es tratar de demostrar que
con la lipoinfiltracidon de nanograsa en condiciones adecuadas podra resultar efectivo o

mejor que las terapias actuales en el tratamiento de las cicatrices hipertroficas.

De resultar efectivo se realizara la difusion de los resultados del estudio con el fin de

proponer esta nueva modalidad terapéutica.
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8.- JUSTIFICACION

Encontrar en el nanoinjerto graso un tratamiento adecuado para las cicatrices

hipertréficas.
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9.- HIPOTESIS

Los pacientes tratados con nanoinjerto graso mejoran la calidad de las cicatrices

hipertréficas, por lo cual se pueden usar como tratamiento para el manejo de las mismas.

18



10.-OBJETIVO GENERAL

Valorar el resultado del nanoinjerto graso en el manejo de cicatrices hipertroficas.

11.-OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Cuantificacién de la mejoria de las cicatrices con el uso de nanoinjerto graso medida
con la escala de POSAS.
2. Derivacién de células troncales mesenquimales de tejido adiposo a partir de la técnica
de explanto.
3. Identificacién inmunofenotipica de las células troncales mesenquimales derivadas de

tejido adiposo.
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12.-METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Disefio y tipo de estudio: Prospectivo, piloto, cuasiexperimental.

Poblacidon de estudio: Pacientes que acudan para su atencién al servicio de cirugia
plastica y reconstructiva del CMN20 de noviembre, ISSSTE en el periodo de 2019 a

2021.

Universo de trabajo: Pacientes del servicio de Cirugia Plastica del Centro Médico

Nacional 20 de Noviembre

Tiempo de ejecucion: Periodo comprendido entre Febrero 2019 — Febrero 2021

Tipo de muestreo: Se realizara un muestreo consecutivo no aleatorizado por lo que no

aplica este rubro.

Criterios de inclusion:

Pacientes con cicatrices hipertroficas que acudan al servicio de cirugia plastica del centro

médico nacional 20 de noviembre.
Pacientes que estén de acuerdo con participar en el estudio.
Pacientes sin comorbilidades de la piel

Criterios de exclusion:

Pacientes que al hacer la valoracion preoperatoria se reporte riesgo mayor ASA Il — V.
Pacientes que no estuviesen de acuerdo en ser parte del estudio.
Pacientes con comorbilidades de la piel

Pacientes en protocolo de estudio por cancer

20



Pacientes con cicatrices previamente tratadas con alguno de los siguientes tratamientos:

Uso de laminas de silicon, Radioterapia, Infiltracion de antineoplasicos (5-Fluoracilo)

intralesional, Infiltracién de Triamcinolona intralesional.

Criterios de eliminacion:

Pacientes fallecidos durante el periodo del estudio.

Pacientes que se inicien gestacion durante el estudio.

Pacientes cuyas comorbilidades impidan seguir adelante con el estudio.

Pacientes que no sigan indicaciones adecuadamente o que no acudan a cita de

seguimiento.

Metodologia para el calculo del tamano de la muestra y tamano de la muestra:

Se realizara un estudio piloto el cual se iniciara solamente con 10 pacientes, esto debido

al espacio y las limitaciones de nuestro centro en estos momentos con relacién al uso de

recursos
Variables
Variable Definicion Unidad de Tipo de variable
medicion

Edad Edad en afos del Anos Cuantitativa
paciente

Sexo Género del Si/ No Cualitativa nominal
paciente dicotomica

Zona de cicatriz Lugar en donde Cara, cuello, Cualitativa nominal

hipertréfica se encuentra la abdomen, torax,
cicatriz miembros
hipertréfica en el | toracicos,

Zona toma de grasa

Valoracion cicatriz (1
mes, 3 meses, 6
meses)

paciente

Lugar de donde
se extrae la grasa
Tiempo de
valoracién segun
la evolucion

miembros pelvicos,
Abdomen, flancos

Tiempo (1 mes, 3
meses, 6 meses)

Cualitativa nominal

Cuantitativa
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Antecedentes
patologicos

Complicaciones

Enfermedades
sistemicas que
puedan afectar el
proceso
Desarrollo de un
evento adverso

(Diabetes,
enfermedad el
colageno)

Si/ No

Cualitativa

Cualitativa nominal
dicotomica

tras la aplicacion

de nanograsa

Habitos toxicos Cigarrillo, tisanas,
que puedan influir ' otras drogas

en el
postoperatorio
Tiempo
transcurrido hasta
alcanzar la
totalidad del area
de cultivo

Habitos toxicos Cualitativa

Confluencia Porcentaje Numeral

Técnicas y procedimientos a emplear:

Procedimiento para la toma, preparacion e infiltracion del injerto nanograso

Posterior a riguroso lavado de manos quirdrgico, bajo técnica de asepsia y antisepsia con
batas estériles, botas, gorros, cubrebocas y colocacion de guantes estériles, dentro de un
quiréfano de nuestro centro médico se tomara grasa autéloga de regién abdominal,
flancos o cara interna de muslo, (este procedimiento con canulas debidamente
esterilizadas bajo las normas de esterilizacion de nuestro centro) no mas de 20 ml de los
pacientes que califiquen para el estudio y luego de preparar los nanoinjertos grasos
(filtrado de grasa) dentro del mismo quiréfano y con las medidas de asepsia y antisepsia
ya definidas, se infiltrara 1 ml en la zona de la cicatriz patoldgica en un evento quirtrgico
unico. Se descartara el material biolégico restante en el mismo momento en botes de
color rojo para residuos peligrosos bioldgico infecciosos, segun la NORMA Oficial
Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud ambiental -

Residuos peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo,
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uso acostumbrado en los quiréfanos de nuestro centro médico. Se utilizara la escala de
POSAS para el seguimiento de las cicatrices pre y post tratamiento con nanoinjerto graso.
El seguimiento se dara en los periodos de 1, 3 y 6 meses post tratamiento con
documentacion fotografica y utilizando el cuestionario correspondientes de la escala

POSAS tanto para paciente y para el observador.

Derivacion de CTM: Método no enzimatico cultivo y expansion

Del tejido adiposo considerado como desecho se procesaran 1-2 mL de la siguiente
manera: 3 lavados con PBS (Gibco USA). Una que se retiré la mayor parte de eritrocitos
se realizara la técnica de explanto en donde se procedera a colocar de 3 a 5mm aprox. en
el centro del pozo de cultivo (10cm?), se afadiran 0.5 mL de medio de cultivo DMEM
suplementado con 10% de FBS (Gibco, USA), 1% de aminoacidos no esenciales y 1% de
antibidtico y antimicético y se dejara incubando por 3h, una vez transcurrido este tiempo
se afiadiran otros 0.5mL de medio completo; después se renovara el medio de cultivo
cada 72h. Las MSC se cultivaran en condiciones estandar 37°C, 5% CO2 y 95% de
humedad relativa, cuando las células lleguen al 80% de confluencia se realizara un

subcultivo con la ayuda de tripsina al 1%, y un cell-scrapper.

Analisis fenotipico por inmunofluorescencia.

El inmunofenotipo de las células cultivadas sera evaluado mediante la técnica de
inmunofluorescencia, con la finalidad de identificar la presencia de las proteinas CD90 y
CD105 (Marcadores para MSC), las muestras seran fijadas con 4% de PFA a temperatura

ambiente, después seran lavadas con PBS para ser permeadas con 0.05% Triton-X
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(Sigma, USA) en PBS, el bloqueo sera con PBS adicionado con 5% suero de cabra,

0.25% de Tritén X-100 a temperatura ambiente por 30 minutos.

Posteriormente las muestras seran incubadas con los anticuerpos primarios (CD 90 1:150,
CD 105 1:50,1:250, Millipore México) 1 hora a temperatura ambiente y seran lavadas con

PBS e inmediatamente se les colocara el anticuerpo secundario

(FITC 1:500, Abcam, TRITC 1:500, Abcam USA) durante 1h a temperatura ambiente. La
presencia y/o ausencia de la proteina sera mediante la adquisicion de microfotografias
con ayuda de un microscopio invertido de epifluoresencia Olympus I1X71. El nucleo sera

tefiido mediante la incubacién de la muestra en DAPI (300mM, Abcam).

Procedimiento para participaciéon y manejo de la informacién

La participacion es voluntaria, el paciente puede decidir libremente participar o no, esto no
afectara el derecho para recibir atencion médica en el CMN “20 de Noviembre”, si
participa, puede retirarse del estudio en el momento en que lo desee sin que esto influya
sobre el tratamiento habitual que le ofrece el hospital para su enfermedad de base. En la
recoleccién de datos personales se siguen todos los principios que marca la ley : Licitud,
calidad, consentimiento, informacién, finalidad, |lealtad, proporcionalidad vy
responsabilidad. Se han implementado las medidas de seguridad, técnicas,
administrativas y fisicas necesarias para proteger los datos personales y evitar dafo,
pérdida, alteracion, acceso o tratamiento no autorizado. “El nombre del paciente no sera
usado en ninguno de los estudios, las muestras biolégicas obtenidas, cuestionarios, etc.,
no contendran ninguna informacién personal y se codificaran con un niumero de serie para
evitar cualquier posibilidad de identificacién. Los cédigos que identifican su muestra o

informacion estaran solo disponibles a los investigadores titulares quienes estan obligados
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por ley a no divulgar su identidad”. El paciente podra tener acceso a la informacion sobre

este estudio en caso de solicitarlo.

Riesgos y procedimiento para manejo de posibles riesgos y complicaciones

Existen algunos riesgos con relacién a la toma de muestra (lipoaspiracion) y a la inyeccién
de la misma (lipoinfiltracién), como son: seroma (acumulo de liquido), hematoma (acumulo
de sangre), sangrado, infeccion de la herida, dolor, todos referidos al lugar de la toma de
la grasa. Debido a los riesgos que este estudio pudiera implicar, los investigadores y el
CMN “20 de Noviembre” nos comprometemos a proporcionar el manejo y/o tratamiento
médico o el que corresponda a cualquiera de los efectos adversos que pudieran

presentarse en su caso en particular, siendo manejado en este CMN “20 de Noviembre”

Metodologia:

Analisis Estadistico: Se analizaran los datos de variacion de aspecto inicial y final de
las cicatrices y de cada uno de los rubros de la escala POSAS utilizando t pareada.
Prueba Z para variacion en cuanto el numero de meses. Chi cuadrada para otras

variables.

Analogamente se realizara un analisis epidemioldgico, correlacionando variables

demograficas como edad y género con las variables clinicas relevantes.

Se llevara un analisis exhaustivo de correlacion entre dos o mas variables para descubrir
hallazgos que permitan formular otras preguntas de interés médico — quirurgico. Este

analisis de correlacion cubrira:
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La significancia estadistica se juzgara a partir de p < 0.05

El analisis estadistico cubrira tres objetivos principales:

Contestar la pregunta de investigacion:

¢ Los injertos de nanograsa, en que porcentaje mejoran la calidad de la cicatrices

defectuosas?

¢ Seran los injertos de nanograsa una de las opciones terapéuticas mas recomendada

para el manejo de cicatrices hipertroficas?

Demostrar la hipétesis:

Los pacientes tratados con nanoinjerto graso mejoran la calidad de las cicatrices

hipertroficas, por lo cual se pueden usar como tratamiento para el manejo de las mismas.

El analisis estadistico se llevara a cabo través del siguiente Software:

Epi Info 7
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13.-ASPECTOS ETICOS

Normatividad ética

Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion en Salud Las bases

legales de los aspectos éticos de la Investigacién en seres humanos se encuentran en el

titulo segundo de ese reglamento:

Articulo 13.- En toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de estudio, debera

prevalecer el criterio de respeto a su dignidad y la proteccién de sus derechos y bienestar.

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

conforme a las siguientes bases:

VL.

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

Se fundamentara en la experimentacion previa realizada en animales, en
laboratorios o en otros hechos cientificos.

Se debera realizar s6lo cuando el conocimiento que se pretenda producir no
pueda obtenerse por otro medio idéneo.

Deberan prevalecer siempre las probabilidades de los beneficios esperados
sobre los riesgos predecibles.

Contara con el consentimiento informado y por escrito del sujeto de
investigacion o de su representante legal, con las excepciones que este
reglamento sefala;

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 institucion de

atencion a la salud que actue bajo la supervisién de las autoridades sanitarias
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competentes y que cuente con los recursos humanos y materiales necesarios,
que garanticen el bienestar del sujeto de investigacion.
Contara con el dictamen favorable de las Comisiones de Investigacion, Etica y la de

Bioseguridad.

14. CONFLICTO DE INTERESES.: No existen conflicto de intereses.
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15. RESULTADOS

Analisis estadistico:

El estudio se conformé de 12 pacientes, el 91% fueron mujeres. La edad promedio era de

33.9% (DE; 12.5) afos. El 16.6 % de los participantes tenia antecedente de HTA y el

33.3% reportd ser fumador activo. La localizacién anatémica de la cicatriz difiere en cada

uno de los participantes. El 66.6% de la grasa se tomo de la zona infra umbilical.

Tabla 1. Caracteristicas generales

de la poblacién

(n)

%

33.

Edad* 9 [125
Sexo

91
Mujer (11) %
Antecedentes
patolégicos
HTA (2) 116.6
Tabaquismo (4) [33.3
Zona de cicatriz
hipertréfica
Abdomen (1) | 83
Cuello (2) [16.6
Frente (1) [ 8.3
Mama izquierda (1) | 8.3
Mama derecha (1) | 8.3
Mentén (1) | 8.3
Muslo izquierdo (1) [ 8.3
Nariz (1) | 8.3
Pierna / Torax (1) | 8.3
Pierna izquierda (1) | 8.3
Torax (1) [ 8.3
Zona de toma de grasa
Flancos (2) |16.6
Muslo izquierdo (2) 116.6
Infraumbilical (8) |66.6

* Media y desviacion éstandar
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En cuanto al puntaje de la escala POSAS al comparar la zona de intervencién (nano
injerto graso) y control, en el 1er mes se observé una reduccién de 6.59 (DE; 4.63), en el
3er mes una reduccion de 6.58 (DE; 0.89) y en el 6to mes una reduccion de 13.41 (DE;
3.54) en la zona de intervencion comparado con la zona de control de acuerdo a la escala

POSAS, esta diferencia fue estadisticamente significativa (p<0.05) (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacion del puntaje POSAS entre casos y controles
Control Caso Diferencia Valor b
Media | (DE) | Media | (DE) | Media | (DE) P
1° Mes 27.25 (9.20) 20.66 4.57 -6.59 (4.63) 0.0106
3° Mes 23.83 (4.91) 17.25 (4.02) -6.58 (0.89) 0.0005
o -
6° Mes 23.91 (5.66) 10.50 (2.12) 13.41 (3.54) 0.0000

*Hipotesis: la diferencia entre las medias es menora 0

Por ultimo, se realizé una prueba de diferencia de medias, para comparar los items que

componen la escala POSAS en la zona de intervencion y control.

En el 1er mes, se observo una diferencia en la zona de intervencion en la pigmentacion,
grosor y flexibilidad al comparar con la zona de control, esta mejora fue estadisticamente

significativa (p=0.01).

Tabla 3. Comparacion de cada item de POSAS entre casos y controles 1er mes
Control Caso Diferencia
- - - Valor p*
Media | (DE) | Media | (DE) [ Media (DE)

Vascularidad 4.08 1.50 | 3.75 1.54 -0.33 0.04 0.1660
Pigmentacion 4.0 1.75 3.41 1.50 -0.59 0.25 0.0116
Grosor 5.16 1.52 4.16 1.11 -1.0 0.41 0.0039
Irregularidad 3.91 1.50 3.58 1.16 -0.33 0.34 0.5505
Flexibilidad 3.41 1.08 2.58 0.90 -0.83 0.18 0.0104
Area superficial 3.91 1.88 3.5 1.38 -0.41 0.50 0.1372
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En el 3er mes, se observo mejora en tres de los 6 items (p<0.05).

Tabla 4. Comparacion de cada item de POSAS entre casos y controles 3er mes
Control Caso Diferencia
- - - Valor p*
Media | (DE) | Media | (DE) | Media | (DE)

Vascularidad 3.91 1.67 | 3.16 1.26 -0.75 -0.41( 0.0949
Pigmentacion 4.0 1.80 2.75 0.96 -1.25 -0.84| 0.0063
Grosor 4.91 1.24 | 3.75 1.35 -1.16 -0.11| 0.0002
Irregularidad 4.0 1.53 | 3.25 1.35 -0.75 -0.18( 0.0949
Flexibilidad 3.16 1.02 | 2.25 1.05 -0.91 -0.03( 0.0339
Area superficial 3.91 1.78 | 3.41 1.56 -0.5 -0.22 0.2749

En el tercer mes se observéd que la zona de intervencion mostré mejora en cinco de los 6

items de la escala POSAS al comparar con la zona de control.

Tabla 5. Comparacién de cada item de POSAS entre casos y controles Sexto Mes

Control Caso Diferencia Valor p*
Media | (DE) | Media | (DE) | Media | (DE)

Vascularidad 3.83 | 1.52| 2.58 1.24 -1.25( -0.28 0.0111
Pigmentacion 409 (144 20 0.95 -2.09( -0.49 0.000002
Grosor 483 | 111 | 2.66 1.15 -2.17| -0.04 0.0001
Irregularidad 391 (124 | 1.9 1.08 -2| -0.16 0.0003
Flexibilidad 3.16 [ 093 | 2.25 1.05 -0.91 -0.12 0.0500
Area superficial 3.91 | 156 | 2.25 1.05 -1.66] -0.51 0.0026

Al final del estudio se observd que la zona de intervencidn mostré mejora en los 6 items

de la escala POSAS al comparar con la zona de control. (p<0.05).
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Casos:
En las siguientes figuras podemos ver de manera grafica la evolucion a 6 meses de

algunos de los casos del estudio.

Fig. 1. Paciente femenino de 53 afos de edad con cacatrniz hipertndfica en mansa

izquisrds posterior a reconstruccEdm mamana.

A~ Lugar de infiltracian de nanograsa v contral, B- Previc a infilbracidn de
manograsa

C- l1er Mes post infiltracidn D- 3er. Mes post infiliracidn E- Gio. Mes paost

imfiltracidan
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Fig. 2. P'ai:; fenleni-nc: de 32 afws de edad con cicaltrices
hiperraficas posterior a traurma en pierna izquierda. El circulo
rogs marca ol lugar de la infillracidn de nancgrasa.

A- Previo a infitracidn de nanograsa, B- 1er. Mas post
imfilbracicn

G- Zar. Mas post infiltracidn D- Go. Mas post infiltracidan
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Fig. 3. Paciente femenino de 43 afios de edad con cicatriz hipertrofica posterior a

colecistectomia.
A- Lugar de infiltracién de nanograsa y control, B- Previo a infiltracion de nanograsa

C- 1er. Mes post infiltracion D- 3er. Mes post infiltracion E- 6to. Mes post infiltracion
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4

Fig. 4. & = feamenino de 342 afios de edad oon ckcatniz hipsrrdfica an fSeax

postericr secundane a resecckn de lipoema,
Lugar e mfitracssn de nenmograsa y oontrol, B- Previo a infiltreacicm e
Intgl=ltbrs e
C- Ter Res post infifracsn - 3er Mes post infiffracidan E- Gha. Mes posl

infilbracidm.
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Resultados Derivacion de CTM: Método no enzimatico cultivo y expansion

Se observa en la figura 1 el aislamiento y expansion de una porcién de Nanofat, en el
cual se observa la forma fusiforme caracteristica de esta estirpe celular, asi mismo se

observa una aparicion de MSC a las 240h y se observa una mayor cantidad de MSC a

456h.

NanoFAT

Figura 1.-MSC derivadas de tejido adiposo. Se observa el cultivo por método de explanto

en el cual existe un crecimiento de células troncales mesenquimales a partir de tejido

adiposo proveniente de NanoFAT a 456h de cultivo.
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Resultados Caracterizacion fenotipica

Para corroborar que las células observadas en la figura 1 son MSCs, se realizo una
inmunofluerescencia para la proteina que se utiliza como marcador especifico de MSCs
CD90. Se observa en la Figura 2, que el 90% de la poblacién de células con morfologia

fusiforme es CD90+.

Campo Claro

Figura 2.- Caracterizacion fenotipica de MSC provenientes de NanoFAT. Se observa el
Campo claro, la tincion de nudcleos celulares (DAPI), el marcador positivo a CD 90 y la

unién de DAPI y CD90 (Merge) después de 456h de cultivo.

Se prosiguid a realizar una cinética de proliferacion para las MSCs una vez que
alcanzaron una confluencia del 85%, en la cual se inocularon 2x10° células por cm?,
observandose en la Figura 3 que la fase exponencial del cultivo esta entre las 96h y 168h.
Ademas de obtener 2x10* celulas después de 240h de cultivo y en la Figura 4 que la fase
exponencial del cultivo tambien esta entre las 96h y 168h. Ademas de obtener 7x10*

celulas después de 240h de cultivo.
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Figura 3. Cinética de proliferacion para 240h de cultivo para nanoFAT
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Figura 4. Cinética de proliferacion para 240h de cultivo para nanoFATPRP

38



16.-DISCUSION

Nuestros resultados proporcionan informacién sobre los beneficios del uso de nanoinjerto
graso para el tratamiento de cicatrices hipertréficas. En el presente estudio, los
participantes con intervencion en el 6to mes tienen mejoras (p<0.05) en los 6 items de la
escala POSAS, en comparacién con la zona de control. Algunos estudios han reportado
los beneficios del uso de nanoinjerto de grasa, por ejemplo; Patrick Tonnard en el 2013,
reportd el uso de la nanograsa para el rejuvenecimiento de la piel perioral, piel glabelar y
la piel dafiada por el sol en la zona del escote, cuatro cicatrices y dos pacientes con
hiperpigmentacion de los parpados inferiores (10). Por otro lado, estudios recientes han
reportado que el uso de injerto de grasa mejora de textura, volumen y proporciona el

moldeamiento de la piel (27, 29, 30).

Nuestro estudio implemento el uso de la escala POSAS para evaluar los parametros del
aspecto de la cicatriz en la zona de intervencion y control por parte de nuestros
participantes, los resultados observados se asociaron con una disminucion en el tamaro
de la cicatriz, ademas, permitié evaluar la percepcidn de 6 caracteristicas sobre la mejora
en la cicatriz a tratar como lo son: vascularidad, pigmentacién, grosor, irregularidad,
flexibilidad y area superficial. La mejora del confort de estos participantes podria asociarse
al uso del nano injerto graso. La reduccion de dichos factores genera un alivio muy facil de

reconocer por parte del paciente.

Sin embargo, nuestros resultados se deben considerar con cautela, debido al niumero

pequeio de participantes y al disefio del estudio (casos-cruzados).
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Una limitacién en esta primera etapa del estudio fue el disefio, debido a la naturaleza de la
escala, puede haber un sesgo del observador, esto puede ser planteado para nuevos
estudios con un tercer participante que actue como un observador imparcial para evitar el

sesgo.

Se necesitan mas estudios para corroborar los hallazgos anteriores con el fin de verificar

dicha hipétesis.

En cuanto a las ventajas del estudio, es util un estudio piloto para comparar una
intervencion nueva en una institucién como el CMN 20 de noviembre, si esto nos ayuda a
reducir costos y con estos resultados, se puede hacer mas investigacion con numeros de
muestra mas grandes para decir que pueda ser una alternativa viable para su uso en el

futuro.

Pese a estas limitaciones, consideramos que el tratamiento con nanoijerto graso
constituye una opcion terapéutica que mejora el resultado final estético y funcional de las

cicatrices hipertréficas.
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17.-CONCLUSION

Los resultados de nuestro analisis en esta primera etapa del estudio muestran que el
tratamiento con nanoinjerto graso constituye una opcién terapéutica que mejora
caracteristicas estéticas y funcionales de las cicatrices hipertréficas, a partir de un recurso
autélogo. En una segunda etapa del estudio seria recomendable aumentar el numero de
participantes para contrarrestar la limitaciéon por ser un estudio piloto e incluir un tercer
observador neutral. Ademas de considerar los resultados de la derivacion de células
troncales mesenquimales por método no enzimatico cultivo y expansion y de la
caracterizacion fenotipica realizados en el laboratorio de nuestra instituciéon tanto a la
nanograsa como a la nanograsa con plasma rico en plaquetas en los cuales con evidencia
contundente hay mayor proliferacion de células troncales en la nanograsa con plasma rico
en plaquetas, por ende en una segunda etapa de nuestro estudio utilizar la nanograsa con

el plasma rico en plaquetas para todos los nuevos participantes en el mismo.
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ANEXO 2
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FORMULARIO DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre:

ANEXO 3

Expediente:

RFC:

Edad:
Sexo:
Tabaquismo:

Otras patologias de base:

Fecha de nanoinjerto graso:

Complicaciones: Si No

¢ Cuales?

Tipo de cicatriz:

Localizacion de la cicatriz:

Clasificacion:

Lugar de toma de grasa:
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