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ABREVIATURAS

AC: adriamicina (doxorubicina) y ciclofosfamida
ACD: adriamicina (doxorubicina), ciclofosfamida y docetaxel
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ACT: adriamicina (doxorubicina), ciclofosfamida y taxol
ADN: acido desoxirribonucleico

ADNCc: acido desoxirribonucleico complementario
ARN: &cido ribonucleico

ARNmMm: acido ribonucleico mensajero

BSA: suero albumina bovina

CDI: carcinoma ductal infiltrante

CDIS: carcinoma ductal in situ

CIS: carcinoma in situ

CLIS: carcinoma lobular in situ

CM cancer de mama

CMF: ciclofosfamida, metotrexatoy fluorouracilo
CO2: didxido de carbono

Ct: ciclo umbral

DEPC: dietilpirocarbonato
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FAM: carboxi-fluoresceina
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Gy: gray
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IVIS: sistema de imagen in vivo (“In vivo imaging system”)
MGB: amortiguador de fluorescencia “minor groove binder”
MMLYV: leucemia murina de Molowny

N2: nitrogeno liquido
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PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
P-S: penicilina-estreptomicina

QT: quimioterapia

r.p.m.: revoluciones por minuto

ROI: regiones de interés

RT: radioterapia

RT-gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa

a tiempo real

SBEM: small breast epithelial mucin-1

SBF: suero bovino fetal

SE: desviacion estandar
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l.- INTRODUCCION

1. Cancer de mama.
1.1. Definicion.

Segun la definicion de la OMS, el cancer es un término
genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo; también se
habla de «tumores malignos» o «neoplasias malignas». Una
caracteristica del cancer es la multiplicacion rapida de células
anormales que se extienden mas alla de sus limites
habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o
propagarse a otros dérganos, proceso conocido como
metastasis. Las metastasis son la principal causa de muerte
por cancer (OMS, Febrero 2015).

El cancer de mama (CM) es el tumor maligno que se origina
en el tejido de la glandula mamaria, como consecuencia de la
proliferacion acelerada e incontrolada de células del epitelio
glandular. Se trata de una enfermedad heterogénea con
distintas morfologias, desarrollo metastasico y respuesta

terapéutica.

1.2. Epidemiologia.

El CM es el cancer mas frecuente en las mujeres tanto en los
paises desarrollados como en los paises en desarrollo,
representando el 16% de todos los canceres femeninos. Se
estima que en 2004 murieron 519000 mujeres por CM (OMS,
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Febrero 2015). En el afo 2008 se diagnosticaron
aproximadamente 1.380.000 casos nuevos de cancer de
mama en el mundo, incrementandose lentamente su
incidencia debido al envejecimiento de la poblacion y a un
diagnostico cada vez mas precoz (aumento de la incidencia
anual del 1-2%).

En Espafia se diagnostican unos 26.000 casos al afio, lo que
representa casi el 30% de todos los tumores del sexo
femenino en nuestro pais. La mayoria de los casos se
diagnostican entre los 35 y los 80 afios, con un maximo entre
los 45 y los 65.

En Estados Unidos, en el aino 2016 se diagnosticaron
246.660 casos nuevos de CM, representando el 14,6% de
todos los canceres. De estos, se estiman 40.450 muertes,
suponiendo el 6.8% de la totalidad de muertes por cancer.

(Figura 1) (Instituto Nacional del Cancer 2016).
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Figura 1. Porcentaje de casos nuevos de CM por rango de edades en EEUU. Se
muestra el porcentaje de casos nuevos de CM segun el rango de edad de las
pacientes. El 10,7% de los casos diagnosticados de CM tienen menos de 44
afos. La edad media del diagnostico de CM es de 62 aios (Instituto Nacional
del Cdancer 2016).

La supervivencia media relativa del CM a los 5 afos es del
89,7%. El estadio en el que se ha diagnosticado el cancer
influye en la supervivencia. El 61% de los casos de CM son
de estadio | o localizado y el indice de supervivencia de este
tipo es del 98,8%. El 31% de los casos son estadio Il que
incluye. El estadio Il incluye:

B
5% 2% - 100 —o
\ " Localizado @ 90| 98.6% _ 8a.4%
(61%) 08
= Expandido =20 o
a ganglios linfaticos (32%) S 250 -
Distante S §-:8 24.3%
metastasis (5%) a0 D
Estado desconocido o
&%) L & &
4 & «°
O'b Qg‘ 2
0 <?

Figura 2. Porcentaje de casos y de supervivencia por estadio del CM tras 5 afios
del diagnéstico. En la figura A se muestra el porcentaje de casos segtn el tipo
de CM. En la figura B se muestra el porcentaje de supervivencia tras 5 afios en
los distintos tipos de CM (Instituto Nacional del Cancer 2016).

1.3. Generalidades del Carcinoma infiltrante o invasivo.

Constituye una proliferacion celular maligna que traspasa la
frontera natural anatémica del ducto o el lobulillo, invadiendo
el tejido circundante. Se trata de un grupo heterogéneo de
tumores diferenciados por subtipos histologicos. Los

principales tipos de tumores invasivos incluyen el carcinoma
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ductal infiltrante (CDI), carcinoma lobular invasivo (CLI),
medular, coloide y tubular. (Viale G. The current state of
breast cancer classification. Ann Oncol. 2012).

- EL CDI se origina en las células que revisten los conductos
galactéforos. Es el tipo mas frecuente, representando el 80%

de los canceres infiltrantes de mama.

- EI CLI: se originan en las células de los lobulillos mamarios.

Su incidencia es mucho menor, del 10%.

2. Aspectos bioldgicos relevantes en el cancer de

mama.

2.1. Angiogénesis tumoral.

Al igual que las células normales las células tumorales
necesitan oxigeno para sobrevivir, por lo que la
vascularizacion de los tumores a través de los vasos
sanguineos procedentes del huésped influye de manera
importante en el crecimiento del tumor. En los tumores de
crecimiento rapido, la velocidad de éste suele superar a la de
la vascularizacién, lo que se traduce en la aparicion de areas
de necrosis isquémica. El crecimiento del tumor depende del
equilibrio entre los factores angiogénicos y antiangiogénicos.
Ademas, los vasos sanguineos actuan como una ruta de
movilizacion de células malignas a otros puntos del cuerpo
del individuo (Khosravi Shahi P., Castillo Rueda A. del, Pérez
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Manga G. Angiogeénesis neoplasica. An. Med. Interna, Madrid
2008; 25 (7): 366-369).

2.2. Progresion tumoral.

La progresién tumoral se refiere al fendbmeno por el que los
tumores se van haciendo cada vez mas agresivos y
adquieren un potencial maligno progresivamente mayor. Se
relaciona con la apariciéon secuencial en el interior del tumor
de ceélulas que difieren en cuanto a su capacidad de
infiltracién, su velocidad de crecimiento, su capacidad para
formar metastasis, su posibilidad de evitar la vigilancia
inmunitaria y otras diversas caracteristicas. Por tanto, un
tumor clinicamente detectable, aunque de origen monoclonal,
suele estar formado por una poblacion celular
fenotipicamente 'y genéticamente  heterogénea. La
heterogeneidad parece consecuencia de la inestabilidad
genética de las células tumorales, que estan sometidas a una
elevada tasa de mutaciones aleatorias, posiblemente debida
a la pérdida de p53, de los genes de reparacion del DNA o de
ambos. La heterogeneidad y la progresion de las células
tumorales comienzan mucho antes de que los tumores sean
clinicamente detectables (periodo de latencia) y persiste
después de su descubrimiento clinico (Kastan MB. Biologia
Molecular del cancer: el ciclo celular. En: VT DeVita, S
Hellman, SA Rosenberg. Cancer: Principios y practica de
oncologia (52 edicion). Lippincott-Raven. Philadelphia, 1997,
121-134).
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2.3. Mecanismo de invasion y metastasis.

La metastasis es la causa principal de mortalidad relacionada
con el cancer. Para que se produzca un foco de metastasis,
las células tumorales deben adherirse a la matriz
extracelular, degradarla y penetrar en ella en las diversas

fases de la cascada metastasica.

Una vez en la circulacion, se puede desarrollar una
diseminacién vascular en forma de émbolos, los cuales
anidaran y produciran un crecimiento tumoral secundario.
Esto dependera de factores como el drenaje vascular y
linfatico de la localizacion primaria del tumor, la interaccion
entre las células tumorales y los receptores especificos de
organo, y el microambiente favorable o desfavorable del
tejido diana (Vermeulen K, Van Bockstaele DR, Berneman
ZN. The cell cycle: a review of regulation, deregulation and
therapeutic targets in cancer. Cell Prolif. 2003 Jun;36(3):131-
49). (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de proceso de metdstasis. Se muestran el tumor primario en
mama, desde él, las células tumorales trasvasan al torrente sanguineo e
invaden nuevos érganos distantes al tumor primario. En este proceso algunas
células tumorales pueden ser eliminadas gracias a la accion del sistema
inmunitario (Imagen modificada de “The New York Times”).

3. Reconstruccion mamaria.
3.1. Introduccion.

La reconstruccion de la mama es un componente esencial
del tratamiento del cancer de mama para muchas mujeres
(Department of Health). Review of the Regulation os
Cosmetic Interventions, 2013). Suele ser la parte optimista de
un diagnostico terrible. Las mujeres deciden someterse a una
reconstruccion de la mama por distintos motivos, como no
tener que necesitar una protesis externa, menos limitaciones
a la hora de vestirse, recuperar su feminidad y sentirse de
nuevo completas. Otras deciden no someterse a la
reconstruccién porque piensan que son demasiado mayores
para la cirugia o temen sus complicaciones. Con la gran
variedad de opciones en la reconstruccion de la mama son
pocas las contraindicaciones absolutas para la
reconstruccion y ésta se adapta perfectamente a los deseos
de la paciente, asi como a su estado de salud global. (Health
and Social Care Information Centre. National Mastectomy
and Reconstruction Audit, 2011; Lang JE y cols, 2013).

La reconstruccion mamaria consiste en restaurar el volumen

perdido tras la cirugia resectiva, bien de forma inmediata en
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la misma intervencion quirurgica de mastectomia o bien de
forma diferida tras el final de los tratamientos
radioquirurgicos. Las técnicas quirurgicas disponibles de
reconstrucciéon son multiples, y se clasifican como protésicas
(protesis definitivas o de expansion), colgajos (pediculados o
microquirurgicos) y técnicas mixtas que asocian un colgajo

(dorsal ancho) y una protesis.

El procedimiento quirurgico de las técnicas protésicas es
sencillo, ya que no se requiere una zona donante de
extraccion tisular, pero si son necesarias reintervenciones en
el tiempo para cambiar la prétesis y lograr la continuidad de
la simetria. El procedimiento quirdrgico de las técnicas de
colgajos es mas complejo, requiere un sitio donante, pero el
resultado es mas estable a lo largo del tiempo. Los sitios
donantes empleados para simular el tejido mamario han ido
evolucionando y perfeccionando a medida que han mejorado
las posibilidades microquirurgicas: regidn dorsal (colgajo de
dorsal ancho con prétesis o autdlogo), region abdominal
(colgajo miocutaneo transverso del recto del abdomen,
colgajo de perforantes de la arteria epigastrica inferior
profunda, colgajo de la arteria epigastrica inferior superficial),
region glutea (colgajos de perforantes de la arteria glutea
inferior 'y superior), cara interna del muslo (colgajo
miocutaneo transverso de musculo gracil). Cada técnica tiene

sus ventajas y sus inconvenientes.
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Las indicaciones de una técnica o otra se establecen en
funcién de varios criterios. El estado de los tejidos en la zona
mamaria es el elemento clinico principal que, de entrada,
permite la reconstruccion protésica o, por el contrario, orienta
hacia una reconstrucciéon autéloga. La morfologia de la
paciente y de su mama contralateral, la distribucién de los
excedentes tisulares, el estado general y el estado vascular
son otros elementos clinicos que el cirujano debe sopesar
frente a los deseos y a las prioridades expresadas por la
paciente. Un gran dominio de la técnica por parte del cirujano
y la escucha de los deseos de la paciente para que pueda
tomar una decision informada garantizan la satisfaccion final,
que es el objetivo esencial de la reconstruccion mamaria
(Veronesi G y cols., 2007).

3.2. Técnicas reconstructivas.

Los procedimientos quirurgicos tanto en reconstruccion
diferida como en inmediata son basicamente los mismos.
Procedimientos protésicos (implantes o expansores) y
procedimientos mediante tejido autologo.

En general en ambos escenarios (diferida vs. inmediata) si ha
habido o va a haber RT se prefiere la reconstrucciéon con
tejido autdlogo. En ambos escenarios suele ser necesario la

simetrizacion de la mama contralateral.
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3.2.1. Diferida.

La reconstruccién se realizaba inicialmente so6lo de forma
diferida, respetando un periodo de varios meses después de
los tratamientos oncoldgicos, pero en la actualidad, en
algunos casos se puede realizar de inmediato, asociada a la
mastectomia. De hecho, siempre que sea posible y la
paciente asi lo desee, se elige la reconstruccion inmediata
porque no se ha demostrado que aumente el riesgo
oncolégico ni retrase el tratamiento complementario
posquirurgico, consiguiendo mejores resultados estéticos y
beneficios psicologicos. (Pinsolle V y cols, 2006; Spear SL y
cols, 2008).

Para la reconstruccion mamaria diferida siempre se realizara
una mastectomia clasica con excision de huso cutaneo
asociada (no necesariamente) a un procedimiento axilar
(biopsia ganglio centinela o vaciamiento axilar). En este caso
el estado residual de la piel a la hora de la reconstruccion es
mas pobre, mas adherido y menos distensible. Condiciones
que se ven agravadas si ademas la paciente ha recibido
radioterapia.

3.2.2. Inmediata.

La reconstruccion mamaria inmediata tiene la ventaja de que,
si la localizacion del tumor lo permite (tumores lejos de la
piel), se pueda llevar a cabo una mastectomia ahorradora de
piel con unos resultados estéticos mejores y mas parecidos a
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su mama natural. Esta técnica puede conllevar un aumento
del riesgo de necrosis de los colgajos cutaneos toracicos
despegados, porque pueden desvascularizarse. Por ello, este
procedimiento esta contraindicado en las pacientes
fumadoras o con antecedentes de tratamiento conservador
previo. La radioterapia constituye una contraindicacion para
esta cirugia en algunos centros. El hecho de dejar mas tejido
glandular al preservar la piel mamaria no se traduce en una

mayor recidiva local.

3.3. Opciones de reconstruccion: ventajas e

inconvenientes.

El cirujano plastico es el unico especialista en poseer la
dualidad de conocer y dominar las técnicas reconstructivas y
las técnicas de cirugia estética de la mama. Ese “gusto” por
no conformarse solo con “simular” una mama, si no, que ésta
también luzca simétrica, hacen que ese objetivo ambicioso
de reconstruccion hoy sea posible. La multiplicidad y el
perfeccionamiento de las técnicas, en especial de las de tipo
micorquirurgico, permiten al cirujano establecer unas
indicaciones especificas y adaptadas a las particularidades y
expectativas de cada paciente. La microcirugia es un “arte”
que requiere de experiencia y entrenamiento no al alcance

de todos los cirujanos (Hernandez-Boussard T y cols, 2013).
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4. Estado actual de la técnica de auto

injerto de tejido adiposo.

El inicio de la utilizacion de TA como material de relleno en
cirugia se remonta a principios del siglo XIX. A partir de ese
momento se ha intentado ir perfeccionando las técnicas
necesarias que permitan la redistribucién de la grasa en
forma de autoinjertos para poder eliminar las zonas

sobrantes y rellenar las deficitarias.

En 1896 Czerny (Wilkins EG y cols., 2000) llevé a cabo una
reconstruccion de mama de una mastectomia completa
trasplantando un lipoma en su lugar. Mas adelante, a
principios del siglo XX se realizaron los primeros rellenos de
TA en mama obteniendo buenos resultados al cabo de
aproximadamente tres afos (Lexer) (Harcourt DM y cols.,
2003). Los avances en este campo fueron progresando, pero
no fue hasta la octava década de ese siglo, con el desarrollo
y popularizacion de las técnicas de liposuccion, cuando se
pudo obtener una fuente abundante de grasa purificada que
permitiera su uso de forma sencilla. (Newman LA y cols,
1998; Taylor CW y cols, 2005).

Los primeros tratamientos mediante el uso de TA como
material de relleno se desarrollaron en el area mamaria
(Singletary SE y cols, 1996). publicandose los primeros
trabajos sobre injerto de grasa en la Sociedad Californiana de
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Cirugia Plastica y desencadenando asi la polémica sobre la
seguridad del procedimiento, que culminé en la declaracion
formal de la Sociedad Americana de Cirugia Plastica
(ASAPS) que decia:

"El comité de forma unanime rechaza el uso de la inyeccion
de grasa autdloga para el aumento mamario. Gran parte de
la grasa inyectada no sobrevivira, y la conocida respuesta
fisiolégica a la necrosis de este tejido es la cicatrizacion y
calcificacion. Como resultado, la deteccion del carcinoma de
mama temprano a través de la xerografia y la mamografia se
hara dificil y la presencia de la enfermedad puede quedar sin

descubrir.”

Esta opinién resultd no estar basada en ningun estudio
cientifico ni en ningun dato objetivable, resultando en
palabras de Sid Coleman, “un atraso injustificable debido a la
ciencia mal practicada” y convirtiendo la inyeccién de grasa

autdloga en mama en “un tabu, equivalente a la mala praxis”.

Curiosamente, en las mismas fechas se comenzaron a
presentar estudios de cirugia mamaria que reportaban una
cantidad de cambios radiolégicos y microcalcificaciones muy
similares a esta practica. En estudios sobre reduccion
mamaria se observaba que existia hasta un 50% de
microcalcificaciones detectables hasta dos afos después de

la cirugia.
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Problemas similares fueron detectados en otro tipo de
cirugias de la mama, como el uso de los implantes de
silicona para la reconstruccion, sin que tampoco esto
despertara ninguna sensacion de estar realizando algo

incorrecto.

A causa del importante papel de un organismo tan relevante
como la ASAPS, la comunidad internacional ha dudado
mucho sobre el inicio de estudios en este campo, impidiendo
una discusion sobre el procedimiento y creando una notable

ausencia de informacion sobre el tema.

A pesar de este “veto” derivado de la declaracion de la
ASAPS, lo cierto es que en el resto del mundo se iniciaron
una serie de estudios con el fin de averiguar qué verdad se

escondia tras esa afirmacion de condena del procedimiento.

En el 2006 cuando se publico el primer articulo discutiendo
las aseveraciones de la postura oficialista (Sid Coleman),
existian ya mas de 30 publicaciones al respecto. En 2012 se
referenciaban mas de 60 estudios (F. Claro, et al 2012)
superando los 600 en el 2015 (Heat .J . Charvet et al 2015).
Sin embargo, tras la revision de la literatura mundial y la
aplicacién de los filtros de calidad exigibles a los trabajos
verdaderamente cientificos, unicamente 16 estudios pasaron
el corte, estando incluidos en tres ellos el trabajo desarrollado
en esta tesis doctoral (Molt6 y cols, 2013).
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Los avances en este campo no soOlo han sido sobre la
seguridad del tratamiento en si, sino también sobre el grado
de utilidad en reconstruccién mamaria diferida o inmediata, el
tratamiento de los dafios de la RT en el torax, en la
comprension de los cambios de la radiologia mamaria y en la
utilidad del uso de TA como tratamiento regenerador tisular
(Conde-Green, Alexandra y cols., 2016).

El intento de trasplantar grasa autdloga, como hemos
mencionado anteriormente, arrancd hace varios siglos y se
ha intentado aplicar en todos los formatos. Desde el
trasplante de un lipoma entero (Zcech, 1897) a autores que
usaban tiras de tejido dermograso llegando a las modernas
técnicas de lipoaspirado con las distintas variantes de

tratamiento.

El injerto graso autologo es cada vez mas utilizado para el
aumento y la reconstruccion mamaria y para gran cantidad
de patologias y procedimientos tal y como veremos mas
adelante.

Los injertos de grasa son faciimente disponibles,
biocompatibles, causan baja morbilidad en los donantes y
dan a los sitios injertados un aspecto natural. Sin embargo, el
injerto de grasa generalmente se considera un procedimiento
impredecible con una retencion a largo plazo que varia

generalmente entre 10% y 80% (Lei, Hua y cols., 2016).

-36-



A pesar del esfuerzo desarrollado para la optimizacion de
este procedimiento, la practica clinica ha avanzado de forma
mas rapida que la investigacidon basica en este campo,
centrandose los escasos Yy recientes estudios de
investigacion en el desarrollo de protocolos para la recogida,
procesamiento y manejo del TA para su posterior auto injerto
enfocados al desarrollo de métodos quirurgicos Optimos
(Toledo LS y cols., 2006).

4.1. Biologia del TA.

4.1.1. Mecanismos de supervivencia del injerto graso.

Aunque los procedimientos de injerto de TA han sido
realizados con el objetivo principal de restaurar la pérdida de
tejido blando, el mecanismo real sobre como el injerto de
grasa sobrevive sigue sin estar aun completamente

entendido.

Una antigua teoria sobre la supervivencia del injerto de grasa
se basa todavia en la teoria de supervivencia celular
propuesta por Peer a principios de los afos cincuenta (Peer,
1950). Sobre la base de su estudio experimental preliminar,
propuso que el mecanismo de la supervivencia del injerto de
grasa se basa en la circulacion establecida de forma precoz
de la anastomosis del injerto de grasa y los vasos
sanguineos del huésped, sobreviviendo este injerto durante
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los cinco dias que conlleva este proceso de la difusion tisular

de oxigeno del liquido plasmatico intercelular.

Recientemente, varios estudios han demostrado nuevos
conceptos de la supervivencia del injerto de grasa, uno mas
avanzado basado en la antigua teoria de la supervivencia
celular de Peer y otro basado en el nuevo descubrimiento y
comprension de las células madre derivadas de TA.

(Kamakura T, 2011).

4.1.1.1. Teoria de la supervivencia de los adipocitos del injerto
graso.

La teoria de la supervivencia celular de Peer ha establecido
nuestra comprension fundamental de cémo un injerto graso
puede sobrevivir después de trasplantarlo in vivo. Se trata de
una teoria ampliamente conocida y popular, que ha sido
referenciada en multitud de trabajos cientificos a lo largo de
varias décadas.

Es obvio que los adipocitos dentro de los injertos de grasa
tienen que permanecer viables después de que los injertos
de grasa se cosechan y procesan. En general, los injertos de
grasa deben recolectarse con una técnica menos traumatica
y procesarse de manera que el aceite, el agua y los glébulos
rojos puedan ser eliminados para que los injertos de grasa

permanezcan relativamente concentrados y unificados.
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Sobre la base del estudio de Carpaneda y Ribeiro
(Carpaneda et all 2009), injertos de grasa a tan sélo 2 mm
del borde del tejido vascularizado podrian sobrevivir tras el
injerto de grasa mediante imbibicion plasmatica debido a que
estos injertos de grasa entrarian en contacto con el lecho de
tejido receptor con potencial restablecimiento del suministro
de sangre al injerto.

Por lo tanto, la técnica para inyeccion de injerto de grasa
debe ser menos traumatica también y solo una pequeia
cantidad de injertos de grasa se colocan durante cada
inyeccion. Los injertos de grasa también se deben inyectar
con multiples pases dentro de multiples tuneles de tejido y
diferentes planos. De esta manera, los injertos de grasa
tendrian una cantidad maxima de contacto con el sitio
receptor para asegurar el posible restablecimiento de la
circulacion a los injertos. (Strong AL et all 2015).

La teoria de la supervivencia del injerto puede establecerse
luego basandose en este estudio experimental bien
realizado. Sin embargo, esta teoria en si misma no puede
explicar todos los efectos del injerto de grasa observados
clinicamente, y por lo tanto, es posible que pueda haber
diferentes mecanismos sobre como el injerto de grasa

sobrevive tras el trasplante in vivo.
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Figura 4. Representacion esquemdtica de la combinacion de las dos teorias, la
de la supervivencia del injerto y la del remplazo celular. La zona periférica
sobreviven los adipocitos trasplantados. En la zona intermedia mueren y son
reemplazados por células mesenquimales y en la zona central de isquemia,
ambas fallecen. (From Pu, 2014).

4.1.1.2. Teoria del reemplazo celular.

El destino de los adipocitos después del injerto de grasa no
vascularizado ha sido ampliamente estudiado por Yoshimura
et al de la Universidad de Tokio. Los autores han desafiado la
creencia comun de que los adipocitos vivos trasplantados
podrian sobrevivir y permanecer vivos durante un largo

periodo.

Ellos crearon un modelo de isquemia inducida
quirurgicamente cortando los vasos sanguineos que
suministran las almohadillas de grasa inguinal en ratones.
Bajo diferentes grados de hipoxia, los cambios isquémicos se

analizaron mediante tincion de montaje completo,
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inmunohistoquimica, citometria de flujo y transferencia de
Western. Con este modelo animal, los autores pudieron
examinar la supervivencia de los adipocitos en condiciones
hipdxicas tanto in vitro como in vivo con 3 diferentes grados
de isquemia (leve, intermedia y grave). Encontraron que bajo
isquemia severa, todos los adipocitos sufrieron cambios

degenerativos y posterior remodelacion del tejido adaptativo.

Los adipocitos dentro de la almohadilla de grasa mueren
facilmente en condiciones isquémicas, mientras que las
células progenitoras derivadas de adiposidad podrian
sobrevivir bajo condiciones isquémicas y se activaron y
contribuyeron posteriormente a la reparaciéon del tejido
adiposo. Los autores han propuesto la teoria del reemplazo
de injerto después de injertos de grasa y la suplementacion
con células derivadas de adiposo o células progenitoras
pueden aumentar y acelerar el proceso de reparacion en el

tejido adiposo bajo isquemia (Pu y cols., 2015). (Figura 4).

En un estudio posterior, los mismos autores mostraron
evidencia de muerte temprana de adipocitos y reemplazo de
adipocitos a través de la activacidon y regeneracion de células
progenitoras o derivadas de tejido adiposo. En este estudio
de referencia, mostraron a través de un estudio animal in vivo
que la mayoria de los adipocitos dentro del injerto
comenzaron a morir el dia 1 y s6lo algunos de los adipocitos
situados a 300 ym del borde del tejido sobrevivieron. El
numero de células proliferantes aumenté a partir del dia 3. Se
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detecté un aumento de adipocitos viables en el dia 7, lo que
sugiere que la reparacion y regeneracion de los adipocitos
muertos habia comenzado del dia 3 al dia 7. En la zona
desde la periferia hasta el centro del injerto, los adipocitos
sobreviven; en el area de regeneracion los adipocitos
mueren, pero las células madre sobreviven y en la zona
necrética, tanto los adipocitos como las células madre
mueren. Este estudio mostré pruebas convincentes de la
remodelacion dinamica del tejido adiposo después del injerto
de grasa. Solo hay una pequeia porcién de los adipocitos
que sobreviven en condiciones parcialmente isquémicas. Sin
embargo, la mayoria de los adipocitos en el area
regenerativa sobreviven a través de la activacion de ADSCs.

4.1.1.3. Hipoétesis actual de la supervivencia celular con la
unificacion de ambas teorias.

La teoria del reemplazo del injerto o la teoria de la
supervivencia del injerto representan la comprension actual
de lo que sabemos sobre coémo el injerto de grasa sobrevive
después del trasplante in vivo, aunque la teoria del
reemplazo del injerto puede necesitar ser confirmada aun
mas en un gran estudio animal o clinico. En el esquema,
tomado de la misma fuente del autor que formula ambas
teorias, resume ambas teorias sobre como el injerto de grasa
sobrevive después del trasplante in vivo y debe ser entendido
por cirujanos plasticos que realizan procedimientos de injerto

de grasa para sus pacientes (Garza y cols., 2015).
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Esta seria pues la secuencia de supervivencia celular
postoperatoria después de un injerto de grasa. Sobre la base
de sus estudios en animales, casi todos los adipocitos
(excepto aquellos situados a 300 ym de la superficie del
tejido) mueren dentro de los primeros dias después del
injerto de grasa. La adipogénesis se inicia con células madre
y progenitoras derivadas de tejido adiposo activado y termina
en 3 meses, mientras que las gotitas lipidicas restantes
(adipocitos muertos) se absorben durante los proximos 9
meses. Algunos de los adipocitos muertos son reemplazados
por nuevos adipocitos de la siguiente generacion durante los
primeros 3 meses, mientras que otros no. Las gotitas de
lipidos son absorbidas por la fagocitosis de los macrofagos,
pero la absorcion es muy lenta y el periodo de absorcion
depende del diametro de las gotitas lipidicas. Cuando el
diametro de las gotitas de lipidos es grande, la pared del
quiste se forma antes de la absorcion completa y la pared del
quiste calcifica con el tiempo. En el area central del injerto,
incluso las células progenitoras derivadas de tejido adiposo
mueren y los nuevos adipocitos no se producen, dando como

resultado tejido cicatricial o formacién de quistes.

Se puede decir pues que el volumen final obtenido después
de la realizacion de un injerto graso viene definida por la tasa
de sustitucion de los nuevos adipocitos.

Una vez acabado el proceso de prendimiento, lo que nos
quedara sera injerto graso embebido de pequefas gotitas a
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modo de quistes oleosos de retencion, si estas son de
pequefio tamafio, al final de los tres meses el injerto tiene ya
su volumen definitivo. Si por el contrario son mas abundantes
y de mayor tamafo, estas van a persistir hasta el afo de
duracion, que sera el momento en que el injerto alcance su

tamano definitivo.

Este proceso no es igual en todos los pacientes,
encontraremos situaciones en las que el mecanismo de
supervivencia dominante sera la de la supervivencia del
adipocito injertado, en otros sera un componente mixto y en
el resto podremos decir que la mayoria de la nueva
celularidad que encontraremos sera directamente
neotrasfomada desde las nuevas células mesenquimales que
se han diferenciado en adipocitos mayoritariamente, pero

también en células de estirpe vascular y mesenquimal.

4.1.1.4. Teoria del nicho celular de Coleman.

Existen otras teorias similares a la del reemplazo del injerto
como la que acabamos de ver, pero la mas aceptada la
propugno el grupo de Coleman, en su tratado sobre el injerto
graso escrito en 2009 (Coleman, 2009).

En ella desarrolla un concepto parecido que el denomina “EL
NICHO” y hace referencia al concepto de nicho ecoldgico en
el que las interacciones entre los distintos elementos inducen

a que las especies se vayan diferenciando en unos u otros

-44-



elementos de forma que siempre exista un equilibrio
poblacional que asegure un buen funcionamiento de la

globalidad y por tanto la supervivencia del conjunto.

Asi, en un ambiente propicio, la diferenciacion de las stem
cells seria hacia adipocito, mientras que en otras

circunstancias predominarian las células de estirpe vascular.

Las interacciones celulares que conllevan a los distintos
mecanismos de diferenciacion son extremadamente
complejas y se estan comenzando a conocer ahora. A modo
de ejemplo se estudian mecanismos de como las células
mesenquimales derivadas del adipocito o ASCM pueden
regular por vias complejas la cantidad de linfocitos
inhibidores o supresores, manteniendo de esta forma la
homeostasis de la colonia.

Un estudio reciente demostré6 que las sesiones de
tratamiento con células madre derivadas de precursores
adiposos multiples tuvieron efectos inmunomoduladores que
prolongaron la supervivencia de aloinjertos y aumentaron los
porcentajes de poblaciones de células T reguladoras CD4 +
CD25 + FoxP3 + Rodent hindlimb modelo. Sin embargo, el
mecanismo por el cual las células madre derivadas de
precursores adiposos exhiben su efecto inductor de
tolerancia todavia no esta claro (Chien, 2016).
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4.2. Fisiologia del Injerto de Tejido Adiposo y la
importancia de su riqueza en células mesenquimales

indiferenciadas.

4.2.1. Células comunes.

- Adipocito: Aporta la fraccion “volumétrica” del conjunto ya
que constituyen la mayor parte de este, mediante
proteasas se puede disgregar el conjunto, liberando una
serie de proteinas muy activas en los procesos

regenerativo ligados a este tipo de injertos.

Tiene una actividad hormonal reconocida que es la

secrecion de Adiponectina.

La adiponectina es una de las proteinas plasmaticas mas
abundantes, constituyendo el 0,01% de las proteinas
plasmaticas totales. Las concentraciones plasmaticas de
adiponectina rondan los 5-10 pg/mL y presentan

dimorfismo sexual, ya que las mujeres presentan niveles

de esta hormona superiores a los hombres. Basicamente,
regula el depdsito de grasa en el organismo a través de
complejos mecanismos, asi se puede ver que la
concentracion de adiponectina es inversamente
proporcional al IMC. (Schaffler A, Muller-Ladner U,
Scholmerich J, Buchler C. Role of adipose tissue as an
inflammatory organ in human diseases. Endocr Rev
2006; 27: 449-67).
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- Macrofagos: reaccionan a los niveles de adiponectina
circulante; estos activan los subtipos M1 y M2 necesarios

en los procesos regenerativos.

Cuando se incuban en presencia de adipocitos producen
un aumento importante de la diferenciacion a

preadipocitos.

- Linfocitos T: Inmunomodulacién, control de la respuesta
inflamatoria creando un medio ambiente adecuado.
(Frauwirth KA, Thompson CB. Regulation of T

lymphocyte metabolism. J Immunol 200).

- Fibroblastos: Son los creadores de lo que en literatura
inglesa se denomina Scaffold y que corresponderia a la
ultraestructura de las colonias maduras. Algo asi como el
andamiaje intercelular que permite la sostenibilidad de un
conjunto estructurado. Weidler C, Holzer C, Harbuz M,
Hofbauer R, Angele P, Scholmerich J, et al. Low density
of sympathetic nerve fibres and increased density of brain
derived neurotrophic factor positive cells in RA synovium.
(Ann Rheum Dis, 2005).

- Celulas endoteliales: Productoras de la angiogénesis
necesaria para la supervivencia. Actuan a través de
secrecion de factores tipo VSG, TGF y PDGF.

- Células Precursoras (ADCS): Son células que acaban
diferenciandose en adipocitos.
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Tienen actividad paracrina muy potente, secretando
multitud de factores de crecimiento y citoquinas: VEGF;
HGF, bFGF, (angiogénesis); Interleuquina Il con efectos
antiinflamatorios e inmunosupresores; TGF-b
fibronectina, factor formador de colonias, ECM. Por
definicion, una célula madre se caracteriza por su
capacidad de auto-renovacion y su capacidad para
diferenciar a lo largo de multiples vias de linaje.

- Pericitos: Formadores de pequefios vasos sanguineos.
En algunas ocasiones pueden exhibir caracter
multivalente o pluripotente y pueden transformarse en

adipocitos.

- Preadipocitos: Acabaran diferenciandose en adipocitos
como unica ruta posible, a diferencia de otras células que

aun conserven capacidad polivalente.

- Celula progenitora endotelial: Son promotoras de la
angiogénesis pero a partir de la remodelacion de

pequefias redes vasculares ya existentes.

Liberadores de sefiales que modulan el comportamiento
y evolucion de las células pluripotenciales
mesenquimales. Crearan el marco de referencia para el
desarrollo de una verdadera red capilar. Proporcionan la
necesaria tension para la movilidad y diferenciacion de

las distintas células (mecanotension).
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4.3. Implicaciones bioldgicas de las células
mesenquimales indiferenciadas y su posible repercusion

para su uso clinico.

4.3.1. Introduccion.

Las células madre mesenquimales representan una
poblaciéon de células raras de progenitores multipotentes
Anker y cols., 2004; |zadpanah y cols., 2006).

Su capacidad de auto-renovacion, la diferenciacion y la
modulacién inmune los convierte en candidatos ideales para
las terapias basadas en células madre. Las terapias con
células madre se han traducido en la practica clinica de las
lesiones y las enfermedades del aparato locomotor. Sin
embargo, la seguridad de los mecanismos de expansion de
células madre mesenquimales con fines clinicos plantea

preocupaciones cientificas y de seguridad.

La interpretacion de la expresidon alterada de las proteinas
reguladoras representa un paso adelante hacia el logro de
criterios de buenas practicas de fabricacion conforme a las
estrategias basadas en células.

La presencia de factores de crecimiento y citoquinas es una
muestra mas de todas las que se han observado desde el
inicio del estudio de las stem cells que demuestran la
complejidad biologica de estas células, lejos de el papel
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inerte inicial que les otorgaba al principio al tejido adiposo

como simple reservorio energético.

Los estudios que se han realizado demostrarian:

1. Capacidad para interactuar fisicamente por contacto
directo con las células vecinas.

Se realizd un experimento para observar que
capacidad de interaccidn podian presentar estas
células. En él se incubaban células mesenquimales
derivadas de tejido adiposo extraidas mediante
centrifugacion y digestidn con tripsina para romper los
puentes proteicos.

Al ponerlos en contacto con cultivos celulares se
observaba la presencia de tres pruebas evidentes de
interaccién celular.

2. Filopodia: en menos de 48 horas se pueden ver
puentes intercelulares entre ambas células que
implican un intercambio protoplasmatico directo, sin
necesidad de intermediacion de mediadores. (Figura
5).
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Figura 5. Mecanismo de filopodia que permite observar la formacion precoz de
puentes intercelulares que servirdn para el intercambio vesicular. Rowan y cols
2014.

Por el contrario, las células del co-cultivo de ACDS vy
adipocitos humanos, a las pocas horas presentaban
también un crecimiento tridimensional que conducia a
la formacion de unas pseudoesferas con morfologia
sugestiva del crecimiento tumoral. (Figura 7).
Independientemente del parecido con una estructura
de apariencia tumoral, lo cierto es que las células
cultivadas en compania de células pluripotenciales,
presentaban un crecimiento mucho mas activo, y de
alguna forma mas anarquico que las células del
monocultivo de adipocitos. Las células indiferenciadas
de alguna manera promueven un crecimiento mas
acelerado, probablemente por la liberacién de factores
de crecimiento del que se ha visto su potencial.
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Figura 6. Esta figura nos muestra el fenomeno de intercambio vesicular,
apreciable con el uso de comoforos de distintos colores. Se observa un activo

intercambio entre las células derivadas del tejido adiposo y las células
tumorales. Rowan y cols 2014.

3. Intercambio vesicular: Se introdujeron cromdforos
biolégicos marcados con anticuerpos fluorescentes
que permitieron observar bajo luminiscencia
fluorescente el intercambio de vesiculas de forma muy
activa entre las células indiferenciadas ADCS vy las
células del tejido adiposo humano co-cultivadas.
(Figura 6).
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Figura 7. Formacion de “Tumoresfere”: tras el inicio del cultivo, se dividieron
dos grupos celulares, los adipocitos de linea de cultivo a los que no se les
agrego stem cells ADCS, y un segundo grupo en el que se co-cultivaron ambos
tipos celulares: tejido adiposo y stem cells ADCS. El primer grupo las células de
cultivo crecieron lentamente, formando unas capas bidimensionales, siguiendo
un patron de crecimiento radial y expansivo, bastante ordenado, en el que al
final apenas se apreciaban irregularidades.

4.3.2. Secrecion de citoquinas.

Las citoquinas son un conjunto de proteinas que regulan
interacciones de las células del sistema inmune. Su funcién
inmunorreguladora es clave en la respuesta inmune, en la
inflamacion y en la hematopoyesis de distintos tipos

celulares.

Las citoquinas son un conjunto de proteinas de pequefio
peso molecular sintetizadas por multitud de células
especialmente las células del sistema inmune. Su funcion es
inmunorreguladora siendo fundamentales en la comunicacion
y en las interacciones que establecen las células del sistema
inmune entre si y con otras células. Las citoquinas dirigen la
respuesta inmune innata y la respuesta inmune especifica e
intervienen en la inflamacion y en la hematopoyesis. Para ello
activan a macrofagos, eosindfilos, células NK y neutrdfilos,
inducen la produccion de especies reactivas de oxigeno y
nitrogeno por parte de los macréfagos y participan en los
procesos hematopoyéticos. Participan en procesos tan
importantes como la inflamacion, la regulacién de la

expresion del MHC (Major Histocompatibility Complex) de
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clase | y de clase Il, las respuestas inmunosupresoras, la
regulacion del cambio de isotipo de inmunoglobulinas, la

quimiotaxis y la funcion efectora, normalmente citotoxicidad.

Desde un punto de vista funcional existen cinco familias

principales de citoquinas:

+ La familia de las citoquinas inflamatorias.

+ La familia de las citoquinas hematopoyéticas.

+ La familia de las citoquinas producidas por linfocitos
Th1.

+ La familia de las citoquinas producidas por linfocitos
Th2.

+ La familia de las quimioquinas, con efecto quimiotactico.

También se pueden agrupar por familias segun su estructura

tridimensional:

+ Familia de estructura de tipo hematopoyetina.

» Familia de los interferones.

» Superfamilia de las inmunoglobulinas.

+ Familia de estructura tipo TNF (Tumour Necrosis

Factor: factor de necrosis tumoral).

Las citoquinas se caracterizan por su pleiotropia y su
redundancia funcional. Suelen actuar sobre las células
uniéndose a receptores especificos. Pueden actuar
localmente o en células mas alejadas del sitio de produccion.

Algunas citoquinas importantes funcionalmente son las
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interleuquinas, los interferones o los factores de necrosis

tumoral.

Con los inicios de la medicina regenerativa, aquella que
emplea el potencial de las células indiferenciadas en el
crecimiento, reparacion y sustitucién de los distintos tejidos,
hubo un maximo interés en averiguar que tipo de citoquinas y
en cantidades se secretaban por estas células, todo en
vistas, claro esta, a dilucidar en qué medida estas células
usadas como terapia tenian capacidad de desencadenar
efectos adversos. Concretamente qué capacidad tenian para

acelerar o promover procesos tumorales.

Un resumen de la posible actividad secretora de linfoquina,
demostraba la presencia de estos factores:

- IL-1. En los tumores malignos de mama y en las lineas
de cultivos celulares, la presencia de interleukina 1 esta
ligada a la pérdida de receptor estrogénico y al
crecimiento tumoral.

- 1L-2. La interleukina 2 es el factor de expansién clonal
de las células T activadas por antigeno, por lo que
cabria pensar que su aumento es debido a la presencia
de células inflamatorias T47D.

- IL-6. Habria una quimiotaxis ligada a la interleukina 6
que dirigiria las células ASC al tumor primitivo y haria
que se expresara un factor ligado al aumento de

metastasis 6seas.
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- IL-10. Se sabe que la interleukina 10 esta ligada al
inicio y al posterior desarrollo de los tumores mamarios
pero este mecanismo no esta bien establecido.

- Smm. El factor de proliferacion del SMM actua
induciendo la formacién de células mieloide depresoras
que evolucionan a células natural killers, con el

consiguiente deterioro de la respuesta inmune al tumor.

4.3.3. Cambios en la expresion fenotipica antigénica

superficial.

No ligado a las citoquinas, se han detectado dos cambios
bioquimicos importantes. Uno va en referencia a la
trasformacion fenotipica, en cuanto a la expresion de los
antigenos de superficie que expresan ciertas células, y que
van ligados a procesos patologicos. Y el otro, a la adhesion

molecular.

- Transicion epitelial/mesenquimal: (desarrollo de fenotipo
mesenquimal) necesario para la diseminacion,
presentan un fenotipo al 50%. Estos asocian tendencia
a la diseminacién y peor prondstico. Algunos de estos
marcadores esta aumentado hasta 50 veces.

- Molecula de adhesion celular epitelial: antigeno de
expresion en células epiteliales. Ha comenzado a
usarse como marcador clinico de la presencia de
células tumorales circulantes. Se asocia a peor

pronéstico ya que normalmente se observa
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sobreexpresion en los tumores de mama avanzados asi

como en los carcinomas de células escamosas.

4.3.4. Sobreexpresion génica.

Durante la evolucién del conocimiento del cancer de mama,
del conocimiento de la biologia tumoral, se ha descubierto
que las células neoplasicas, en su transformacion desde una
célula del epitelio ductal, cambia en la expresién de
determinados genes. Esto es, fenotipicamente deja de
transcribir proteinas convencionales y se dedica a fabricar
fragmentos del ADN que normalmente, es decir que la célula

sana o no neoplasica no sintetiza.

Lejos de tener un papel meramente descriptivo, estas
expresiones de nueva aparicién, se ha visto que tienen un
caracter altamente predictivo en la naturaleza de la biologia
concreta de cada tumor, y a su vez esto tiene unas
implicaciones en cuanto a la posible terapia a utilizar y en

cuanto a la supervivencia y recidiva.

En este experimento, se decidié el uso de células madre o
pluripotenciales derivadas del tejido adiposo ADCS y se
valor6 en qué medida expresaban una bateria de genes,
asociados todos ellos a cancer de mama. (Figura 8).

Como ejemplo mas evidente a nuestra practica clinica

mencionar el ERB-2.

-57-



Se sobre expresa en aproximadamente 25-30% de las
pacientes con cancer de mama. Esto esta asociado a una
incrementada actividad bioldgica del tumor, es decir, una tasa
de divisidon acelerada por mayor respuesta de la célula a los
niveles normales de factores de crecimiento. Generalmente
es indicativo de una evolucion desfavorable del cancer de
mama. Las pacientes con cancer de mama que presentan
amplificacion de HER2/neu presentan generalmente una
forma mas agresiva de cancer, ademas de una mayor

resistencia a tratamientos convencionales.

El ERB 2 se asocia a ninguna respuesta al tratamiento
postoperatorio con TAMOXIFENO, sin embargo, son
pacientes que responden mejor al tratamiento combinado de
quimioterapia con trastuzumab, un anticuerpo monoclonal
humanizado que se dirige contra el dominio extracelular del
receptor Her2/neu, aumentando la tasa de supervivencia de

las pacientes.
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Figura 8. Que nos muestra la expresion génica que obtenemos en tres tipos
tisulares: el primero ASC son células mesenquimales contenidas del tejido
adiposo. El segundo grupo lo constituye el de células tumorales de cultivo de la
linea celular T47D y el tercer grupo el cultivo de ambas conjuntamente. Rowan
y cols, 2014.

Queda asi evidente la utilidad clinica de los distintos genes

que estan tipificados.

Para las diferencias de expresion en estos genes se
desarroll6 un panel génico de los principales genes en tres
distintos grupos celulares:

a. Uno de células Stem cells derivadas de tejido adiposo.
b. Otro con células cancerosas de una linea de cultivo.
c. Y un tercer grupo con un co-cultivo de ambos grupos

celulares.
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Los resultados que se obtuvieron en este experimento
mostraban un aumento muy significativo (aunque no

estadisticamente significativo) de la expresion génica.

Los autores deducen pues que de mezclar células tumorales
con un tejido en el que hubieran células cancerosas, la
potencialidad regeneradora de las células ACS, se volverian
en contra de la salud del huésped, ya que esta capacidad
regeneradora se volcaria con las células cancerosas
haciéndolas prosperar, y segun este estudio de expresion
geénica, sacando lo peor de cada célula.

5. Técnica quiruargica del injerto de tejido
adiposo.

Coleman fue el pionero en la difusion de principios basicos
como la necesidad de extraer injertos de pequefo calibre

para que pudieran sobrevivir al ser depositos en pequefios

“granulos”.

Para esto insisti6 en la idea de la técnica “multitunel”
desarrollando un proceso de deposito de los injertos en un
enrejado tridimensional o “scaffold” de los ingleses, que

define muy bien el concepto que se quiere recrear.

Coleman, también, es el primero en insistir en dos conceptos
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1)

2)

La necesidad de recogida a traumatica de los
injertos: Coleman al igual que otros autores piensa
gue los mecanismos que existen hasta el momento
para recoger injertos, que en realidad eran las mismas
canulas que se gastaban para extraer la grasa en las
liposucciones  convencionales, son demasiado
cortantes, lo que provoca que durante la lipoaspiracion
se destruyan demasiadas células por dafio en sus
membranas.

Se trata de una canula que tiene un borde similar a las
asas de diatermia, pero completamente roma. Su
mecanismo se basa en disgregar los lobulillos de
grasa en lobulillos de menor tamano. (Figura 9).

¢ ——

Figura 9. Canula tipo Coleman (Coleman 2006).

La utilidad de la centrifugacién: después de la
liposuccién, lo que se obtiene es una mezcla de rasa,
sangre, liquido de infiltracion, y fragmentos de tejido
conjuntivo que forman los septos interlobulillares e
interlobulares del tejido graso, asi como fragmentos de
la fascia de Scarpa. Este material esta claro que

contiene demasiadas impurezas que no tenemos
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ningun interés en volver a reinyectar al paciente ya

que no aportaran ningun beneficio. (Figura 10).

Figura 10. Centrifuga adaptada a la purificacion del lipoaspirado obtenido de
una liposuccion de tejido adiposo.

Para ello habia que idear un mecanismo que
permitiera depurar todos estos restos y hubo dos
corrientes, las que optaron por la decantacion que es
un mecanismo ya explicado, y el que eligieron los

autores norteamericanos que fue la centrifugacion.

Por efectos mecanicos, las células mas pesadas y el
agua iran a depositarse al fondo.

Inmediatamente por arriba encontraremos la parte
sélida, en la cual en la parte mas profunda habra una
mayor cantidad de fibras colagenas desgarradas
mezcladas sin solucidén de continuidad con las células

del tejido adiposo formando  microesferas,
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dependiendo estas del calibre de la canula que haya

sido empleada para la extraccion.

Y por ultimo, en la parte superior del frasco del
centrifugado, encontraremos una capa de aceite que
corresponde al vertido del interior citoplasmatico de los
adipocitos que han sido dafiados durante el proceso

de extraccion.

De todas estas fracciones la unica que posee interés
para realizar un injerto graso corresponde a la fraccion

de tejido adiposo.

Con el proceso de decantacion las fracciones que se
obtiene son muy similares, pero la capa de tejido
adiposo tiene mas liquido que con el mecanismo de

centrifugacion. (Figura 11).

A favor pues de la centrifugacion, es que la fraccion de
grasa es mas “pura” por denominarlo de alguna
manera. Por el contrario, presenta una mayor tasa de
lisis celular en el proceso de realizacién, y ademas
presentan un gran inconveniente, que no es practica
cuando se trata de procesar grandes volumenes. Para
unos gluteos por ejemplo que la cantidad a procesar
puede superar los 1000 cc no es viable.
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Figura 11. Decantacién convencional en jeringa de lipoaspirado. Obsérvense
las fases obtenidas de liquido de infiltracion y grasa.

Las caracteristicas de cémo tenian que ser los
parametros para la realizacion de la centrifugacion de
la grasa para obtener unos parametros lo mas viables
posibles han sido unos de los campos en los que mas
trabajos se han realizado.

En un estudio histolégico, (Kurita) encontraron una
mayor concentracion de adipocitos y una menor
cantidad de liquido de infiltracion y deshechos
celulares. Sin embargo, esto tiene un efecto limitado
sobre la viabilidad celular inherente. Otros autores
(Coleman y cols., 2009) mostraron que las fuerzas de
centrifugacion de mas de 3000 g durante 3 minutos,
no alteraron  significativamente la  relacién
lipido/adiposalfluido, en comparacion con las fuerzas
inferiores. Ademas, no hay diferencia en la proporcion
de adipocitos rotos entre muestras no centrifugadas,
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frente a muestras que se centrifugaron con fuerzas
diferentes, como se evalu6 por microscopia
electronica de barrido. Por el contrario, Boschert y
Puckett considera que el aumento de volumen de la
capa de lipidos fue debido a la ruptura de los
adipocitos y recomendd ninguna fuerza mayor que
100 g ser utilizado en la centrifugacion. Esto puede ser
debido a las gotitas de lipidos de la superficie
separados por centrifugacion.

Demostraron un aumento viabilidad de los adipocitos,
la supervivencia, y la expresion de "progenitoras"
(detectable mediante expresion de genes marcadores)
siguientes a la inyeccion en el organismo receptor del

centrifugado de alta densidad.

Por el contrario, Conde-Green et al encontré que la
centrifugacion se tradujo en adipocitos mas alterados
como se ve por la histologia, en comparacion con las

muestras decantadas.

El uso de un protocolo de centrifugaciéon 3000 rpm,
estos autores también aislaron una cuarta capa en la
base de muestras centrifugadas, que era rico en
CD45°/ CD34 "/ CD105"y CD45°/ CD31" o sea
células progenitoras. La centrifugacion resultd en una
concentracion disminuida de preadipocitos y el tejido

conectivo y se correlacion6é con los resultados mas
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pobres en base a la evaluacion clinica de la retencion
de volumen de injerto, aunque la morfologia de

adipocitos se mantuvo sin cambios.

Sin embargo, en estos estudios no se especificd el
radio de la centrifuga usado, y como la fuerza
centrifuga depende del radio de la centrifuga; es
posible que fuerzas mucho mas elevadas fueran
utilizadas en alguno de estos estudios, lo que pudo
alterar la proporcion de adipocitos y las células de la

fraccion vascular estromal.

La importancia capital de el método escogido para
tratar el injerto es de suma importancia en este
apartado porque de la supervivencia del injerto
dependeran en gran parte las complicaciones que
pueden enmascarar la aparicion de una lesion
neoplasica, que serian las calcificaciones, los quistes
oleosos y las distorsiones cicatriciales de la

arquitectura normal de la mama.

6. Hallazgos y complicaciones en la técnica de

injertos grasos.

La grasa autdloga es un excelente relleno de tejidos blandos,

dada su abundancia y facilidad de obtencion.
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Mas especificamente la inyeccion de grasa autdloga

intramamaria soélo debe utilizarse con precaucion.

Desde el inicio de esta técnica, los detractores encontraron

los siguientes de problemas en el uso especifico en la

reconstruccion mamaria.

1)

Diseminacién de células tumorales preexistentes que
hubieran quedado tras una extirpacion cancerosa. Esto
es bastante obvio en la técnica multitunel. El
procedimiento de la liposuccion y la reintroduccion
implica un instrumento diseminado por arrastre células
de todo tipo y obviamente las cancerosas.

Quistes oleosos y lesiones de relleno compatibles con
depdsitos oleosos que se pueden confundir con
lesiones malignas.

La supervivencia de grasa autdloga después del injerto
depende de la revascularizacion de los pequeinos
granulos de grasa, que se produce cuando los capilares
de la zona de acogida se introducen en los granulos de
grasa injertada revascularizandolos. Algunos de los
datos han demostrado que la revascularizacion se
produce dentro en los 3 dias en los granulos de grasa
mas pequefos. Sin embargo, si el volumen de los
granulos de grasa injertada es demasiado grande o
demasiado concentrada, como cuando el exceso de
grasa se inyecta en la misma regidén en una sola sesion,

no se pueden formar amplios contactos con los tejidos
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del huésped. Aunque el tejido periférico puede
sobrevivir, la region central sufre gradualmente necrosis
de licuefaccion, debido a la incapacidad para formar
conexiones vasculares con el sitio de acogida. Por otra
parte, si el lecho graso del injerto estd muy danado,
como por ejemplo cuando se complica por un
hematoma o infeccidén, la supervivencia de la grasa
inyectada esta también comprometida. Si la necrosis
grasa no puede ser completamente reabsorbida, se
produce la fibrosis o calcificacién. Cuando el centro de
la lesidn necrética se convierte licuado y el tejido
circundante se convierte en cavidades quisticas, la
presentacion es quistica. Las areas que con mayor
frecuencia se presentan este tipo de lesiones son el
espacio retromamario inmediato y el tejido celular
subcutaneo.

En estudios parecidos al de Coleman cuantificando a
que cantidad de grasa se inician las complicaciones, se
llegd a la conclusion de que 150 ml de grasa por lado
son la frontera que asegura la aparicion de estas
complicaciones.

Calcificaciones. Se ha visto la aparicion de lesiones
por depdsito de calcio en una gran cantidad de
pacientes que han sido sometidas a un auto injerto
graso. Tras varios afos de episodios de alarma,
muchas publicaciones acabaron demostrando que el

depdsito de calcio que se puede producir lo constituyen
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macrocalcificaciones, que a los ojos de un radiélogo son
facilmente diferenciables de las microcalcificaciones
que se producen en la aparicion de la mayoria de las
neoplasias malignas.

Distorsién en el patron arquitectural de la mama.
Las cicatrices que provoca la técnica multitunel pueden
acabar provocando distorsiones del patron normal
estructural de la mama, clasificadas en la escala Bi
Rads, como una muestra de lesion potencialmente
maligna BIRADS 3, que podria confundir al radidlogo.
Es mas, la presencia de estas lesiones podria provocar
que la aparicion de nuevas lesiones produjera un
enmascaramiento de las antiguas y que se atribuyese al
injerto graso la aparicion de las mismas retrasando el
diagnostico de neoplasia maligna.

Infecciones. En el arbol glandular de la mama viven
bacterias. La infeccibn a partir de un procedimiento
quirurgico de estas caracteristicas puede provenir de
dos fuentes: de la normal incidencia de las infecciones
en los procedimiento quirurgicos sean cuales sean. Asi
dependera del cirujano y del huésped, de las medidas
de asepsia y antisepsia, de la profilaxis antibiética y del
cuidado de los tejidos, asi como del estado inmunitario
de la paciente, la presentacibn de una infeccion
quirurgica al uso. Pero ademas, la presencia de una
flora bacteriana normal dentro del arbol glandular, hace

que la rotura de estos conductos en la realizacién del
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7)

trazado multitinel con canula que se emplea para estos
procedimientos.

Hemorragia. La aparicion de hemorragia/hematoma
consecuencia de un sangrado quirurgico es una parte
consustancial de cualquier procedimiento quirurgico.
Tiene como consecuencia la posibilidad de persistencia
de hematomas que pueden llegar a organizarse y a
calcificarse, cursando como masas soélidas que pueden
llegar a despertar una gran inquietud a la paciente al
inducirle a pensar que lo que tiene es una lesion neo
proliferativa, suelen presentar a la palpacion
caracteristicas que las hacen dificiles de diferenciar de
una neoplasia.

Abscesos. Esta es la parte mas negativa que combina
la formacion de areas necréticas que no sobreviven del
injerto, con la sobreinfeccion bacteriana propia de
cualquier cirugia o como veiamos previamente de la
propia red glandular de la mama. Los abscesos
mamarios post injerto graso tienen una especial
significacion ya que producen secuelas estéticas al
drenar, sea espontanea o quirurgicamente, produciendo
retracciones cicatriciales y pérdida de volumen severo
asociado a distorsion importante de la arquitectura de la

mama.
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7. Necesidad de conocimiento exhaustivo de la

radiologia de la mama injertada.

7.1. Introduccion.

La transferencia de grasa a los pechos sanos, es decir, en
las mujeres sin antecedentes de enfermedad de mama, en
particular el cancer de mama, se esta convirtiendo cada vez
mas popular. La cuestion principal es si la transferencia de
las células de grasa en la mama nativa, dificulta la
visualizacion de mama. Esta preocupacion es especial en las
reconstrucciones mamarias con grasa, en la que la aparicion
de necrosis grasas seguidas del injerto, puede llegar a crear
preocupacion entre el paciente y el cuerpo médico, por la
dificultad de distinguirlo de una recidiva cancerosa. Durante
los principios de la técnica hubo una especial preocupacion
en este aspecto de control radiolégico de las recidivas. Ya
Coleman, en su estudio de 2005, encuentra que de sus 17
pacientes dos desarrollaron en afos posteriores un cancer de
mama, y enfatiza la cuestion de que ninguna de ellas sufrid

ningun retraso en el diagnostico.

Mas tarde aparecieron estudios prospectivos con nivel de
evidencia lll, en los que radidlogos a doble ciego evaluaban
pacientes que habian seguido un injerto graso, siguiendo la
escala de hallazgos de la escuela de radiologia

norteamericana
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En ella encontraban que el hallazgo mas frecuente eran
quistes oleosos, seguidos de imagenes hipoecoicas, y masas
quisticas con ecos internos. Solamente en el cuatro por
ciento no encontraban hallazgos que demostrasen que habia
habido un procedimiento ajeno a la normal fisiologia de la

mama. (Figura 12).

No. of

Classification Description Cases (%)
A Solid mass, hypoechoic 15 (22.7)
B Solid mass, isoechoic 1 (1.5)
C Solid mass, hyperechoic 2 (3.0)
D Solid mass, complex 7 (10.6)
E Typical cystic appearance/ 27 (40.9)

anechoic mass with posterior

acoustic enhancement
F Cystic mass with internal echoes 10 (15.2)
G Negative ultrasound findings 4 (6.1

Figura 12. Hallazgos en porcentaje de las distintas lesiones que se hallan en
radiologia mamaria tras injerto graso en la mama por motivos estéticos.
Costantini M, Cipriani A, Belli P, et al. Radiological findings in mammary
autologous fat injections: a multi-technique evaluation. Clin Radiol. 2013.

Hay un gran interés en establece unos criterios para
diferenciar adecuadamente las lesiones propias del injerto
graso con las lesiones malignas, de ahi el esfuerzo de estos
autores en crear un sistema de clasificacion de imagenes
para establecer diagnoésticos y algoritmos de tratamiento en
funcion de los hallazgos. (Parik y cols, 2012).

También evaluaron la evolucidon de las lesiones encontradas,

asi vieron, tras el seguimiento con ultrasonido en una
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mediana de 6,5 meses en 17 pacientes, evolucion en 29
masas. Veinte masas se mantuvieron estables, cinco
disminuido de tamafo, dos transicion a una apariencia mas
quistica, y uno tanto disminuido de tamafio y la transicion a
una apariencia mas quistica. Una masa desaparecio y 12
masas fueron rebajadas en grado de malignidad ecografico.
No hubo crecimiento de ninguna masa, ni cambios en la
vascularizacion, y ya no fue necesario realizar ninguna

biopsia mas.

7.2. Seguimiento de los pacientes con injertos grasos.

Se han planteado, ademas, cuestiones de logistica en
relacion con la vigilancia de los pacientes inyectados con
grasa. Cual seria el seguimiento 6ptimo que deberian seguir
estos pacientes y cuando los pacientes son seguidos por sus
meédicos locales, si estan equipados con los conocimientos y
la experiencia para diferenciar lesiones benignas de las
malignas y, si no, la determinacion de la mejor manera de
educar e integrar nuestros colegas meédicos en cirugia
oncolégica de mama, radiologia y medicina general para

gestionar de forma segura las complicaciones.

En la actualidad, no existen pautas National Comprehensive
Cancer Network que definan un protocolo de deteccién de
recidivas o metastasis después de la mastectomia con
reconstruccion mamaria. En la mayoria de los centros, la

vigilancia es mediante un examen fisico (Wang, y cols, 2011).

-73-



8. Técnica quirurgica en caso de reconstruccion

mamaria inmediata.

En la reconstruccion mamaria inmediata, que es el objeto del
estudio de la presente tesis, existen complicaciones anadidas
inherentes a la propia idiosincrasia de la técnica que vamos a
emplear que hace que esta sea, segun recogen los libros,
imposible, ya que al rellenar un tumor extirpado se produce

un absceso por el radio minimo que tienen estas lesiones.

Figura 13. Esquematiza la imposibilidad tedrica de realizar una reconstruccion
mamaria de forma inmediata tras una tumorectomia, la cavidad dejada por la
tumorectomia devendrd en un absceso. (Nelligan 2012, Volumen 2).
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I1. JUSTIFICACION.

En el periodo dilatado de tiempo dedicado de forma
profesional y vocacional a la reconstruccion mamaria, mas de
20 anos, asisti con jubilo a la llegada de los distintos avances
en la cirugia reconstructiva que nos permitieron ir superando
los distintos problemas que teniamos y que ibamos teniendo
segun evolucionaban las técnicas de los cirujanos

oncologicos.

Costdé mucho pero conseguimos implantar la reconstruccion

mamaria inmediata como algo muy beneficioso.

Las técnicas microquirurgicas pasaron a ser rutinarias, a
pesar de la ultima complejidad de este tipo de cirugias y la
gran experiencia y formacidn que requiere su uso de forma
fiable.

Y asi fuimos avanzando hasta que el avance de la cirugia
oncolégica que impuls6 de forma notable la cirugia
conservadora, nos plante6 un problema que no podiamos

resolver.

Empezamos a encontrar secuelas de tumorectomia vy
cuadrantectomia que no eran aptas para reconstruccion con
colgajos autologos libres o pediculados, y que tampoco por
tamano se ajustaban a las indicaciones de estos dispositivos
protésicos.
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Ademas, estos ultimos o los colgajos tenian un inconveniente
afadido, la radioterapia que por sistema se aplica a los
pacientes que se acogen a la cirugia conservadora: por una
parte los colgajos sufrian un proceso de fibrosis y retraccion
junto con hiperpigmentacion cutanea que deslucia bastante
el resultado final. Con las reconstrucciones con proétesis
teniamos peores resultados, las contracturas capsulares eran
tan constantes e intensas que en un altisimo numero de

casos la reconstruccion fracasaba.
Algo habia que intentar.

Hoy en dia, los injertos de TA constituyen una de las
herramientas fundamentales dentro del campo de la cirugia
reconstructiva, siendo de uso cotidiano y cada vez mas
extendido. Esto es debido a su sencillez y escasa morbilidad,
y sus infinitas aplicaciones dentro de la cirugia plastica. De
este modo, el TA se ha afianzado como un material de
relleno ideal para el uso clinico, aunque aun quedan ciertos
detalles técnicos que se han de perfeccionar: simplificar las
técnicas de extraccion, optimizar la cantidad extraida,
mejorar las técnicas de procesamiento, minimizar las

pérdidas y maximizar las tasas de prendimiento.

Todas estas ventajas contrastan con la poca evidencia que
poseemos de la inocuidad de su uso. A priori se podria
pensar que nada mas inocuo para el organismo que sus

propios tejidos, pero por razones, a lo mejor no siempre
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obedeciendo a verdaderas razones de salud, en la
bibliografia mundial aparecieron voces de alarma sobre el
uso de estos injertos.

Dado que entre las voces que lo cuestionaban habia voces
tan autorizadas con la propia ASPS era muy importante
asegurarse de lo que ibamos a hacer.

Quedaba, ademas, una cuestion muy importante, mas
incluso que los detalles vistos en el parrafo anterior: hacer
bueno el legado de Hipdcrates: “primum non nocere”,
entendiéndolo en este caso como tener la seguridad
razonable de que con nuestra intervencion no causaremos a
la paciente ninguna alteracion o agravamiento de su

enfermedad cancerosa.

Por lo tanto, revisamos toda la bibliografia disponible
comprobando que habia una gran disparidad en las
valoraciones de los distintos autores sobre si el uso de
injertos grasos podia activar o desencadenar un proceso

canceroso.

La primera cosa que llam¢é la atencion es que en las multiples
localizaciones y usos de los injertos grasos, solo la mama ha
despertado preocupacidén oncolégica y en ningun otro tejido
se han detectado reacciones adversas, ni notificaciones de
efecto adverso alguno de caracter oncologico las células
pluripotenciales que tanto riesgo parecen poseer solo afectan

al sistema celular mamario dejando indemne o indiferente al
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del resto del organismo en donde se aplica este tipo de

terapias.

Tampoco encontramos mucha coherencia en los estudios
celulares ya que no encontramos ni uno solo que estudiase
células de tejido adiposo tal cual se usa en la clinica, ya que
todo lo que encontrabamos, bajo el nombre de injerto de
tejido adiposo, en realidad se trataba de mezclas purificadas
o enriquecidas con células mesenquimales indiferenciadas
con una concentracion de estas de alrededor de 100 veces

las que encontramos en los injertos convencionales.

Por lo tanto desconociamos, in vitro, cual podia ser el efecto
real de esta terapia que implica poner en contacto células
adiposas y mesenquimales con células del parénquima

mamario.

Sin embargo, tampoco parecian haber evidencias sélidas en
contra de su uso. A medida que se iba consolidando la

técnica cada vez veiamos mas ventajas y menos problemas.

Nuestra experiencia quirdrgica nos permitio disefiar una
técnica que, por si habia algun problema en la citada
interaccidon celular, nos permitia poner el injerto alejado del
foco tumoral y en ningun caso en contacto con la glandula,
obteniendo un resultado estético que consideramos muy

notable.
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El hecho de que los estudios que empezaban a aparecer de
series de alguna importancia, aunque referidos a
reconstrucciones diferidas, no presentaban ningun resultado
adverso, nos animo plantear a los distintos comités

evaluadores de proyectos de investigacion clinica.

Nuestros argumentos eran: las ventajas incuestionables de la
técnica: facil, econémica, poco peligrosa, no alarga el tiempo
quirurgico y sin efectos secundarios a largo plazo,
entendiendo por estos a los que incluian la dificultad de
diagnéstico de una posible recidiva o promocion de la

misma.

Asi pues, decidimos que tras las evaluaciones favorables de

los comités era una técnica que se podia estudiar.

Al final el proyecto que pretendemos demostrar es: que con
nuestra técnica personal de reconstruccibn mamaria
mediante injertos grasos autdlogos, obtenemos un resultado
estético satisfactorio sin complicaciones agudas importantes,
y sin que a largo plazo observemos un aumento de las
recidivas o de la gravedad de las mismas, bien porque con el
injerto pudiéramos promover o acelerar nuevos canceres, 0
porque con el injerto y la técnica de aplicacion pudiéramos

crear una dificultad diagndstica de las posibles recidivas.

Todo esto valorado mediante técnicas objetivas como la
radiologia especifica o mediante analisis estadistico de las

recidivas y su comparacion con los resultados
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convencionales, que nos permitan asegurar sin ningun tipo

de duda que se trata de una técnica fiable.
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I1l. HIPOTESIS.

Planteamos como hipdtesis, que el tejido adiposo extraido

como

injerto de la propia paciente es una técnica fiable y

segura en cuanto a que obtendra los tres requisitos basicos

de cualquier reconstruccién, a saber:

1)

2)

3)

Conseguir un resultado estético y funcional 6ptimo que
devuelva a la paciente su condicion previa a la cirugia
evitando el estigma de la mutilacion.

Conseguira este fin sin técnicas que impliquen
complicaciones, secuelas en zonas donantes o
alteraciones en zonas donantes o receptoras que
supongan dificultades diagnosticas o terapéuticas en
el futuro.

Desechar las técnicas que puedan ocasionar una
promocién de la aparicion de nuevos tumores o
aumentar las posibilidades de crecimiento o difusion a
posibles restos tumorales que hubieran quedado tras

la cirugia.
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IV. OBJETIVOS.

1. Objetivo principal.

El objetivo del presente estudio ha sido desarrollar una
técnica de reconstruccibon mamaria inmediata mediante
injertos grasos autélogos, con un disefio quirurgico propio e
innovador, que evite situaciones de riesgo al interponer grasa
en el espacio glandular, demostrando que se trata de una
técnica segura, que obtiene excelentes resultados estéticos y

funcionales.

2. Objetivos secundarios.

Evaluar los cambios radiolégicos que esta técnica ejecutada
de esta manera produce en la glandula. Valorar los
parametros de normalidad para el uso futuro de la técnica.
Descartar que produzca ningun efecto adverso que implique
pérdida de calidad en el diagnostico radiologico futuro.

Valorar la interaccion celular de los injertos grasos con las
células tumorales en un modelo experimental con el fin de
averiguar si aumenta la facilidad de las células tumorales de
mama para producir o acelerar el proceso de

metastatizacion.
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V. MATERIALES Y METODOS DEL
ESTUDIO EXPERIMENTAL PARA
EVALUACION DE LA ALTERACION DE LA
CAPACIDAD DE METASTATIZACION
TRAS INJERTO DE GRASA, EN MODELO
MURINO DE CANCER DE MAMA.

El presente trabajo se ha disefiado como estudio
experimental, prospectivo y descriptivo con dos lineas de

trabajo distintas:

1. En la primera linea de trabajo se desarrollé un modelo
de cancer de mama en animales de experimentacion
para observar “in vivo” el efecto del TA en el desarrollo
metastasico.

2. En la segunda linea de trabajo se desarrollo la técnica
quirurgica de infiltracién a distancia del foco tumoral
con el fin de disminuir el contacto celular entre ambas

estirpes disminuyendo el riesgo de promocion tumoral.

El presente estudio ha sido llevado a cabo en los laboratorios
del Hospital Universitari y Politecnic La Fe de Valencia, asi
como en los laboratorios del departamento de la Facultad de
Medicina y Odontologia de la Universidad de Valencia y
Centro de Investigacion Principe Felipe durante los afos
2010-2016. EIl reclutamiento y seleccidén de pacientes se
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realiz6 en los quiréfanos y consultas pertenecientes a la

Unidad de Mama del Hospital La Fe de Valencia.

El estudio contd con la aprobacién del Comité Etico de
Investigacion Biomédica del Hospital Universitario y
Politécnico La Fe de Valencia, asi como la autorizacion del
Servicio de Sanidad y Bienestar Animal de la Direccion
General de Produccion Agraria y Ganaderia para llevar a
cabo la experimentaciéon animal. El presente trabajo fue
estructurado en 2 apartados diferenciados con algunos

aspectos comunes en cuanto a metodologia.

1. Efecto del TA en el desarrollo de metastasis
en CM.

Con el fin de simular una situacioén quirurgica lo mas realista
posible, desarrollamos un modelo de CM metastasico
humano para evaluar in vivo si el TAH de lipoaspirados
abdominales promueve el crecimiento tumoral y la invasion.
Para ello una linea celular de CM metastasica, MDA-MB-468
fue mezclada con TAH y se inyectd ratones
inmunodeprimidos. La progresion metastasica fue seguida

por un sistema de imagenes in vivo.

1.1. Seleccion de pacientes.

Los estudios realizados en pacientes humanos y la recogida
de muestras se llevd a cabo en conformidad con las normas

sobre experimentacion humana dimanantes del codigo de
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Nuremberg, declaraciones de Helsinki (1964), Tokio (1975),
Venecia  (1983), Hong-Kong (1989), Sidney vy
complementarias, directiva 91/507/CE, R.D. 561/1993,
convenio de Bioética del Consejo de Europa (BOE 20-10-99),
y codigo de Etica y deontologia médicas vigente.

Se incluyeron en este estudio seis hembras blancas adultas
(edades: 23-57 afos) que no tenian enfermedades
metabdlicas sistémicas importantes, trastornos lipidicos o
tumor activo. Se descartaron pacientes con antecedentes de
tratamiento citostatico, corticoide o inmunosupresor. Se
obtuvo el consentimiento informado antes de la recoleccion
de tejido adiposo. Aunque los nombres se mantuvieron
confidenciales, la edad del paciente y la historia de la
medicacion estuvieron en todo momento disponibles para
consulta. Se recolectaron un total de 20 ml de injertos de
grasa del abdomen inferior de cada paciente mediante una
técnica a traumatica utilizando una canula de liposuccién
contundente conectada a una jeringa de 10 ml, siguiendo los
principios de la técnica de Coleman. Esta lipoaspiracion se
centrifugé con 1000 rpm durante 3 minutos. Después de
retirar el suero y la fraccion oleosa, se obtuvo una muestra de

grasa limpia y se utilizé para estudio in vivo en animales.

En el estudio fueron incluidas, previo consentimiento
informado, a una poblacion de pacientes cuyos criterios de
elegibilidad y exclusién se detallan a continuacion:
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Criterios de elegibilidad de los pacientes.

a. Criterios de inclusion:
- Mujeres 218 afios y < 60 afios

- Intervenidas por patologias locales (no

sistémicas).

b. Criterios de exclusion

- Historia previa de tratamiento con citostaticos,

corticoides o inmunodepresores.

Previo a la inclusion de la paciente en el protocolo se llevo a
cabo en la consulta cirugia plastica del Hospital Universitario
y Politécnico La Fe el registro de variables tales como:
filiacion, edad, antecedentes meédico-quirurgicos,
antecedentes familiares, peso y altura, indice de masa
corporal (IMC), Fumadora, antecedentes
obstétricos/ginecoldgicos, tratamientos recibidos y zona
donante de TA; asi como exploraciones previas a la cirugia
(Exploracion general, Preoperatorio completo: analitica con
hemograma, hemostasia, bioquimica, ECG, RX térax e
interconsulta al Servicio de Anestesia del Hospital

Universitario y Politécnico La Fe).
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1.2. Recogida y procesamiento de muestras.

El procedimiento de extraccion, procesamiento y manejo de
los injertos de TA se realizé siguiendo las directrices del
protocolo de Coleman, que se detallan a continuacion:

1) Extraccién: la grasa se extrajo de zonas
donantes seleccionadas por ser facilmente accesibles y
donde existiera TA disponible, siendo abdomen o
muslos las localizaciones mas frecuentes. En general,
este procedimiento se puede realizar bajo anestesia
local, regional, epidural o general, dependiendo de la
cantidad de grasa que queramos extraer, las
preferencias del paciente, el riesgo anestésico, o las

caracteristicas generales de la intervencion.

Para la recogida de muestras de este estudio se realiz6
una incision de 3 mm con bisturi de hoja 11 para la
infiltracion de la solucion de Klein modificada (1 cc de
solucion por cada cc de grasa a ser extraido): en la
practica habitual del Servicio del Cirugia Plastica del
Hospital Universitari i Politécnic la Fe, el protocolo a
seguir consiste en una mezcla de 500 ml de Ringer
Lactada Viaflo Hartmann® (Baxter, Deerfield, lllinois,
Estados Unidos), con 1 ampolla de 1 ml de adrenalina
(1 mg/ml) (B.Braun, Melsungen, Alemania) a una
dilucion de 1:500.000. En caso de realizar el

procedimiento con anestesia local, se anade a la
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solucién lidocaina (B.Braun) de 10 ml al 5%. Si el
procedimiento quirurgico se realiza bajo anestesia
general el uso de lidocaina es evitado debido a su
potencial toxicidad para el TA. Esta solucion infiltrada
tiene una triple funcion: por un lado, el volumen liquido
ayuda a disgregar y separar las células adiposas, por
otro la adrenalina disminuye el sangrado durante el
procedimiento, y por ultimo la lidocaina, en caso de ser

utilizada, actua como anestésico.

El TA fue extraido de forma a traumatica evitando la
lesién celular, para ello se utilizaron canulas de 3 mm
de diametro, con 2 orificios distales y de punta roma,
conectada a una jeringa de 10 ml con sistema “luer-
lock”. La canula fue introducida en la zona donante a
través de una pequeia incision (3 ~mm
aproximadamente) realizando movimientos hacia
delante y detras. Para moderar las presiones de
aspiracion, se cred presion negativa en la jeringa
tirando del émbolo hacia el exterior, de modo que la
combinacion de la presidn negativa y el efecto de

curetaje de la canula, permitieron la recogida del TA.

Para el procesamiento de las muestras de TA tras su
extraccion se siguid el procedimiento descrito por
Coleman (Coleman 2006) con las siguientes
modificaciones. Se llevdo a cabo un circuito cerrado,

para evitar una posible contaminacion del TA, de forma
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que al desconectar la canula de la jeringa, el contenido
de ésta se transfiri6 a tubos colectores mediante
conexion tipo “luer-lock”, utilizando el kit Lipopras®
(Proteal, Barcelona, Espafia). El TA se transfirié a tubos
colectores de 20 ml, con tapa, reduciendo al maximo la
exposicion del tejido al aire ambiente. La forma de estos
tubos esta disefiada para encajar en los manguitos
esterilizables de la centrifuga Duografter II® (Proteal),
manteniéndose asi las condiciones de esterilidad

durante todo el proceso. (Figura 14)

Figura 14. Procesamiento de muestras, protocolo Coleman. Centrifuga con

3 muestras de TA extraido (A). Tubos colectores de muestras de TA de 20 ml
(B). Obsérvese las diferentes fases que se obtienen tras la centrifugacion.

-97-



2) Refinamiento:

Fase situada en la parte inferior: liquido intersticial,

restos serohematicos y elementos acuosos (entre los

que se puede incluir la lidocaina).

= Fase intermedia: TA principalmente, aunque

también hay presencia de factores de
crecimiento. Hay dos tipos de células: las células
adiposas maduras; por otro lado, ADSCs, que en
determinadas situaciones podrian diferenciarse
hacia TA maduro, asi como también tejido
vascular, linfatico, y actuar como soporte vital de
los nuevos tejidos formados (Figura 5).

= Fase superior: aceites, lipidos libres que se

liberan tras la rotura de algunas membranas
plasmaticas adipocitarias. Se les atribuye efectos
deletéreos sobre las células adiposas y sobre el
prendimiento del injerto, debido a su
citotoxicidad. Esta fase se debe decantar o
descartar, asi como también se puede utilizar
papel absorbente estéril o algun algodén, para

retirar los restos oleosos que queden.

En nuestro caso, se conecta de nuevo cada colector a
jeringas con conexion “luer-lock”, y se aspira en primer
lugar la fase superior (aceites) que se descarta. Las

jeringas son de 5 ml o 1-2 ml (en funcion de la zona que
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vayamos a injertar, en la mayoria de zonas del cuerpo
se realizara con jeringas de 5 ml, sin embargo en la
cara utilizamos de 1-2 ml para obtener mayor precision),
y volvemos a aspirar el contenido del colector, esta vez
sélo la fase intermedia (TA), dejando en el depdsito la

fase inferior (acuosa).

Se ha de minimizar el tiempo que el TA esta en
contacto con el aire para evitar la lesion celular. Nuestra
metodologia utilizando los colectores, jeringas vy
conectores para transferencia del sistema Lipopras®
(Proteal), mantienen la esterilidad durante todo el
circuito cerrado, y minimizan el contacto con el aire

ambiente.

1.3. Preparacion de la linea celular MDA-MB-468.

1.3.1. Cultivo.

MDA-MB-468 en una linea celular de CM con un potencial
metastasico elevado. Se aislé por primera vez en 1977 a
partir de una muestra de derrame pleural de una paciente
con CM que falleci6 de esta enfermedad (Cailleau et al.,
1978). Presentan un crecimiento extraordinariamente rapido
en cultivos poco enriquecidos, en parte por una regulacion
autocrina a partir de factores de crecimiento celular que ellas

mismas secretan al medio.

Una alicuota de estas células congeladas fueron
proporcionadas por Sergio Bafuls, encargado del servicio de
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cultivo celular de la Unidad Central de Investigacion de la
facultad de Medicina de la Universidad de Valencia, que
fueron descongeladas y cultivadas en medio de cultivo
DMENF-12 con 10% de SBF inactivado y 1% de P-S
(GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido) previamente
filtrado. A continuacion se procedié a su siembra en un frasco
de cultivo de 25 cm2 (Orange Scientific, Bélgica) e
incubacion a 37°C y 5% de CO2.

A las 48 horas se observé mediante microscopia éptica que
parte de las células habian formado una monocapa y
empezaban a adquirir la morfologia caracteristica de estas
células. La monocapa formada fue lavada con PBS vy
disociada empleando el método de dispersion enzimatica
utilizando tripsina-EDTA 1X (GIBCO, Paisley, Strathclyde,
Reino Unido) y se llevd a cabo su resiembra en medio de
cultivo nuevo. Este procedimiento se repiti6 hasta alcanzar
un total de 4 pases tras los cuales se procedid su infeccion

viral e inyeccion a los animales.

1.3.2. Marcaje celular.

Las células en cultivo de MDA-MB-468 fueron marcadas
mediante el uso de lentivirus para poder visualizarlas in vivo

por fluorescencia.

Los lentivirus pertenecen a la familia Retroviridae,
caracterizada por poseer un genoma de ARN y porque su

ruta replicativa pasa por una fase en la que su informacion
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genética aparece en forma de ADN de doble cadena. La
particula viral lleva dos copias de ARN gendmico, presenta
una estructura Cap en el extremo 5" y una cola poli(A) de
unos 20 restos de longitud en su extremo 3°. Ademas
presenta genes necesarios para su replicacion y para
mantener su capacidad infectiva, gag, pol y env. En el interior
del virion también se encuentran varias copias de dos
proteinas virales esenciales: la transcriptasa inversa e

integrasa.

La infeccion y transmision de estos virus a una célula
hospedadora no necesita ningun vector, solamente del
contacto directo entre los individuos. Tras la entrada del ARN
genomico en la célula, la enzima transcriptasa inversa o
retrotranscriptasa sintetiza una molécula de ADN de doble
cadena que, con la ayuda de la integrasa, se inserta en el
genoma de la célula infectada. Este ADN integrado se
mantiene estable, siendo replicado como parte integrante de
la célula hospedadora y transcripto por la maquinaria celular
para producir todas las proteinas integradas en él (figura 4).
Cualquier ADN incorporado en un retrovirus es expresado en

la célula indefinidamente.
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Figura 15. Infeccion lentiviral a una célula hospedadora. Se representa la
infeccion retroviral a una célula en la cual se retrotranscribe el ARN a ADN del
virus y se integra en el ADN celular, en donde es transcripto y traducido por la
magquinaria celular, expresando las proteinas contenidas en el ADN viral.
Imagen modificada de www.genengnews.com.

En nuestro caso, se utilizaron lentivirus que ademas de
expresar los transcriptos esenciales para su infeccion y
transmision, expresan la proteina “Cherry” y un gen de
resistencia al antibiético puromicina. “Cherry” se trata de una
proteina fluorescente roja, que hace que las células que son
infectadas por estos virus presenten dicha fluorescencia. La
resistencia a puromicina hace que las células infectadas sean
insensibles a este antibidtico, por lo que ahadiendo
puromicina al medio de cultivo se pueden seleccionar las

células infectadas de las que no lo fueron. (Figura 15)

El marcaje de las células de CO y MO en cultivo se realizé
anadiendo a cada pocillo 500 ul de medio de infeccidn virica:
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DMENF-12 (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido) con
10% de SBF (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido), V4
del sobrenadante viral (proporcionados por Carmen Maria
Garcia-Pascual) y 8ug/ml de Polybrene (Merck Millipore,
Darmstadt, Alemania) durante 24 h a 37°C y 5% de COZ2.
Transcurridas 24 h, se retird6 el medio de la infeccion y se
afnadié medio de cultivo DMENF-12 con 10% de SBF, 1% de
P-S y 1% de fungizona (F) (GIBCO, Paisley, Strathclyde,
Reino Unido). Cinco horas después se afiadid el medio de
cultivo con 1ug/1ml de puromicina (Sigma, St Louis, Estados
Unidos), permitiendo la seleccion de las células infectadas,
ya que solamente las células que incorporaron el virus
presentan resistencia a puromicina. Ademas de por su
supervivencia, las células infectadas se observaron de color
rojo bajo el microscopio de fluorescencia (Nikon, Eclipse
TS100) 48-72 h después de la infeccion. El medio de cultivo
fue cambiado cada dos dias hasta el momento de la recogida

celular para su inyeccion en los ratones. (Figura 16).

Cuatro dias después de la infeccién viral, la monocapa
celular formada fue lavada con PBS y disociada empleando
el método de dispersion enzimatica utilizando 400 ul de
tripsina- acido etilendiamino tetracético (EDTA) 1X (GIBCO,
Paisley, Strathclyde, Reino Unido) incubandolas 5 min a
37°C. Posteriormente, se afadié 800 pl de medio de cultivo
en cada pocillo y se recupero6 toda la suspension celular, que
fue centrifugada a 1.500 r.p.m. durante 5 min. Se eliminé el

sobrenadante y se resuspendio el pellet en 1 ml de DMEMF-
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12 estéril (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido). La
concentracion celular obtenida se cuantificd en una camara
de Neubauer. Posteriormente se centrifugd nuevamente a
1.500 r.p.m. durante 5 min y una vez eliminado el
sobrenadante, se resuspendidé el pellet en 50 yl de medio
DMEMF-12 estéril (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino
Unido) para ser inyectado en la capsula renal de los ratones

correspondientes.

Cultivo celular en DMEMF-12+10%SBF+
1%P-S
a 37°Cy 5% de CO,

Infeccidn viral
DMEMF-12+10%SBF+%4 sobrenadante
viral+8ug/mlde Polybrene

24h a 37°C y 5% de CO,

Seleccidon células infectadas
DMEMF-12+10%SBF+1% de S-P+1% F+
1Hg/1ml puromicina

37°Cy 5% de CO,
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Figura 16. Esquema de cultivo celular e infeccion de la linea celular metastdsica
de CM MDA-MB-468. Se representa los pasos a seguir en el cultivo celular y el
marcaje mediante lentivirus para su seleccion.

1.4. Modelo animal de CM.

Todos los protocolos de experimentaciéon animal que se
utilizaron en este trabajo de investigacion se atienen a lo
dispuesto en la normativa legal vigente y en particular en el
Real Decreto 1201/2005 de 21 de Octubre sobre proteccion
de animales, utilizada para experimentacion y otros fines
cientificos y de acuerdo con la directiva 86/609/CEE, de 14
de Noviembre de 1986 en relacion a la toma de muestras de

animales.

Las células MDA-MB-468 cultivadas y marcadas fueron

inyectadas en la capsula renal de ratones inmunodeprimidos.

Se utilizaron ratones hembra de 5 semanas (Hsd: Athymic
Nude-nu, Charles River laboratories, Wilmington, MA, ESUU)
libres de enfermedades patoldgicas especificas (figura 17).
Se estabularon en jaulas con filtro, en el interior de cabinas
de proteccion, con una TA fijada de 21+1° C, con ciclo de
luz/oscuridad de 12/12h y humedad relativa del 55£10% y en
un area de bioseguridad libre de patdégenos (SPF). Los
ratones fueron mantenidos con alimentacion ad libitum con
pienso irradiado y agua autoclavada. La manipulacion de
animales se realizd6 siempre en el interior de campana de

flujo laminar.
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1.4.1. Cirugia.

Los animales fueron divididos en 3 grupos experimentales:

- Grupo A: ratones a los que se les inyecto una solucion
de células MDA-MB-468 en medio DMEMF-12 (500000
células/50pl).

- Grupo B: ratones a los
que se les inyectd una
solucion de células MDA-
MB-468 en medio "
DMEMF-12 y TAH (n=6 Figura 17. Raton transgénico

’ utilizado. Raton atimico Nude

500000 MB-468  de 5 semanas de edad.
células/25ul mezclado con 25pl de TAH).

- Grupo C: ratones a los que se les inyectd medio
DMEMF-12 (n=6, Control negativo, 50ul).

Las muestras de TAH procedentes de cada una de las
donantes estuvieron presentes en todos los grupos
experimentales siendo cada una utilizadas en 2 animales de
cada grupo. El céalculo de las células metastasicas de la linea
celular de CM MDA-MB-468 inyectadas por animal para
asegurarnos un desarrollo metastasico en un plazo de tiempo
relativamente corto se hizo en base a los estudios previos
llevados a cabo en este modelo (Rodriguez-lglesias et al.,
2015).
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Los animales fueron sometidos a solamente un proceso
invasivo para la inyeccion del TAH y linea celular en su
capsula renal. Para ello, todos los animales fueron sedados
mediante la administracion de cloruro morfico al 2%
(B.Braun, Melsungen, Alemania) y anestesiados durante la
operacion por inhalacién con isofluorano al 4% (B.Braun,
Melsungen, Alemania). Ademas, se utilizd el analgésico
postquirargico Buprex (RB Pharmaceuticals, Richmond,
EEUU). Estos procesos invasivos se llevaron a cabo con
material estéril, bajo una campana de flujo laminar y sobre
una manta eléctrica para evitar la hipotermia. Todo el
material fue previamente esterilizado por autoclave. Se aplicé
una solucién antiséptica (Povidona lodada 10%) sobre la piel
del animal y se procedio a la incisién de la piel en el lado
dorsal izquierdo para acceder a la capsula renal. Se realizd
una inyeccion de 50 pl de medio DMEMF-12 con la
suspension celular especifica (MDA-MB-468 y TAH) y la
incision fue cerrada mediante una sutura “Monosyn 6/0”
(B.Braun, Melsungen, Alemania). Una solucion antiséptica
(povidona lodada 10%) fue aplicada sobre la piel del animal
antes y después de la intervencion.

1.4.2. Monitorizacidn de las células inyectadas en los ratones.

La monitorizacion de la evolucion de las células inyectadas se
realizé mediante un sistema de imagen in vivo (Xenogen-IVIS

100 cooled CCD Optical Macroscopic Imaging System, SC
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BioScience Corporation, Tokyo, Japan) (figura 18) realizando

mediciones cada semana.

Este sistema utiliza una tecnologia de imagen O6ptica para
facilitar el seguimiento longitudinal del trafico celular en
animales vivos. Presenta un conjunto de filtros de alta
eficiencia y una mezcla de espectros con algoritmos que
permite sacar el maximo provecho de la luminiscencia y
fluorescencia entre la region de longitud de onda desde el
azul al infrarrojo cercano. El instrumento esta equipado con 10
filtros de excitacion de banda de 30 nm y 18 filtros de emision
de banda de 20 nm, que ayudan a reducir significativamente
la autofluorescencia. (Figura 19)

El primer dia de monitorizacion, después de la cirugia, se
fijaron las longitudes de onda de emision/excitacion de
mCherry, cuyo pico de absorcién/emision es de 587 nmy 610

nm, respectivamente.

Se establecieron 3 longitudes
de onda de excitacion vy
emision (570-620 nm, 605-660
nm, 640-680 nm) (Figura 19)

que fueron las utilizadas en

cada medicion. Dichas Figura 18. Sistema de imagen in
monitorizaciones se realizaron "
bajo los efectos de la anestesia por via inhalatoria mediante

isofluorano al 3% (B.Braun, Melsungen, Alemania).
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Excitation and Emission Spectra of High-Performance Anthozoa Fluorescent Proteins
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Figura 19. Rango del espectro de excitacion y emisién para las diferentes
proteinas fluorescentes. Observamos el rango perteneciente a mCherry que
fue seleccionado para este estudio.

1.4.3. Analisis de la invasidn metastatica post-mortem.

Al cabo de 6 meses los ratones supervivientes fueron
sacrificados mediante inhalaciéon de CO2. De cada uno de los
ratones, tanto de los animales sacrificados como de las
fallecidos por desarrollo tumoral, se realiz6 un analisis
macroscopico morfolégico con el fin de evaluar un posible
dafno tisular originado por la inyeccion de células
cancerigenas. Ademas de cada uno de los ratones se extrajo
la capsula suprarrenal izquierda (en la cual se inyectaron las
células), la capsula suprarrenal derecha, el higado, el bazo y
el pancreas, ya que son los organos en los que mas
frecuentemente se produce una metastasis a partir de células
de CM. De cada uno de estos 6rganos se extrajo un

fragmento para su inclusién en parafina y su posterior
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analisis inmunohistoquimico, y el resto del 6rgano se guardo

para su analisis molecular.

1.5. Estudios inmunohistoldgicos.

El método de IHQ consiste en una inmunotincion con el
método avidina-biotina. Esta técnica se basa en la
determinacién de la expresidén de una proteina de superficie
celular utilizando un anticuerpo especifico contra esa
proteina. A continuacion se utiliza un anticuerpo secundario
contra el anticuerpo especifico, que bien podra estar
biotinilado o bien estar unido a un fluorocromo que permita su
posterior deteccién. En el caso de utilizar un anticuerpo unido
a biotina se afiade posteriormente el complejo avidina-
peroxidasa, que al reaccionar con su sustrato dara color, mas

o0 menos intenso en funcidn de la expresion de la proteina.

Cada una de las muestras fue procesada y analizada
siguiendo el protocolo que se describe a continuacion:

1.5.1. Fijacién.

Este proceso se refiere al tratamiento del tejido con
sustancias quimicas, de manera que se mantienen las
células estructuralmente intactas. Esto se logra al inactivar
ciertas enzimas celulares que de otra manera iniciarian la
autolisis y llevarian a la degeneracién post-mortem. La
fijacion mantiene las estructuras al estimular la formacién de

enlaces cruzados entre las proteinas. Las muestras fueron
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fijadas en formaldehido al 4% (GIBCO, Paisley, Strathclyde,
Reino Unido).

1.5.2. Lavado.

Es necesaria la eliminacion del exceso del fijador para evitar
una posterior interferencia quimica en el proceso de
inclusion. Los medios de inclusion utilizados son hidréfobos y
precisan de la eliminacion del agua del tejido, por ello, se
realizé una deshidratacion del tejido con etanol. Debido a que
una gran parte del tejido esta constituido por agua, se aplicé
una serie gradual de soluciones acuosas de menor a mayor
grado del agente deshidratante. Este paso se realizd de
forma gradual ya que si se somete directamente el tejido a
soluciones de etanol absoluto, éste se deformaria debido a

que el agua tisular saldria muy rapidamente de la muestra.

Por lo tanto, se procedié a la deshidratacidén de las muestras
en alcohol de gradacion decreciente (50, 70, 80, 90%) y
finalmente se sumergieron en 3 pases de alcohol absoluto

(Panreac, Barcelona, Espafa).

1.5.3. Aclaramiento.

Una vez deshidratado el tejido, se pasa a una solucidon de
una sustancia que es miscible tanto con el alcohol como con
el medio de inclusion a utilizar. La sustancia comunmente
utilizada es el xileno o xilol. Este proceso se llama

aclaramiento ya que el tejido se torna transparente o claro en
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el xileno, esto se debe a que cambia su indice de refraccion.

Una vez deshidratadas las muestras, se aclararon mediante
pasos sucesivos en xilol (Panreac, Barcelona, Espafia) para
extraer el agente deshidratante.

1.5.4. Inclusion.

Por lo general, los tejidos son estructuras blandas vy fragiles,
incluso después de la fijacion. Previo a la obtencion de los
cortes, es necesario incluirlos en un medio de soporte. En
estado liquido, estos medios tienen la capacidad de penetrar
y rodear el tejido, de esta forma se puede producir el
endurecimiento (por enfriamiento o por polimerizacion), para
formar un bloque sdlido que pueda ser cortado facilmente en

el microtomo.

Las muestras fueron depositadas individualmente en
recipientes con parafina fundida a 60°C y se dejaron en las
estufa durante 1 h a 60°C para que el xilol se evaporase y los
espacios anteriormente ocupados por éste fuesen ocupados
por la parafina. Este paso se repiti®6 una vez mas para
eliminar la mayor cantidad de xilol posible de cada muestra.
Después se colocaron las piezas en parafina fundida en un
molde de metal rectangular, orientadas de forma adecuada y

se dejaron solidificar a TA.
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1.5.5. Corte.

El bloque de parafina con el tejido se puede cortar en
secciones lo suficientemente delgadas como para permitir el
paso de la luz. La mayor parte de los preparados para

microscopia oOptica tienen un grosor de 4 um.

Un vez obtenidos los bloques de parafina con cada una de
las muestras, se realizaron cortes de 4 ym de espesor. Para
la obtencion de estos cortes se utilizd el microtomo (Microm
GMBH, tipe HM310, Walldorf, Alemania) con cuchillas de
acero. Estos cortes se depositaron en un bafo
termostatizado a 37°C para eliminar las arrugas y pliegues
debidos al corte. A continuacion fueron recogidos con
portaobjetos SuperFrost® Plus, Menzel-Glaser (Thermo
Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) para mejorar la
adherencia de los mismos. Finalmente los cortes fueron
guardados en una estufa a 37°C durante 48-72 horas para

mejorar su secado y adhesion final.

1.5.6. IHC.

Los cortes fueron desparafinados mediante incubacién a
60°C durante 1h y cuatro bafios de xileno de 5 min cada uno.
A continuacion los cortes fueron rehidratados mediante
inversion en etanol a concentraciones decrecientes. Tras un
lavado con agua para eliminar los restos de etanol, se llevo a
cabo el desenmascaramiento antigénico con un autoclave,

sometiendo los cortes durante 3 min a 120°C, 1,5 Atm en
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Tampoén Citrato pH6 para romper los puentes disulfuro que
se formaron al calentar a 60°C las muestras fijadas en formol
y facilitar el paso del anticuerpo. Posteriormente, las
secciones se incubaron con peroxido de hidrogeno (DAKO
Corp., Barcelona, Espana) al 3% durante 10 minutos a TA
para eliminar la actividad peroxidasa enddgena.
Seguidamente las muestras se incubaron, durante 1 hora y a
TA en camara humeda, con el anticuerpo SBEM (Abcam,
Cambridge, Reino Unido), diluido en tampdén de bloqueo
hasta obtener la concentracion de trabajo necesaria. Como
control negativo se utilizé PBS substituyendo asi al
anticuerpo primario. Como control positivo se utilizaron cortes
de tumor primario de mama. Tras una incubacion con el
anticuerpo primario, las muestras se incubaron con el kit
ENVISION (DAKO Corp., Barcelona, Espafia) durante 30
minutos. Finalmente, se empleé una disolucidon con un
sustrato cromdgeno de peroxidasa durante 5 min. Entre cada
incubacion los tejidos fueron lavados tres veces con PBS. La
contra-tincién se realizé con hematoxilina de Mayer y las
secciones se montaron con cubreobjetos con una base de
pegamento (Eukitt, Kindler GmbH, Freiburg, Alemania) como
soporte para el mismo, de este modo las muestras pudieron
ser guardadas a TA hasta su posterior fotografiado.

1.5.7. Observacion y fotografia.

Las muestras fueron analizadas bajo microscopio o6ptico
(LEICA DM4000B; Leica, Solms, Alemania) con sistema
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digital de captacion de imagenes (LEICA DFC450C; Leica,
Solms, Alemania). La observacion se llevo a cabo en cortes
seriados, a distintos niveles para cada una de las muestras,
con la intencidn de obtener unos resultados mas objetivos de
la globalidad del tejido. Para visualizar estas imagenes se

utilizaron los objetivos de 5x, 10x, 20x y 40x.

El analisis morfolégico se llevd a cabo considerando si las
muestras presentaban ausencia o presencia de infiltracion
neoplasica. La observacion de un marcaje especifico de cada
anticuerpo se consideré como positivo para la expresion
proteica analizada, mientras que la ausencia de marcaje
resulté en un resultado negativo para la expresion de dicha

proteina.

1.6. Estudios moleculares.

1.6.1. Extraccion de ARNm.

El ARN total se aisl6 utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen,
California, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Tras afiadir 500 pl de Trizol y disgregar el tejido
con la ayuda de un bisturi estéril, se afadié 100 pl de
cloroformo (Sigma). Después de una centrifugacion a 13.000
rpm durante 15 min y a 4°C se transfirio la fase acuosa a otro
tubo y se le afadié 250 ul de isopropanol (Sigma). Tras una
incubaciéon durante 10 min a temperatura ambiente, se
centrifugd a 13.000 rpm durante 10 min a 4°C. El precipitado
fue lavado con 500 ul de etanol al 75% en agua DEPC
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(Dietilpirocarbonato) filtrado y centrifugado a 7.500 rpm
durante 5 min. Finalmente tras secarse los “pellets” de ARN
se resuspendieron en 12 uyl de agua estéril libre de

nucleasas.

1.6.2. Analisis de la concentracion del ARN.

El analisis de la cantidad e integridad del ARN extraido de
cada una de las muestras se llevo a cabo mediante métodos
espectrofotométricos (NanodropTM, Thermo Scientific). Este
equipo mide la absorbancia de todas las moléculas de la
muestra que absorben a la longitud de onda de interés,
desde nucledtidos, ARN, ADN monocatenario, y ADN de
doble cadena. Todas ellas absorben a 260 nm y contribuiran

a la absorbancia total de la muestra.

Se utilizé un ratio de absorbancia de 260/280 nm para medir
la pureza del ARN y del ADN. La muestra se considera pura
si presenta un ratio alrededor de 1,8 si se trata de ADN y de
2,0 si se trata de ARN. Si el ratio es menor indica la posible
presencia de proteinas u otros contaminantes que absorben

cercanos a la longitud de onda de 280 nm (Figura 20).
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Figura 20. Grdfica de absorbancias de muestras de ARN o ADN. Se muestra las
absorbancias en las que absorben el ARN/ADN y los posibles contaminantes de
las muestras, como proteinas, solventes y sales.

1.6.3. Retrotranscripcion.

La retrotranscripcion del ARN se llevé a cabo mediante el kit
AdvantageRT-for-PCR kit (Clontech, Palo Alto, California,
Estados Unidos). Para cada muestra se afadio entre 0,2-1
pug de ARN a un tubo estéril de 0,2 mly un 1ul de oligo (dT) a
20 yM (oligonucledtidos de union aleatoria a la cadena de
ARNm vy que sirven como molde para la enzima
retrotranscriptasa). Se incubd durante 5 minutos a 72°C y
posteriormente se anadidé una mezcla de: 4pl 5x reaccion
tamponada, 1ul desoxiNTP (desoxinucledtidos) (10mM),
0,5pl de inhibidor recombinante de la ribonucleasa (40 U/ul)y
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1upl(200 U/pl) de la transcriptasa inversa del virus de la
leucemia murina de Molowny (MMLYV). Tras mezclar todos los
componentes, las muestras se incubaron durante 1 hora a
40°C, seguido de una segunda incubacion a 72°C durante
10minutos para detener la sintesis de ADNc y paralizar la
actividad de la desoxirribonucleasa. Finalmente la cantidad
de ADNc se cuantifico mediante métodos
espectofotemétricos. La muestra fue diluida con agua libre de
ARN a una concentracion final de 100 ng/ul y fue

almacenada a -20° C hasta la realizacién de la RT-qPCR.

1.6.4. PCR cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR).

La metodologia de RT-qPCR, a diferencia de la PCR
competitiva, permite la automatizacion y ademas es rapida y
no necesita el procesamiento posterior del producto de PCR,

lo que reduce el riesgo de contaminacion.

La RT-gPCR es una variacion de la PCR estandar utilizada
para la cuantificacion de ADN o de ARNm de una muestra.
Es posible determinar el numero de copias o la cantidad
relativa de una determinada secuencia de ADN o ARN
utilizando cebadores especificos de secuencia. Cuando la
PCR a tiempo real se combina con una reaccion previa de
retro-transcripcion, puede determinarse la cantidad de ARNm
de una muestra mediante una cuantificacion relativa. Se dice
que es una cuantificacion relativa porque se compara entre

las diferentes muestras la expresion del gen objeto de
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estudio respecto a la expresion de un gen constitutivo
(control endogeno). Es lo que se denomina como
normalizacion de la expresion del gen especifico. Los genes
mas utilizados como controles endogenos son: ARNr 18S,
GAPDH, beta-actina, TBP, HPRT, beta-2- microglobulina,

entre otros.

La cuantificacion del producto se produce mediante la adicion
de fluoréforos que se unen al amplicon de forma cuantitativa,
a mayor producto se emitira mayor fluorescencia. Los
sistemas de RT-qPCR detectan la cantidad de fluorescencia
producida en cada ciclo de RT-gPCR y los softwares de
analisis representan dicha fluorescencia graficamente
respecto al numero de ciclos. La cantidad de amplicon
producido es proporcional al numero de moléculas de
ARN/ADN iniciales, de forma que en aquellas muestras con
mayor expresion del gen, el amplicon fluorescente aparecera

en ciclos anteriores.

Desde el punto de vista técnico, existen dos principales
meétodos de analisis de PCR cuantitativa que se basan en
técnicas de fluorescencia que se diferencian en la
metodologia de deteccion de los productos de RT-qPCR.
Estos métodos son:

- Sondas TagMan: basados en el uso de dos
sondas que hibridan en las secuencias

especificas.
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- SYBR Green |[: utiliza este fluorocromo
intercalante que se une a la doble cadena de
ADN inespecificamente.

El método mas difundido, y utilizado en nuestro experimento,
es el que emplea sondas TagMan que garantiza la obtencion
de ensayos de PCR altamente especificos, con una eficiencia
de amplificacion cercana al 100% que ademas permite
evaluar numéricamente con la mas alta precision, la cantidad
de moléculas de material genético presente en cada muestra.
Estas propiedades especificas permiten la aplicacion de RT-
gPCR en la cuantificacion absoluta y relativa de genes sin
necesidad de purificar una muestra de ARN total o requerir
de una gran cantidad de la misma. Esta metodologia se basa
en la actividad 5’-exonucleasa de la Taq polimerasa y en la
amplificacion mediante RT-gPCR de una determinada
secuencia diana en presencia de una sonda fluorescente
especifica (sonda TagMan) que hibrida con la secuencia
diana que estamos amplificando. (Figura 21).
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Figura 21. RT-qPCR con tecnologia TagMan. Fundamentos de la estrategia
empleando sondas TagMan. Actividad 5’exonucleasa de la Taq polimerasa.

La sonda TagMan tiene unido un fluorocromo en posicion 5’ y
un amortiguador de fluorescencia en posicion 3’ (MGB: minor
groove binder) que se une al surco menor del ADN
protegiendo a la sonda de la actividad exonucleasa de la
enzima Taq polimerasa (Figura 22).

DGRDY —

fluocrocromo

Figura 22. RT-qPCR con tecnologia TaqgMan. Mecanismo de accion del
amortiguador de fluorescencia (MGB) en las sondas TagMan.

Ademas, esta sonda esta fosforilada en el extremo 3’ para
evitar su extension durante la reaccion de PCR. Si la
secuencia diana esta presente en la muestra, la sonda
TagMan hibridara especificamente con ella, situandose entre
los dos cebadores. Cuando se produce la etapa de extension
en la reaccion de PCR, la actividad 5’-exonucleasa de la Taq
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polimerasa degradaria la sonda TagMan liberando el
fluorocromo, que al estar fuera de la influencia del
amortiguador emitira una sefial que puede ser captada por el
sistema Optico del equipo. Este proceso de degradacion de la
sonda tiene lugar en cada ciclo y no interfiere con la
acumulacion del producto de la RT-gPCR, por lo que se
produce un incremento exponencial de la sefal de
fluorescencia en cada ciclo de la reaccion de RT-gPCR. Otra
de las ventajas es que la enzima Taq polimerasa no digiere la
sonda libre sino unicamente la hibridada, por lo que la
cantidad de sefal fluorescente emitida es proporcional a la
cantidad de producto acumulado. La medicion de Ia
intensidad de fluorescencia se realiza de forma continua, lo
gue nos proporciona una informacion dinamica en tiempo real
(analisis cinético) del proceso. De esta forma podemos
establecer el ciclo umbral (Ct-cycle threshold), es decir, el
numero de ciclos necesarios para que la cantidad de
producto producido alcance el nivel de deteccion que
hayamos fijado, lo que a su vez se correlaciona directamente

con la cantidad de ADNc de la secuencia diana. (Figura 14).
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Figura 23. Modelo de RT-qPCR. Se representa el n? de ciclo de la PCR (Ct)
respecto al producto de PCR (ARn) de una muestra (linea roja) y de control
negativo (linea azul). En la representacion de la muestra, se observa el patron
tipico esperado, en el que en los primero ciclos de la PCR no hay producto,
posteriormente presenta una fase exponencial llegando a alcanzar una meseta
(Imagen modificada de http://www.rt-pcr.com).

El método utilizado para calcular la expresion relativa de un
gen es el método 2-AACt. Este método consiste en relativizar
la expresion del gen en la muestra problema respecto a la
muestra control, normalizando ambas con la expresién de un
gen constitutivo. Para ello se sigue el siguiente
procedimiento: (Figura 23)

- Calculo del valor de ACt: consiste en normalizar

el valor de Ct de cada muestra respecto al control
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endogeno.

ACt= Ct gen-Ct control endégeno

- Calculo de AACt: se normaliza respecto a la

muestra control o calibrador.

AACt= ACt muestra problema- ACt muestra

control

- Calculo de la expresion relativa (“Fold change”):

representa cuantas veces mas o cuantas veces
menos se expresa el gen problema en la muestra
bajo estudio respecto a la muestra control,
relativizado a la expresién basal de un gen
constitutivo. La muestra control tendra un valor
de 1, mientras que las muestras problema
presentaran un valor mayor o menor de 1
dependiendo si la expresion del gen es mayor o

menor respectivamente.

Expresion relativa= 2" 24¢t

Debido a todas estas caracteristicas, la metodologia de la
TagMan PCR fue utilizada para el analisis de expresion
génica de los marcadores de <cancer de mama
seleccionados. El empleo de sondas TagMan garantiza la
obtencion de ensayos de PCR altamente especificos, de una

eficiencia de amplificacion cercana al 100% que ademas
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permite evaluar numeéricamente con la mas alta precision, la
cantidad de moléculas de material genético presente en cada
muestra. El desarrollo de la técnica y la normalizacion vy
cuantificacion de los resultados se llevara a cabo tal y como

se ha descrito previamente y que detallamos a continuacion.

Para el analisis molecular se utilizaron los cebadores 18S y
SBEM asi como dos marcadores mas para la identificacion
de células humanas y células murinas especificamente en los
tejidos analizados, que son HPRTh y HPRTm
respectivamente (Life Technologies, Foster City, California,
Estados Unidos) (figura 24). HPRTh y HPRTm son
especificos de especie y amplifica una enzima que se
expresa en todas las células del organismo de forma
constitutiva, llamada hipoxantina-guanina

fosforribosiltransferasa. (Figura 25).

Gen Referencia secuencia Exon Longitt:|d’del
amplicén
18S Hs99999901s1 1-1 187
SBEM-1 Hs00536495m1 1-2 86
HPRTh (Hs02800695m1)
HPRTm (Mm01545399m1)

Figura 24. Cebadores (sondas Tagman) utilizados para cada uno de los genes
analizados. El gen 18S fue utilizado como control de todos los demds genes.

-125-



Localizacion HPRTm HPRTh SBEM-1

Capsula suprarrenal izquierda + + +
Tejidos con metastasis + + +
Tejidos sanos + - -

Posible migracién de células adiposas
humanas

Figura 25. Controles enddgenos para la deteccion de células murinas y
humanas.

Los experimentos de RT-qPCR se realizaron con el sistema
ABI PRISMTM 7900 Sequence Detection (Life Technologies)
previa extraccion de ARN y conversion a cDNA mediante
transcripcion reversa de los mRNA extraidos. Como
fluorocromo de unién a ADN de doble cadena se us6 FAM
(carboxi-fluoresceina) cuya absorbancia es de 535 a 495 nm.
Para cada 10 pl de reaccion TagMan, se mezclaron 1 pl de
ADNCc, 3,5 ul de agua destilada libre de ARN, 5 ul de TagMan
Universal PCR Master Mix (PE Life Technologies) and 0,5 pl
20x “Assay on Demand” que contenian la sonda y los
cebadores especificos para cada gen. Cada ensayo se llevo
a cabo por triplicado. Las condiciones de RT-qPCR fueron las
siguientes: 2 min a 50°C seguido de 10 min a 95°C para la
activacion enzimatica, posteriormente ocurren 45 ciclos de

dos pasos de 15 s a 95°C y 1 min a 60°C. Los productos
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finales se analizaron con el software especifico de sistema de
deteccion de secuencias 7900HT version 2.4 (PE Life
Technologies). Los datos se representaron mediante el valor
medio relativo del gen analizado y normalizado con respecto
al valor correspondiente del gen de la subunidad 18S del

ARN ribosomico utilizando el método 244¢t .

1.7. Andlisis estadistico.

El analisis estadistico se llevo a cabo con el programa “SPSS
statistics version 19”. Para comprobar la distribucion normal
de los datos se utilizd el test de Kolmogorov-Smirnov. En
funcion si las muestras presentaron una distribucion normal o
no, se realizé una comparacion de medias mediante el test T
para muestras independientes o la prueba de Mann-Whitney,

respectivamente.

Se consider6 estadisticamente significativa una p<0,05 y muy
significativa una p<0,001.
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2. Desarrollo la técnica quirdrgica de
reconstruccion con grasa autologa tras
tumerectomia de mama.

2.1. Seleccidon de pacientes.

Nuestro estudio, se llevo a cabo en la Unidad Funcional de
Patologia Mamaria del Hospital Universitario y Politécnico La
Fe de Valencia. Fue planificado y organizado tras un estricto
estudio del tema, asi como una investigacion concienzuda de
una amplia gama de Publicaciones sobre la aplicacion de
injertos de grasa en la cirugia conservadora de mama y otros

tipos de reconstruccion.

El estudio fue presentado al comité de expertos de la Unidad
Funcional de Patologia Mamaria del Hospital La Fe, y al
Comité de Etica en Investigacion Clinica, ambos aprobaron y

apoyaron el estudio.

Seleccion del paciente.

A lo largo de cuatro afios y medio, se han evaluado pacientes
con lesiones mamarias malignas cuando se sospecha que la
extirpacion de la lesion sin reconstruccion supondria una

retraccion de la cicatriz en la mama.

Numero de pacientes: 52.
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Criterios de inclusion:

1.Pacientes jovenes < de 55 afios (aunque a criterio se

pueden rechazar pacientes mas jovenes).
2. Pacientes no fumadoras.
3. Pacientes no obesas.

4. Pacientes con un nivel sociocultural asdecuado,
valorable en la entrevista. Hay que saber decirles que

no.
5. Tipo de tumor:

CARCINOMA DUCTAL INFILTRANTE.
6. Estadio:

T1
T2

7. Excluidos otros tipos de tumores o estadios Ill o IV.

Todos los pacientes se someten a una mamografia de alta
resolucion, examen de ultrasonido, resonancia magnética

con contraste y tumor y una biopsia antes de la cirugia.

-129-



Criterios de exclusion:

» Tumores sospechosos de casos de multicentricidad o

bilaterales como el carcinoma lobular.

+ Tumores con criterios histolégicos de agresividad
obtenidos mediante biopsia con aguja cortada (CNB) antes

de la cirugia.

» Pacientes positivos para metastasis (M) y/o ganglios
linfaticos (N) y pacientes con enfermedad avanzada.

* Pacientes que padecen enfermedades sistémicas

distintas del cancer de mama.

El consentimiento informado por escrito fue claramente
explicado a todos los pacientes, y firmado por los incluidos en
el estudio. Todos recibieron una copia escrita del

consentimiento informado.

2.2. Recogida y procesamiento de muestras.

El procedimiento de extraccion, procesamiento y manejo de
los injertos de TA se realizé siguiendo las directrices del
protocolo de Coleman, que se detallan a continuacién:

Extraccién: para la extraccion del tejido adiposo se
utilizé la metodologia expuesta anteriormente en el apartado
“1.2. Recogida y procesamiento de muestras” (pag 91).
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Figura 26. Muestra la seleccion de la zona donante preoperatoria de una
paciente.

Figura 27. Tubos de centrifugado graso tras la extraccion. Sistema Proteal.

EEUU.
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2.3. Protocolo quirtrgico.

2.3.1. Protocolo quirurgico y desarrollo de técnica quirirgica
personal.

En el momento de empezar a aplicar nuestra idea nos
encontramos que no existia una técnica quirurgica adecuad,
por lo que tuvimos que desarrollar una que cumpliese
nuestros requisitos de no infiltrar grasa en la glandula, para
evitar el contacto de los injertos con las posibles células
tumorales que hubieran podido haber quedado.
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Figura 28. Representacion esquemdtica de una tumoracion de mama.
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Ademas debia proporcionar un lecho viable al injerto graso,
ya que de limitarnos a rellenar simplemente el hueco que
habia dejado la extirpacion del tumor nos hubiéramos
encontrado que este no hubiera podido sobrevivir y hubiera

conducido unicamente a la aparicion de un absceso.

Figura 29. Se demuestra que el simple relleno de la cavidad produciria la
pérdida del injerto y la aparicién de un absceso.
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Figura 30. Se observa la pieza de tumorectomia de la paciente puesta de
ejemplo. Notese que es de gran tamaifio, mostrando las posibilidades de
reconstruccion de zonas de volumen considerables.

Esta técnica consiste en realizar una tumorectomia
dependiendo de los requisitos oncoldgicos. Después de eso,
la cavidad creada dentro de la mama después de la
reseccion del tumor es meticulosa y herméticamente cerrada
por medio de algunas puntadas absorbibles como suturas de

Vicryl.
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Figura 31. Se muestra como el cierre hermético de la cavidad con suturas de
vicryl provoca deformidades en la mama a distancia de donde se encontraba el
foco tumoral, tal y como seiala la direccion de las flechas.

Esta maniobra de traccion al centro del defecto causa
algunas deformidades y distorsiones importantes en la
superficie de la mama, distante del lecho tumoral. Fotografia

de caso real (figura 32).

e ¢

. T ooy

Figura 32. Esta misma maniobra en el paciente real, nétense las zonas

deprimidas arriba y debajo de la areola.
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Figura 33. Se observa otro ejemplo de retracciones a distancia de la zona de la
tumorectomia que es donde se realizaran los injertos de grasa.

Figura 34. Se puede ver el resultado final a largo plazo de la misma paciente.
Nétese que los defectos han desaparecido.
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A continuacion, se suturan las incisiones utilizadas para la
infiltracién asi como las utilizadas para la cosecha con
monofilamento 6/0. Finalmente, un vendaje elastico y los
apositos Mepore son aplicados y reemplazados tres dias
después por un sujetador deportivo de alta compresion para
lograr la mayor inmovilizacion del injerto, lo cual es vital para

asegurar su subsistencia.

ZONAS DE RELLENO
COLEMAN \

A
ZONAS DE RELLENO
COLEMAN

Figura 35. Se demuestra la forma correcta disefiada por nosotros para la
correccion de una deformidad de tumorectomia.

Simultaneamente, otro equipo quirurgico procede a cosechar
tejido graso mediante una técnica a traumatica utilizando una
canula similar a ColemanTM. Después de llevar a cabo esta
fase con todas sus posibles variaciones, y especialmente a

medida que se conoce mas informacion sobre el injerto de
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grasa autdloga , realizamos el siguiente método: se retira el
tejido adiposo con una jeringa de 20 cm2 y se decanta
durante 10- 15 minutos. Luego, expulsamos la fraccion
liguida y llevamos a cabo cuatro lavados en serie con
solucion salina normal en la jeringa. Asi es como
conseguimos una fraccién de grasa completamente limpia,
de color amarillo, sin sangre residual, y solo formada por su
fraccion estromal y celular. Este contenido se transfiere a las

jeringas después de eliminar la fraccidn oleosa del conjunto.

El promedio £ DP de infiltracién de grasa fue de 65 + 19,30
cm2 dependiendo de la necesidad, utilizando la técnica de
tuneles multiples en las areas deformadas creadas al cerrar

el area de lumpectomia, pero distanciadas de ella.

A continuacion, se suturan las incisiones utilizadas para la
infiltracién asi como las utilizadas para la cosecha con
monofilamento 6/0. Finalmente, un vendaje elastico y los
apositos Mepore son aplicados y reemplazados tres dias
después por un sujetador deportivo de alta compresion para
lograr la mayor inmovilizacion del injerto, lo cual es vital para

asegurar su subsistencia.
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2.4. Seguimiento de las pacientes.

2.4.1. Seguimiento radiolégico.

OBJETIVOS DEL ESTUDIO RADIOLOGICO.

Evaluar los cambios radiolégicos tempranos (al aino) y
tardios (tras 3 anos) producidos en la mama tras la

reconstruccion inmediata mediante lipofilling.

Todos los pacientes incluidos en este estudio tenian RMN
preoperatoria, mamografia de alto contraste y ECO
especifica realizada en una unidad de radiologia en exclusiva

a realizar estudios de la mama.

A los estudios previos a la cirugia se anadid el control
especifico de este estudio que consistid en repetir la RMN, la
ECO y la mamografia al afio de evolucion con el fin de

objetivar:

* Posibles recidivas mediante la presencia de algun
patréon de captacion de caracteristicas malignas u
otros signos que detecten la reaparicion de el proceso
tumoral.

* Medicibn de volumenes vy valoracion de la
persistencia de los mismos.

* Aparicion de lesiones radiolégicas que se puedan
atribuir al tratamiento recibido para saber en el futuro
gue se puede esperar tras estos tratamientos.
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Asi pues, se disefd este estudio de forma prospectiva para
que tuviera mas valor, que tuvo lugar durante cinco afios que
es el periodo del paciente de maximo periodo de

seguimiento.

A los tres afos se realizd una nueva valoracién de los
pacientes que persistian en el estudio que eran 33 que
habian cumplido con el seguimiento. Esa sdélo incluy6
Mamografia y Ecografia.

Todas las exploraciones incluidas estas postoperatorias y a
largo plazo fueron realizadas por el mismo equipo de

expertos de radiologia de el Hospital La Fe.

RESUMEN DE MATERIAL Y METODOS DEL SEGUIMIENTO
RADIOLOGICO.

e Estudio observacional prospectivo.

¢ Desde Enero 2010 hasta Noviembre 2015.

e Evaluacién de todas las alteraciones radiolégicas
observadas.

e Mx, ECO, RMN antes de la cirugia y 12 meses PO.

e Posteriormente: Mx + ECO cada aino.

e Seguimientos mas largos: 5 afos.
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::RESULTADOS

VI. RESULTADOS.

1. Efecto del TA en el desarrollo de metastasis en
CM.

1.1. Tasa de supervivencia.

Sdlo los ratones de control negativo (grupo C) alcanzaron los
7 meses tras la inoculacion de las células y fueron

sacrificados.

El grupo A tenia el rango de supervivencia mas corto
(153.2+22.6), pero no se obtuvieron ningunas diferencias
significativas comparado con el grupo B (162.0+23.4). No se
observé relacion entre los dias de supervivencia de los tres
grupos experimentales y el donante de donde vino el tejido.
(Figura 36).

Donante 6
Donante 5
Donante 4
Donante 3
Donante 2

Donante 1

0 50 100 150 200 250

B Grupo A (MDA-MB-468) Grupo B (MDA-MB-468/TAH) ™ Grupo C (DMEM-F12)

Figura 36. Rangos de supervivencia. Grdfica representativa de los dias de
supervivencia de los animales dependiendo del grupo experimental y el
donante HAT.
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::RESULTADOS

1.2. Examen macroscopico.

Después de la muerte o sacrificio del animal se realizd un
estudio macroscopico para evaluar posibles alteraciones
viscerales (Figura 37). Los ratones de los grupos A (Figura
37A y 37B) y B mostraron una inflamacién abdominal
prominente, causada por la presencia de tumor en el rifidn
izquierdo 6bh donde se habian inyectado células
metastasicas (Grupo A) y wuna mezcla de células
metastasicas con HAT (grupo B) (Figura 37D). El rifidn
izquierdo de estos grupos estaba completamente invadido
por la masa tumoral (Figura 37D). No se observaron
diferencias significativas en el diametro tumoral entre los
grupos A (2,2 £ 0,2 mm) y B (2,1 £ 0,2 mm). La mayoria de
los animales de los grupos A y B presentaron lesiones
morfolégicas macroscopicas como inflamacion y / o color
alterado en el higado, el bazo, el rindn izquierdo y el
pancreas. Sin embargo, los ratones control (grupo C) que
solo habian recibido el medio de inoculacion no mostraron
ningun resultado morfolégicamente anormal o crecimiento

tumoral. (Figura 37C).
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::RESULTADOS

Figura 37. A; B; C; D; E: Estudio macroscopico de las posibles alteraciones
viscerales. Ratones en los que se inocularon células MDA-MB-468, presentaron
inflamacion abdominal (A) y desarrollo tumoral (B, C). Rinon izquierdo
completamente invadido por la masa tumoral procedente de un animal
inoculado con células MDA-MB-468 y TAH (D, E).
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::RESULTADOS

1.3. Estudio del desarrollo metastasico in vivo.

El inicio del proceso metastasico se observo después del dia
37 después de la inyeccion en el grupo A y después del dia
44 en el grupo B, mostrando signos de metastasis bilateral
después del dia 104 (grupo A) y el dia 111 (grupo B). No se
encontraron diferencias significativas entre el inicio de la
metastasis y la extension cuando se compararon ambos

grupos. (Figura 38).

Dias de desarrollo metastasico

44 104 111

Grupo A
MDA-MB-468

Grupo B
MDA-MB-468
+
TAH

Grupo C
Medio
DMEMEF-12
(Control negativo)

Figura 38. Desarrollo metastdsico in vivo.
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::RESULTADOS

1.4. Deteccion de micrometastasis por estudios

moleculares.

Con el fin de detectar la micrometastasis de origen humano
en los organos analizados de los diferentes grupos
experimentales, se llevd a cabo la expresion genética
humana de SBEM-1, como marcador molecular metastatico.
El panel molecular incluy6 el analisis de la expresion génica
de HPRTh (humano) y HPRTm (ratén).

La linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-468
presento la expresion de SBEM-1 y HPRTh que era negativa
para HPRTm. Estos resultados confirmaron el MDA-MB-468
como caracteristica de la linea celular de cancer de mama y

su origen humano respectivamente. (Figura 39).

Expresion Relativa (ACt)
HPRTh HPRTm SBEM
MDA-MB-468 4,13 £ 0,41 - 20,16 £ 0,63

Figura 39. Expresion relativa de los marcadores moleculares en cultivo celular
de MDA-MB-468 antes de ser inyectado en los animales.

Las muestras de TAH, procedente de 6 donantes, que fueron
utilizadas en este estudio presentaron expresion del
marcador endégeno HPRTh confirmando asi su origen
humano. No se obtuvo expresién del marcador enddégeno de
origen murino HPRTm ni de SBEM-1 confirmando Ila
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::RESULTADOS

ausencia de contaminacion por células del animal antes de
su inoculacion y la ausencia de caracteristicas de origen

canceroso en el TAH. (Figura 40).

Expresién Relativa (ACt)

HPRTh HPRTm SBEM
TAH donante-1 19,53 1 1
TAH donante-2 17,49 1 1
TAH donante-3 20,62 1 1
TAH donante-4 1 1
TAH donante-5 1 1
TAH donante-6 24,08 1 1

Figura 40. Expresion relativa de los marcadores moleculares en las muestras de
TAH antes de ser inyectado en los animales.

Los animales del grupo A (Figura 40) mostraron una
expresion positiva de HPRTh y SBEM-1 en bazo (50%),
higado (33,3%), pancreas (16,7%), rifidn derecho (66,7%) y
masa tumoral que habia engullido el rifidn izquierdo (100%).

El 100% de los tejidos analizados expresaron HPRTm.
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HPRTm HPRTh SBEM- HPRTm HPRTh SBEM-1
1

N Expresion N Expresion N Expresion

relativa relativa relativa

(ACt) (ACt) (ACt)

Bazo 100%  11,1522,54 50%  19,92+2,64 50% 7,36+2,82
Higado 100%  15,03+2,17 33,3% 16,49+2,35 33,3% 15,1+10,64
Pancreas 100%  13,79+2,62 16,7% 12,35:0,3 16,7% 7,37+1,36
Rifi6n derecho 100%  13,30:+1,66 66,7% 17,66+1,92 66,7% 8,32+5,09
Rihon 100% 12,16x2,25 100% 18,36+2,03 100% 15,39+3,04

izquierdo/Tumor

Tabla 41. Expresion relativa de los marcadores moleculares en las muestras del

Grupo A pertenecientes a animales que se les habia inoculado la linea celular
de CM metastdsico MDA-MB-468.

Los animales del grupo B (Figura 41) presentaron expresion
positiva de HPRTh y SBEM-1 en el bazo (66,7%), higado
(33,3%), rindn derecho (50%) y masa tumoral del rifidn

izquierdo (100%); Sin embargo, no hubo expresién en el

pancreas.
HPRTm HPRTh SBEM- HPRTm HPRTh SBEM-1
1
N Expresion N Expresion N Expresion
relativa relativa relativa
(ACt) (ACt) (ACt)
Bazo 100% 12,30£2,29 66,7% 19,25x1,61 66,7%  7,99+3,62
Higado 100% 14,84+3,04 33,3% 20,11+1,06 33,3%  12,93=0,71
Pancreas 100% 14,15+2,26 0% 1,00 0% 1,00
Rifién derecho 100% 12,44+3,42 50% 15,76+2,43 50% 11,98+0,52
Rifén izquierdo/Tumor 100% 13,26:2,70 100%  16,91=2,70 100%  14,82+5,43
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Figura 42. Expresion relativa de los marcadores moleculares en las muestras
del Grupo B pertenecientes a animales que se les habia inoculado la linea
celular de CM metastdsico MDA-MB-468 junto con TAH.

Los diferentes 6rganos analizados de ratones del grupo C:

HPRTm HPRTh SBEM- HPRTm HPRTh SBEM-1
1
N Expresion N Expresion N Expresion
relativa relativa relativa (ACt)
(ACt) (ACt)
Bazo 100% 12,48+2,36 0% 1,00 0% 1,00
Higado 100%  14,82+2,53 0% 1,00 0% 1,00
Pancreas 100% 14,17+2,27 0% 1,00 0% 1,00
Rifén
100%  13,05+2,41 0% 1,00 0% 1,00
derecho
Rifén
100%  13,35+2,12 0% 1,00 0% 1,00
izquierdo

(control negativo) (Figura 42) solo expresaron HPRTm.

Figura 43. Expresion relativa de los marcadores moleculares en las muestras
del Grupo C pertenecientes a animales que solamente se les habia inoculado el
medio DMEM-F2.

Ninguna de las muestras analizadas mostré al mismo tiempo
una expresion positiva de HPRTh y HPRTm y una expresion
negativa de SBEM-1, lo que confirma que no hubo migracion
de células grasas a otros tejidos. (Figura 43).

-150-



::RESULTADOS

25
5]
g
S T T
£ 15 .
E T T~
g0 1] | -
g \Tl \ 4 GRUPO A
g 5 - -
« L{GRUPO B
0 -
(+] (s} o (8] $
v O & & °
& & & & &
¥ \
Q S bo
O &
& &
-
N\
&
Q'.\o

Figura 44. Grdfica comparativa de la expresion relativa del marcador tumoral
SBEM-1 en los dos grupos experimentales A y B seguin los érganos afectados.

1.5. Confirmacion metastasica por estudios de expresion

proteica.

La expresion de SBEM-1 como marcador de cancer de

mama también se analiz6 a nivel de proteina. (Figura 44).

Los resultados corroboraron los estudios moleculares
realizados anteriormente. Se observd inmunotincidon positiva
en bazo (3/6 ratones) (Figura 45 A), higado (2/6 ratones)
(Figura 45 B), pancreas (2/6 ratones) (Figura 45 C), riidn
derecho (4/6 ratones) (Figura 45 D), y masa tumoral del rifion
izquierdo (6/6 ratones) (Figura 45 E y F) de los animales del
grupo A. Los ratones del grupo B mostraron inmunotincion

positiva en bazo (4/6 ratones) (Figura 45 G) (Figura 45 H),
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rindn derecho (3/6 ratones) (Figura 45 |) y masa tumoral renal
izquierda (6/6 ratones) (Figura 45 J), pero la tincion fue
negativa en el pancreas de este grupo (Figura 45 K). No
inmunomarcacion se observo en los tejidos del grupo C
(Figura 45 L).

-152-



::RESULTADOS

Figura 45: confirmaciéon de micrometdstasis mediante expresion de la proteina

SBEM. Raton del Grupo A con micrometdstasis y SBEM + inmunotincién en el

bazo (A), higado (B), infiltracién tumoral pancredtica (C) y riiién derecho (D). La

masa tumoral SBEM + se desarrollo en el rifion izquierdo donde se inocularon
células cancerosas (E y F). El raton del grupo B presento micrometdstasis en las
que la inmunotincion SBEM fue positiva en el bazo (G), el higado (L), el rifion
derecho (I) y la masa tumoral renal izquierda (J), pero no se observo

inmunotincion a nivel pancredtico (K). Raton del grupo C: rifion izquierdo (L,
SBEM negativo.
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2. Resultados del estudio clinico de
reconstruccion mamaria inmediata tras
tumorectomia de mama mediante autoinjertos
grasos.

2.1. Andlisis descriptivo de la situacion de las pacientes
pre-cirugia.

Un total de 52 pacientes oncoldgicas diagnosticadas de CM
fueron incluidas en este estudio, con una media de edad en
el momento de la cirugia de 39,718,4 afos y rango de 21,6 a
54,8.

La mama derecha se vio afectada en un 52% de los casos

mientras que la izquierda so6lo lo fue en el 48%. (Figura 46).

LATERALIDAD

“MAMA DERECHA
“MAMA IZQUIERDA

Figura 46. Grdfica del porcentaje de la distribucion de pacientes incluidas en el
estudio segun la localizacion del tumor.
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Por motivos de seleccion de los pacientes segun
criterios de inclusion, se seleccionaron unicamente T1y T2,
sin adenopatias ni metastasis a distancia. De ellos, la
mayoria fueron T2, ya que en algunos T1 si la mama era de
cierto tamafo se descartaba la reconstruccion por presentar
poca repercusion estética. Por lo tanto, se seleccionaron
pacientes cuyo cociente tumor/volumen total de la mama
fuera una cifra alta, cuanto mas cercana al uno mejor. (Figura
47).

ESTADIO TUMORAL

ETINOMO
ET2ZNOMO

Figura 47. Grdfica del porcentaje de la distribucion de pacientes incluidas en el
estudio segun el grado tumoral.
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2.2.- Analisis de las complicaciones quirurgicas.

Del total de las 52 pacientes incluidas en el estudio, 23
(44,2%) de ellas no presentaron ninguna complicacion post-
quirurgica tras la intervencion, constituyendo asi el grupo
mayoritario. Un total de 9 (17,3%) pacientes presentaron
complicaciones agudas, 17 (32,7%) complicaciones crénicas
y 3 (5,8%) ambas (Figura 48).

De todas las complicaciones la mas frecuente fue la
hemorragia postoperatoria leve, manifestandose como
tumefaccion y equimosis local. Mucho mas lejana en
proporcion encontramos la infeccion leve que cedid con
antibioticos usuales. A largo plazo la mas frecuente fue la
formacion de quistes oleosos palpables que dieron algun
susto a las pacientes y en menos ocasiones la presencia de
una fibrosis severa que obligdb a la puncion biopsia. (Dos

casos).

S NINGUNA “AGUDAS CRONICAS “ AMBAS

6%

33% ‘ 4%
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Figura 48. Grdfica del porcentaje de la distribucion del total de las pacientes
incluidas en el estudio segun las complicaciones tras la cirugia.

2.2.1.- Complicaciones quirtirgicas en funcién de la edad de la
paciente.

El numero total de pacientes fue dividido en dos grupos
segun la media de edad (39,7 afos), correspondiendo al
grupo A las pacientes cuya edad fue < 39,7 afnos (n=24) y al
grupo B aquellas > 39,7 afos (n=28) en el momento de la
cirugia. (Figura 49).

A LNINGUNA = AGUDA CRONICA « AMBAS B “NINGUNA & AGUDA CRONICA « AMBAS

0

12

Figura 49. Grdfica de la distribucion de las pacientes incluidas en el estudio
segun edades y complicaciones tras la cirugia. A: Pacientes del grupo A (>39,7
aios). B. Pacientes del grupo B (< 39,7 aiios).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p=0,73) en las pacientes sin ninguna complicacién post-
cirugia en funcién de la edad. Sin embargo, en los grupos
con complicaciones post-quirargicas, presentaron un

aumento estadisticamente significativo de complicaciones
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agudas (p=0,019) las pacientes >39,7 afios (25,0%; grupo B)
respecto a las < 39,7 afos (8,3%; grupo A). Por otro lado, las
pacientes el grupo A presentaron un aumento
estadisticamente significativo (p=0,014) de complicaciones
cronicas (50,0%) en comparacion con las pacientes del grupo
B (17,9%). No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la presentacion de ambas
complicaciones entre las pacientes del grupo A (0,0%) y
grupo B (10,7%). (Figura 50).

60%

50%

*
40%
30%
*
20%
- l .

NINGUNA AGUDA CRONICA AMBAS

" GrupoA ™ GrupoB

Figura 50. Grdfica comparativa de las pacientes incluidas en el estudio segun
edades y complicaciones tras la cirugia. *P<0,05.

2.2.2.- Complicaciones quirtirgicas en funcién de la adyuvancia.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas
en las pacientes sin ninguna complicacion post-cirugia
(p=0,114) o complicacion cronica (p=0,214) en funcién de la

adyuvancia. Sin embargo, se observd un aumento
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estadisticamente significativo de complicaciones agudas
(p=0,008) en las pacientes que habian recibido RT+QT
(55,6%) respecto a las que habian recibido RT+HT (11,8%),
RT+QT+HT (0,0%) o ninguna terapia adyuvante (0,0%).
(Figura 51).

Por otro lado, las pacientes el grupo A presentaron un
aumento estadisticamente significativo (p=0,014) de
complicaciones cronicas (50,0%) en comparacion con las
pacientes del grupo B (17,9%). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la presentacion
de ambas complicaciones entre las pacientes del grupo A
(0,0%) y grupo B (10,7%). (Figura 51).

120%

100%
80%
60% *
*
40% i
N I I I
" ]

NINGUNA AGUDA CRONICA AMBAS

¥ SIN TRATAMIENTO ™ RT+HT RT+QT ™ RT+QT+HT

Figura 51. Grdfica comparativa de las pacientes incluidas en el estudio segun
edades y terapia adyuvante. *P<0,05.
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2.3.- Analisis de recidivas.

El 100% de las pacientes incluidas en este estudio no
presentaron recidiva tras la reconstruccion mamaria
inmediata con autoinjertos grasos segun técnica personal del

autor, tras tumorectomia por cancer de mama.

2.4.- Resultados de los estudios radiologicos.

En el analisis de las pruebas radioldgicas realizadas,
se hallaron lesiones caracteristicas de la aplicaciéon de
injertos grasos. La relacion de las lesiones que se hallaron es

la siguiente:

= Quistes oleosos simples.

* Quistes grasos.

= Quistes compuestos o0 quistes oleosos
compuestos.

= Macrocacificaciones.

= Microcalcificaciones dispersas no agrupadas.

= Alteraciones de la arquitectura mamaria.

QUISTES OLEOSOS o lipodicos. Suelen ser
consecuencia de la realizacion de un lipofilling mamario, sea
por estética o por reconstruccidon, son quistes que pueden

llegar a tener un tamafio considerable, con varios centimetros
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de diametro. Forma lobulada y contenido radiolucido, que
pueden estar rodeados de una zona hiperecoica (brillante a
la visualizacion ecografica) que corresponde a la zona
reactiva fibrosa del organismo. No requieren ningun tipo de
seguimiento adicional. (Figura 52).

Figura 52. Quiste oleoso simple caracteristicamente homogéneo y menor de 10
mm de didmetro.

QUISTES OLEOSOS COMPLEJOS
(CITOESTEATONECROSIS).

Caracteristicamente corresponden a quistes de mayor
tamafo que presentan una reaccion inflamatoria a su
alrededor visualizable mediante una zona ecodensa.
Particularmente son mayores que los quistes simples

superando los 10 mm. (Figura 53 y 54).
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Figura 53. Quistes oleosos complejos (>10mm, heterogéneos..) =
“Citoesteatonecrosis” visualizados mediante ecografia.

Figura 54. La misma lesidén vista por resonancia magnética.

CALCIFICACIONES. Se ha visto la aparicion de
lesiones por depdsito de calcio en una gran cantidad de
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pacientes que han sido sometidas a un autoinjerto graso.
Tras varios afos de episodios de alarma, muchas
publicaciones acabaron demostrando que el depodsito de
calcio que se puede producir lo  constituyen
macrocalcificaciones, que a los ojos de un radiélogo son
facilmente diferenciables de las microcalcificaciones que se
producen en la aparicion de la mayoria de las neoplasias
malignas. Clasicamente se pueden presentar de dos formas:

- Microcalcificaciones. Podrian suponer la
posible confusion con las microcalcificaciones
malignas. En este caso se presentan como lesiones
puntiformes y no agrupadas, lo que permite
diferenciarlas sin problemas. (Figura 55)

Figura 55. Lesiones puntiformes benignas

- Macrocalcificaciones:  Presentan una
morfologia clasica en forma de acumulos de calcio
groseros de caracter distrofico como en palomitas de
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maiz (clasicamente del inglés, en “pop corn”). (Figura
56).

Figura 56. Calcificaciones groseras o macrocalcificaciones.

QUISTES GRASOS. Se observan fundamentalmente
en RMN y en menor medida en ECO, constituyen lesiones
rodeadas por un halo radiolucido cuyo interior tiene una
densidad similar la de la grasa o ligeramente hipo o hiper
densa. (Figura 57).

Figura 57. Quistes grasos visualizados mediante mamografia.
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Los hallazgos de cada una de estas lesiones se agrupo en
dos grupos, el primero en el estudio radiolégico que se
realizo al afio de resonancia magnética, ecografia especifica
y mamografia. Los hallazgos que se obtuvieron para cada

prueba en concreto fueron los siguientes:

CAMBIOS RADIOLOGICOS TEMPRANOS (AL ANO):
52 PACIENTES

ECOGRAFIA

El hallazgo mas frecuente consistio en el quiste lipidico
simple o quiste oleoso (en inglés “oil cyst”), reconocible por
ser lesiones densidad agua, de pequeno tamafio (menor de
un centimetro) que no estan rodeados de ningun halo
esclerdtico o radiolucido, corresponden simplemente a
acumulo de liquido intraparenquimatoso. Este hallazgo se
produjo en 31 de los pacientes estudiados, lo que
corresponde al 59% de los mismos.

En menor proporcién se hallaron quistes lipidico complejos o
mayores de 10 mm y que generalmente se acompanan de
cierta reaccion inflamatoria en periferia correspondiente a la
zona donde el sistema inmunoldgico intenta retirar los restos
celulares de los adipocitos muertos, lo que genera reaccion
inflamatoria con fibrosis posterior. Este hallazgo lo
encontramos en 17 de los pacientes, lo que constituye un
32% de la totalidad.
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No se encontraron lesiones que pudieran suponer ninguna

duda diagnostica en cuanto a su posible malignidad.

QUISTES LIPIDICOS SIMPLES

0,
(<10 mm) 31 59,4 %
QUISTES LIPIDICOS COMPLEJOS o
= LIPONECROSIS (>10 mm) 17 324 %
SUGESTIVA DE MALIGNIDAD 0 0%

Figura 58. ECOGRAFIA. En esta tabla se resumen los hallazgos ecograficos
obtenidos al afio de evolucion en el grupo completo de 52 pacientes.

CAMBIOS RADIOLOGICOS TEMPRANOS (AL ANO):
52 PACIENTES

MAMOGRAFIA

HALLAZGOS MAMOGRAFICOS.

La visualizacién de calcificaciones es lo mas relevante del
analisis de las mamografias de estos pacientes, en menor

grado también se obtuvo visualizacion de quistes grasos.
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En ellas se aprecio la presencia de calcificaciones pequefias
y no agrupadas en 25 pacientes, lo que supone un 48,6% de
la totalidad. Etas calcificaciones son caracteristicas de los
procesos inflamatorios y no inducen a error diagnostico.
(Figura 59).

Figura 59. Microcalcificaciones puntiformes detectadas mediante mamografia.

Un total de 8 pacientes, lo que supone un 16,2% del total,
presentd macrocalcificaciones, que son lesiones que
corresponden a la necrosis celular y se presentan como
acumulos groseros de calcio en forma de palomita de maiz
(pop corn) y que estan dispersos, nunca adquieren caracter
agrupado. (Figura 60).
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Figura 60. Macrocalcificaciones en palomita de maiz o pop corn. Halladas
mediante mamografia al aio de evolucion.

El otro hallazgo mamografico consisti6 en quistes grasos,
que son lesiones de densidad similar a la grasa, pero que se
visualizan bien por estar rodeadas de un halo radiolucido.
(Figura 61y 62).

Figura 61. Quiste graso obtenido mediante mamografia al afo de evolucion.
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Figura 62. Se aprecia quiste graso en combinacién con calcificaciones
distroficas tipo palomita de maiz.

CALCIFICACIONES pequefias no

0,
agrupadas, redondas 25 Sk
CALC] F.ICACION ES groseras, 3 16,2 %
distroéficas, en pop corn
QUISTES GRASOS 4 8,1%
SUGESTIVAS DE MALIGNIDAD 0 0%

Figura 63. Tabla resumen de los hallazgos radiolégicos obtenidos con la técnica
de la mamografia al total de los 52 pacientes al afio de evolucién.
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CAMBIOS RADIOLOGICOS TEMPRANOS (AL ANO):
52 PACIENTES

RMN

La resonancia magnética con contraste obtuvo un
rendimiento mas alto que otras técnicas para los quistes, con

una buena diferenciacion entre las distintas variedades.

Asi, 11 de los pacientes del total de 52 (lo que representa un
21,6 % del total) presentaba quistes lipidicos simples,
caracterizaos por ser quistes radiolucidos sin membrana ni

capsula envolvente.

Una cantidad mayor, en 17 pacientes del total de 52 (lo que
supone un 32,4%), se observaron quistes lipidicos complejos,
que se caracterizan por ser mayores de 1 mm de diametro.
(Figura 64 y 65).

Ninguna de las pacientes presentd patron de captacion
sugestivo de malignidad.

Figura 64. Se aprecia quiste lipidico complejo obtenido al afio mediante RMN.
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Figura 65. La misma lesion tras la administracion de contraste.

QUISTES LIPIDICOS SIMPLES

0,
(<10 mm) 11 21,6 %
QUISTES LIPIDICOS COMPLEJOS .
= LIPONECROSIS (>10 mm) 17 32,4 %
PATRON DE CAPTACION DE 0 0%

MALIGNIDAD

Figura 66. Cuadro resumen de los hallazgos radiologicos obtenidos mediante
rmn al aio de evolucion en el grupo de 52 pacientes.
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CAMBIOS RADIOLOGICOS TARDIOS (TRAS 3 ANOS):

33 PACIENTES

MAMOGRAFIA Y ECOGRAFIA
AUMENTO DE LESIONES 5 15,3 %
DISMINUCION DE LESIONES 5 15,3 %
NUEVAS LESIONES BENIGNAS 3 7,7 %
NUEVAS LESIONES MALIGNAS 0 0%

Después del control anual, se intenté un seguimiento a mas
largo plazo en el que se intentd determinar la estabilidad de
las lesiones existentes o la posibilidad de que aparecieran

nuevas lesiones.

Se consiguidé mantener en revision a un grupo de 33

pacientes del total de 52.

En ellos no se aprecid la aparicion de lesiones malignas, que

era el objetivo de este estudio.

Se precedié mediante la realizacion de ECO y mamografia, al

control de las lesiones benignas preexistentes y se aprecio
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que en una mayoria (20 de los 33 pacientes, lo que
corresponde a un 61,1% del total), las lesiones eran estables
desde el primer afio, y no hubo cambios ni en la cantidad de

las mismas ni en las caracteristicas de las ya preexistentes.

En 5 de los pacientes (15,3%) se aprecio el aumento de
lesiones fundamentalmente calcificaciones que fueron
apareciendo y aumentando de numero, presentando las

mismas caracterisicas benignas que las ya preexistentes.

En el mismo numero de pacientes (5 pacientes que
corresponden al 15,3%), se observo una dismunucion de la
cantidad y el tamano de las lesiones. Fundamentalmente a
expensas de los quistes oleosos y lipidicos, observacion
predecible por los normales mecanismos de reabsorcion que

forman parte de la vida légica de ese tipo de lesiones.

Solamente en un grupo muy pequeno, de tres pacientes, se
observo la aparicion de hallazgos radiolégicos que no habian
aparecido el primer afo, todos ellos calcificaciones

distréficas.
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2.5.- Analisis de grado de satisfaccion.
2.5.1.- Grado de satisfaccion estética.

El grado de satisfaccion en funcion de los resultados
estéticos tras la cirugia, fue valorado mediante una escala del
0 al 3; siendo 0=No satisfecha, 1=poco satisfecha, 2=

satisfecha y 3= muy satisfecha.

Del total de 52 casos, en 49 (94%) de los mismos, los

resultados estéticos fueron muy satisfactorios. En 2 casos

(3,8%) los resultados fueron satisfactorios. (Figura 67).
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Figura 67. Nos muestra la secuencia fotogrdfica de un caso tras la extirpacion
del tumor. En él, se procede a cerrar la cavidad bien hermética, lo que produce
retracciones en superficie que posteriormente rellenaremos con tejido adiposo,
obteniéndose un buen resultado a largo plazo.

Secuencia fotografica que ilustra el proceso quirurgico de la
técnica disefiada para este procedimiento. Se pueden
observar las retracciones a distancia que se producen al
extirpar la tumoracion y cerrar la cavidad, y como el volumen

se recupera al infiltrar el injerto graso. En el postoperatorio,
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en la region supra areolar de la mama izquierda, se puede
apreciar secuelas de la radiodermitis, no correspondiendo

esa lesion a ninguna cicatriz quirurgica.

En el siguiente caso podemos ver el antes y el después con
la pieza extirpada entre ambas fotografias para apreciar el
gran volumen de la lesion que se extirpo, 1o que demuestra la

capacidad regenerativa y reconstructiva de la técnica.
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Figura 68. En esta secuencia se observa el ANTES, arriba, de una paciente con
una tumoracion en mama derecha. En el centro vemos la pieza tumoral
extirpada. Y en la ultima fotografia el resultado tras un afio de evolucién que
demuestra que la colocacion de injertos grasos es fiable, efectiva y sobre todo,
estable al persistir de forma indefinida en el tiempo.

Un ultimo caso para observar la recuperacion del volumen y

la simetria con la colocacion del injerto a distancia:

ANTES DESPUES

Figura 69. Las flechas de sefializacion muestran en el ANTES, el lugar donde se
han producido las depresiones tras extirpar la tumoracién, y el DESPUES

muestra la capacidad de correccion de esta técnica.
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Figura 70. En ella podemos ver nuevamente una secuencia en una paciente
gue ademds necesitd reseccion cutanea. La primera fila de fotografias es el
estado preoperatorio. Tras la exéresis se puede ver en la secuencia de en
medio las depresiones tipicas de esta técnica senalizadas mediante flechas.
Posteriormente se aprecia que, tras el relleno, el aspecto de la paciente al cabo
de un afo es totalmente satisfactorio. No hay asimetria evidente y el resultado
se ha mantenido estable por lo que tras un afio se puede considerar definitivo.

Solamente en 1 caso (1,9%), los resultados estéticos fueron
poco satisfactorios debido a no se consiguié alcanzar un
volumen razonable, produciéndose al igual que de no
haberse producido el tratamiento, retraccion cutanea
significativa con desviacion de la areola y el pezén hacia la

zona de reseccion tumoral.

A “ 0= NO SATISFECHA 1= POCO SATISISFECHA
2= SATISATISFECHA W 3= MUY SATISFECHA

0% 2%

4%

B 55
50
I
40
" 35
€
-§ 30
g2
o
<2
15
10
5
0 I
0= NO SATISFECHA 1= POCO SATISISFECHA 2= SATISATISFECHA 3= MUY SATISFECHA

-179-



::RESULTADOS

Figura 71. Grdfica de la distribucion del total de las pacientes incluidas en el
estudio en funcion del grado de satisfaccion estética. A: Porcentaje de
pacientes. B: N2 de pacientes.

2.5.2.- Grado de satisfaccion de las pacientes.

El grado de satisfaccion de los resultados quirdrgicos en
funcién de las pacientes, fue valorado mediante una escala
del 0 al 3; siendo 0=No satisfecha, 1=poco satisfecha, 2=
satisfecha y 3= muy satisfecha.

Del total de 52 casos, 48 (92,3%) pacientes manifestaron
estar muy satisfechas con los resultados obtenidos. En 2
casos (3,8%) las pacientes se mostraron satisfechas y
solamente en 2 casos (3,8%) las pacientes mostraron poca
satisfaccion debido a la falta de volumen y asimetria
evidente. (Figura 72).
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Figura 72. Grdfica de la distribucion del total de los casos llevados a cabo en

este estudio en funcion del grado de satisfaccion de las pacientes. A:

Porcentaje

de pacientes.

B:

N2

de

pacientes.

-181-



:: DISCUSION

-----



-183-



VIl. DISCUSION.

1. Discusion trabajo experimental.

Este es el primer estudio en vivo sobre el efecto del tejido
adiposo en células con metastasis de cancer de mama,
conducidas por el uso de injertos de grasa humana extraida y
manejada del mismo modo, ya que se hace de manera

rutinaria en la practica clinica. (Molté Garcia Ry cols, 2013).

Lo que nos llevé a desarrollar este modelo experimental es la
ausencia de estudios en vivo que cumplieran con los
procedimientos habituales desarrollados en la practica
clinica. Los estudios relatados hasta ahora estan basados en
estudios in vitro usando células madre aisladas del tejido
adiposo. Muchas de estas células, cuyas caracteristicas
bioldgicas se diferencian de aquellas de tejido adiposo adulto
que usamos en la practica clinica, segregan factores y
mediadores de la inflamacion que expresan genes diferentes
de aquellos del tejido normal y tienen una capacidad de
interaccidn biologica que no se encuentra en adipocitos
normales. (Sommer B y cols, 2012). Esta es la razon por la
que la reaccion de estas células con cualquier otro tipo de

célula (cancerosa o no) sera inusual en términos bioldgicos.

El disefio experimental se llevd a cabo meticulosamente, en
términos cuantitativos y cualitativos, debido a la relevancia de

las implicaciones clinicas para pacientes con cancer de
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mama, que pueden implicar el uso de injertos de grasa en la
reactivacion de células cancerosas residuales después de

una reconstruccion mamaria. (Halua MH y cols, 2013).

Los recientes avances en el diagnostico de cancer de mama
nos han permitido que incluyamos técnicas mas innovadoras
y sensibles como técnicas moleculares que muestran una
sensibilidad mas alta, y también sensibilidad en cuanto a
técnicas clasicas histoloégicas e inmunohistoquimicas. Fue
demostrado que en algunos casos, los genes se regulan pero
la proteina no se detecta, debido a los mecanismos
regulacion post-transcripcionales. Recientemente, estudios
en la corteza ovarica de pacientes con cancer de mama han
apoyado la necesidad del desarrollo de instrumentos
diagnosticos mejorados basados en marcadores moleculares
especificos de cancer de mama y técnicas moleculares mas
sensibles. Por esta razdn decidimos complementar la técnica
protedmica y los estudios en vivo de animales con el uso de

SBEM y analisis gendmicos. (Novella Maestre y cols, 2010).

SBEM es un nuevo cancer de mama metastasico de
moléculas asociadas cuya expresion de la proteina y el gen
se correlacionan con metastasis. Se relata que mas del 90%
del CDI expresa SBEM, y su expresion tiene que ver con el
descubrimiento histopatolégico de metastasis en los ganglios
linfaticos. Aunque la expresion de SBEM sea independiente
del estado del receptor y grado del tumor, se ha observado

que esta expresion aumenta un alto grado en tumores de
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pecho y tumores con ER negativo que sugieren que SBEM
tiene que ver fuertemente con marcadores del prondstico
pobre, y puede ser util como un marcador independiente para
pacientes diagnosticados de cancer de mama con riesgo de
altos grados de metastasis o reaparicion. Se ha demostrado
que la expresion de SBEM puede servir como un marcador
para el descubrimiento de micrometastasis de la médula
O0sea en pacientes con cancer de mama y micrometastasis

hematoldgica.

La seleccion de la linea celular de cancer de mama MDA-
MB-468, para realizar esto en el estudio en vivo, se debid a
que es una linea celular con potencial metastasico alto. Se
aislo por primera vez en 1977 de una muestra de la efusion
pleural de un paciente con cancer de pecho que murié a
causa de la enfermedad. Presenta un crecimiento
extraordinariamente rapido en medios de cultivo de bajo
enriquecimiento, en parte por una regulacion autocrina de

factores de crecimiento celular. (Kil WH y cols, 2014).

En este estudio, consideramos que no es necesario incluir un
control adicional en el cual los ratones se inyectaron solo con
HAT porque se sabe que el tejido adiposo tiene un potencial
de proliferacion limitado sin capacidad de migracidén, un
hecho que se demuestra en nuestros resultados de la
expresion genética cuando observamos que ninguno de los
ratones presentes, en cualquier O6rgano analizado, la

condicion SBEM-hHPRT+ que seria indicativa de células del
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HAT sin capacidad metastasica, habian migrado de la
capsula renal izquierda a otros 6rganos. (Taback B y cols,
2001).

Las imagenes obtenidas por el estudio de “Desarrollo
Metastasico en vivo” no mostraron diferencias significativas
entre los dos grupos de estudios en términos de ubicacién de
metastasis. Sin embargo, el gen y los estudios de la
expresion de la proteina del marcador metastasico SBEM1,
nos permitid distinguir los 6rganos afectados, resultando en
menor nivel de afectacion del pancreas y riidn derecho de
los animales con MDA-MB-468/HAT.

El hecho de que los animales inyectados con el HAT tuvieran
una mejor evolucion que los demas, no significa que la
reconstruccion con grasa autdloga pueda suponer alguna
ventaja para el paciente en términos de cancer, pero el hecho
de conducir una reconstruccion mamaria con HAT no supone
un riesgo adicional en caso de que las células cancerigenas

restantes existan después de una mastectomia.

Ademas, los resultados de este estudio demuestran que los
estudios realizados hasta ahora en esta linea de
investigacion, estan lejos de nuestros procedimientos
clinicos. La inoculacion y el crecimiento in vitro de células no
diferenciadas en medios enriquecidos representa una brecha
en el campo de la medicina regeneradora debido a su
crecimiento y potencial de diferenciacion. Sin embargo, la
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reconstruccidon mamaria en el campo de la cirugia plastica no
intenta procesos regenerativos, simplemente el uso de tejido

adiposo como relleno biolégico. (Coleman SR. 2006).

Ademas, los resultados de este estudio demuestran que los
estudios realizados hasta ahora en esta linea de
investigacion, estan lejos de nuestros procedimientos
clinicos. La inoculacion y el crecimiento in vitro de células no
diferenciadas en medios enriquecidos representa una brecha
en el campo de la medicina regeneradora debido a su
crecimiento y potencial de diferenciacion. Sin embargo, la
reconstruccidon mamaria en el campo de la cirugia plastica no
intenta procesos regenerativos, simplemente el uso de tejido

adiposo como relleno bioldgico.

2. Discusion del trabajo clinico.

Basicamente una de cada ocho espafolas sufrira un cancer
de mama a lo largo de su vida., lo que unido a la carga socio
cultural que la mama implica en nuestra sociedad, hace que
su estudio, y tratamientos tengan una amplia repercusion.

(Rodriguez-Cuevas S, y cols 2001).

La introduccién de nuevas modalidades terapéuticas,
como la cirugia conservadora de mama, frente a las antiguas
modalidades de mastectomias amplias y mutilantes, han

tenido un asentamiento complicado, con grandes detractores

en sus inicios (ASPRS. Report on autologous fat
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transplantation. Plast Surg Nurs. 1987). No fue hasta la
década de los 80 en la que Veronesi (U Veronesiy cols 2002)
y sus colaboradores, en un estudio aleatorizado, compararon
la mastectomia clasica de Halsted con la técnica QUART
(cuadrantectomia, vaciado ganglionar axilar y radioterapia

local del pecho operado).

En 1980 finalizo la inclusion de 701 pacientes (lesién tumoral
< 2 cm, sin adenopatias axilares palpables) y los resultados
publicados no mostraron diferencias en la recurrencia de la
enfermedad, en el tiempo libre de enfermedad, o en la
supervivencia global y la comunidad cientifica comenz6 a
aceptarla e incluirla en las formas validas de tratamiento, lo
que supuso que hoy en dia la mayoria de los pacientes
puedan acogerse a esta modalidad de tratamiento, con las

ventajas que esto comporta en cuanto a menor mutilacion.

En cirugia mamaria, desde las primeras intervenciones, nos
hemos ido adaptando y desarrollando modelos de
reconstruccion con: expansores, colgajos, microcirugia, etc. a

los distintos retos que se nos iban planteando.

Este abanico de soluciones se vino abajo en cuanto la cirugia
oncologica desarrollé e introdujo las técnicas de cirugia

conservadora, la cuadrantectomia o la tumorectomia.

¢ Por qué supone un gran handicap la cirugia conservadora

para el cirujano plastico?
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- Deja defectos parciales. Lo que implica que
ninguno de los colgajos clasicos nos servira de
forma efectiva ya que las posibilidades de forma
del defecto que encontraremos son practicamente

infinitas.

Ademas, la pequefiez del defecto, que es como
maximo %2 de la mama en una cuadrantectomia, o
menos en las tumorectomias, hara que la paciente
vea desproporcionada la cirugia de reconstruccion

de las técnicas clasicas (DIEP o DA).

Siempre o casi siempre, va seguida de
radioterapia. Cuando realizamos un plan integral
de tratamiento del cancer de mama,
obligatoriamente tendremos que incluir la
reconstruccion mamaria. La radioterapia, como
veiamos en la introduccion, casa mal con algunos
tipos de reconstruccién, particularmente aquellas
que dejan cuerpos extrafos del tipo de las protesis

o los expansores.

Vamos a ver como afectan los problemas a los distintos tipos

de reconstruccion que justifique que habia que buscar una

alternativa que nos permitiese abordar la problematica de las

pacientes

intervenidas quirurgicamente mediante cirugia

reconstructiva.
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2.1. Discusion de las ventajas de la reconstruccion

autdloga frente a las protesis.

En particular es interesante las comparativas entre
cirugia reconstructiva autéloga y aquella que empleaba
material protésico, como los expansores y las protesis.
Estudiaron seis trabajos publicados que incluian pacientes de
ambos grupos, Lipa y sus colaboradores encontraron una
tasa significativamente mas alta de complicaciones en el
grupo de pacientes con reconstruccién con implantes. No se
observaron complicaciones en 23 de 26 reconstrucciones
sobre implantes, mientras que hubo 10 complicaciones entre
24 colgajos dorsal ancho (LD) y 12 entre los 34 Colgajos de
musculo recto abdominal (TRAM) en el grupo de
reconstruccion autologa. Tres de las complicaciones en el
grupo autélogo estaban relacionados con los implantes
utilizados para aumentar en estas operaciones. La mayoria
de los pacientes con una reconstruccion con implantes,
tuvieron  complicaciones tempranas, menores que
desaparecen espontaneamente, pero la extraccion del
implante fue necesaria en 11 pacientes durante todo el
periodo de seguimiento. (J Roostaeian y cols, 2001) ( JE
Lipa y cols, 2003).

Las probabilidades de complicaciones del sitio de mama eran
un 80% menor en los pacientes sometidos a una

reconstruccion LD y 91% menor en los pacientes sometidos a
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un procedimiento TRAM que en los pacientes que tenian

reconstrucciones sobre implantes.

Girotto también encontr6 que los pacientes con
reconstrucciones de implantes tenian peores resultados en
términos de dolor y limitacién fisica papel que aquellos con
reconstrucciones autélogas. (Girotto, 2003).

Estos estudios valoraban también la repercusiéon del tipo de
reconstrucciéon en funcién del grupo de edad, intentando
romper el viejo topico de que a partir de cierta edad las horas
de quirdfano y la “mayor” agresividad quirurgica de las
reconstrucciones autdlogas las desaconsejarian en estos
pacientes mas afosos. Por el contrario encontraron que, de
818 pacientes a los que se les practicd un colgajo de dorsal
ancho, habia 122 procedimientos que se habian realizado en
pacientes de mas de 60 afios y encontraban que la tasa de
complicaciones habia sido similar al resto, y la estancia
operatoria también habia sido la misma, entre tres y cuatro

dias de media.

(PG CORDEIRO et al 2011) et al también encontraron
resultados similares en un grupo mas reducido de 55
pacientes.

Ambos autores llegaban a la conclusion de que las
reconstrucciones autolégas, incluso en los grupos en los que
la mayor agresividad quirdargica podia provocar mas

complicaciones, eran de eleccion frente a cirugias mas
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simples como las reconstrucciones con implantes, ya que a la
larga la mayor cantidad de complicaciones que estas

proporcionan las desaconsejan.

2.2. Inconvenientes del uso de colgajos autdlogo tipo

DIEP y otros para la correccion de defectos parciales.

1) Los tiempos de realizacion de un DIEP en
las mejores manos no baja de cinco horas de
quiréfano. Requiere de un equipo altamente
experimentado, con un minimo de cuatro cirujanos,
dos para la zona donante y dos para la zona
receptora. (Mohan, Anita T. Y cols, 2016).

2) Generalmente requiere de ingreso en
reanimacion /UCI un periodo no menor de un dia, lo
que lo convierte en una técnica de sitios muye
especializados, y aunque en raras ocasiones algun
problema especifico de estas unidades hemos tenido,
como la sobreinfeccion por bacterias muy
poliresistentes propias de esos ambientes. Ademas,
los pacientes reciben mal la noticia de que van a tener
que ingresar en una de estas unidades ya que para
ellos es sindbnimo de gravedad del procedimiento, lo
que no deja de ser cierto.

3) La tecnologia necesaria es alta: microscopio,

instrumental microquirargico, suturas muy especiales,
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todo ello implica que se trata de procesos médicos
muy caros que no estan al alcance de todos los
pacientes , y en aquellos paises en los que la sanidad
publica la incluye en su cartera de servicios, genera
una demanda y una presion asistencial que dificulta el
desarrollo de otras técnicas y la atencion de otros
pacientes.

4) Por otra parte, las técnicas microquirurgicas
no son técnicas exentas de riesgos. La dificultad de la
cirugia provoca un tiempo quirurgico alto. El acceso a
la cavidad pleural para el abordaje de la mamaria
interna, que suele ser la receptora habitual, o la
diseccidon de los pediculos epigastricos hasta su
confluencia practicamente con la arteria femoral, hace

gue sea una cirugia con complicaciones.

5) Ademas, la amplitud de las incisiones, propia
de las abdominoplastias, hace que las dehiscencias o
necrosis marginales sean vistas con cierta frecuencia.
(Wan, Derrick C. Y cols, 2010).

6) La localizacion de las mejores en el area peri
umbilical en un numero significativo de los casos, hace
que en un numero nada despreciable de estos las
cicatrices de la abdominoplastia para extraer el colgajo
queden exageradamente altas, lo que las hace
dificilmente ocultables con la ropa de bafio habitual y
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el defecto estético ocasionado en el abdomen
empequefece el defecto que hubiera quedado en la
mama y que estariamos tratando de reconstruir.
(Feingold, Randall S y cols, 2009).

7) La inervacion de los musculos rectos
abdominales es segmentaria y proviene de las
correspondientes metameras. En la diseccion del
pediculo vascular desde la correspondiente entrada de
la perforante seleccionada, se cortan muchas ramas
nerviosas que sin llegar a producir los defectos tan
evidentes que producia el colgajo TRAM, nos vamos a
encontrar muchas debilidades de pared abdominal o
“bulkings” que tienen repercusion estética y funcional,
pues son areas de discinesia muscular que actuan
como verdaderas hernias. (Fanzio, Paolo Maria, y cols,
2015)

Todo esto unido a que en cirugia conservadora cada
vez es mas raro que exista un déficit de piel, hace que
las pacientes rechacen sistematicamente la posibilidad
de un colgajo microquirurgico para el defecto de una

cuadrantectomia o reseccién parcial de la mama.

Como acabamos de ver la realizacion de los grandes

colgajos con técnicas sofisticadas, deberian reservarse a las

grandes reconstrucciones en las que es preciso aportar todas

las estructuras de la mama, o por lo menos contenido y
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continente. (Cafiizares Orlando y cols, 2015).

En cuanto a la posibilidad de realizar colgajos locales sin

microcirugia la posibilidad es aun mas remota.

En esta categoria encontrariamos el colgajo de dorsal ancho
y el colgajo de musculo recto abdominal, conocido como
TRAM. En estos colgajos las secuelas de las zonas donantes
son mas manifiestas en forma de denervaciones vy
debilidades de la pared abdominal y verdaderas hernias en el
caso de los TRAM.

En el caso del musculo dorsal, la cicatriz que deja es muy
visible y provoca un cambio en la arquitectura del pilar
posterior del hueco axilar que esta formado por el tendon y el
inicio del vientre muscular de dicho musculo, y que al girar
para transportarlo a la region anterior del térax, provoca una

deformidad en forma de abultamiento.

También los pacientes que son reconstruidos mediante esta
técnica muestran debilidad a la aduccion y aproximacién del
brazo a la linea media del cuerpo en su parte posterior. De
ahi el nombre en latin, que traducido viene a decir el
“aproximador de la mano al ano”. Y en los postoperatorios es
muy frecuente que desarrollen seromas, que sin ser una
patologia grave e invalidante si que requiere varias visitas y
un aumento en los costes de la reconstruccién. En una serie
de Munhoz, publicada en 2012 en PRS, refiere una tasa de
complicaciones proximas al 36%, presentando un 4% mas de
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una complicacién. Se observo dehiscencia de la herida en un
20%, seroma en un 12%, pérdida parcial del colgajo en 8% e
infeccion local de la herida en 4%. Estas cifras hacen
referencia a técnica reconstructiva sin protesis asociada, ya
que cuando se asocia, que en reconstruccion mamaria es

muy frecuente, las complicaciones van a aumentar.

Existen aun otras posibilidades de colgajos locales, mas
raras y por lo tanto menos aplicables. En nuestras manos
unicamente el TDAP (Toraco Dorsal Arteria Perforante) ha
encajado alguna vez en los requisitos que la lesion nos
demandaba. En su contra, decir que se trata de un colgajo
técnicamente dificil, que requiere un buen entrenamiento en
la microdiseccion ya que aunque pediculado se basa en una
perforante arterial de pequefio calibre que surge de el borde
anterior del musculo dorsal y permite obtener una pequena
isla cutanea. No suele presentar un buen drenaje venoso y
las congestiones venosas son muy frecuentes, aunque una
buena parte de ellas se corrige de forma espontanea, sin

mas maniobras quirurgicas.

Existen técnicas de reconstruccion autéloga mas sofisticadas
entre ellas por utilidad personal que le hayamos encontrado
estaria el SGAP o colgajo de glutea perforante, o el colgajo
de perforante de musculo gracilis con isla trasversal. Ambos
usados por este autor. Son colgajos buenos, pero requieren
de una altisima preparacion técnica y un sofisticado

instrumental, aparte de un equipo bien entrenado vy
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conjuntado. Presentan a gusto de este autor dos
inconvenientes importantes: el primero, que los colgajos se
deben sacar en una posicion mientras que su colocacién es
en otra lo que convierte la cirugia en larga y tediosa al tener
que cambiar varias veces al paciente de posicion. El segundo
handicap es que dejan cicatrices en zonas no tan ocultas
como el DIEP. Las cicatrices del colgajo de gracilis estan
ubicadas en el pliegue inguinal, pero con frecuencia
descienden, aunque poco, pero lo suficiente para que ningun
traje de bano pueda ocultarlas. La cicatrices del SGAP,
quedan en la zona superior del gluteo, en una zona visible y
de gran tension cutanea, por lo que es frecuente que al cabo
del tiempo se enganchen o hipertrofien. (Van Derric, 2010).

El colgajo IGAP, dependiente de la perforante inferior de la
glutea inferior, sigue el pliegue gluteo crural y le ocurre lo
mismo que al colgajo de gracilis, que a poco que descienda
levemente, por la tipologia de la ropa de bafio femenina, ya

no hay forma de ocultarla.

Ademas, muchas de estas pacientes luego refieren una
dificultad de aceptacion por la falta de simetria de estos dos
colgajos, ya que de no ser bilaterales, se encuentran con una
cicatriz y una forma de la nalga distinta a la contralateral
(mejorada pero distinta).

Por ultimo, los colgajos autdlogos tienen un problema, y es

que a veces fallan. Estos fallos cuando reproducen, asoman
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a la paciente a un panorama devastador. (Wilkins, Edwin G.
y cols, 2000).

En primer lugar, fallan después de muchas horas de cirugia y
normalmente después de algun intento de rescate que ha
afadido mas horas de quiréfano, transfusiones, y estancias
en la sala de UCI o reanimacion, y que no han afiadido
tranquilidad a la familia del paciente.

Después de pasar la incertidumbre de si sobrevive el colgajo,
pasaran unos dias y habra que volver a meter a la paciente a
desbridar la zona necrética y cuidar las heridas que se le
hayan producido. Durante todo este proceso, las
complicaciones normales de una cirugia también pueden
aparecer. Una hemorragia postquirurgica por ejemplo, si al
fracaso de un colgajo, y sus reintervenciones en intento de
salvamento, afiadimos una reintervencion para desbridar y se
manda a casa a la paciente sin reconstruir, llena de cicatrices
y alguna secuela y con no menos de cuatro o cinco pasos por
quiréfano, en hospitalizaciones casi nunca inferiores a las

dos semanas.

Existen muchos trabajos en la literatura cientifica que
cuantifican el impacto devastador de uno de estos procesos y

sus repercusiones en los pacientes.

En este estudio evaluaron siete pacientes en los ultimos afios
que sufrieron fallo completo de un colgajo DIEP, estudiando

las repercusiones fisicas y psicologicas que tuvo el proceso
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para ellas y para su vidas familiares y de pareja.

Encontraron un primer componente que era hacer frente a las
emociones, que les hacian reconsiderar el acierto de su
decision. Por otro, encontraron sentimiento de disconfort
respecto a la propia autoimagen, dificles de manejar,
refiriendo sentimientos y usando palabras al referirse al
proceso que habian sufrido como: “desfiguracion” vy
‘mutilaciéon”, que son palabras que ningun cirujano ha

pensado que oiria nunca refiriendose a su trabajo.

El estudio reflejaba también la terrible degeneracion de la
relacion del médico-paciente ante la adversidad, daba igual si
el comportamiento del cirujano habia sido correcto o si la
cirugia habia transcurrido dentro de los limites de lo

razonable.

RECONSTRUCCION MAMARIA MEDIANTE PROTESIS Y
EXPANSORES.

En el inicio de la exposicidn ya hemos visto el capitulo que
hace referencia a las protesis. Estas como tal, presentan una
serie de inconvenientes, que cuando se consideran por
separado son de baja incidencia, cuando se cuantifican todas

alcanzan un numero nada despreciable.

A modo de ejemplo, el estudio de Henriksen sobre casi mil
pacientes a los que se les habia implantado protesis

mamarias, encontraba que el 19% en el primer afio
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presentaban una u otra complicacion que obligaba a la
revision. De estas complicaciones, nada menos que el 29%
eran complicaciones que obligaban para su correccion
mediante nueva intervencion quirurgica. (Seth AK y cols,
2012).

Son un cuerpo extrafo: un cuerpo extrafio mas o0 menos
bien disefiado pero extrafio. Como les digo a mis pacientes
de estética, el cuerpo humano no esta disefiado para tener
cuerpos extrafios en su interior, aunque se haya conseguido

que sean razonablemente compatibles.

Pero afectan a la contraccion muscular que existe sobre

ellos, dilatan la piel y atrofian la glandula.

Sélo sirven para reconstrucciones completas: la utilidad
con sus inconvenientes que ahora veremos para la
reconstruccion mamaria mediante prétesis es mas que una

evidencia.

Sin embargo, las protesis solo sirven para realizar
reconstrucciones completas de mama, estan pensadas con
una base que apoye la pared toracica y una forma que imita
la de una mama convencional. En este caso, la problematica
nos la proporcionaba que en cirugia conservadora el patron
de reseccion es absolutamente impredecible y por completo
variable. Por lo tanto, casi nunca se adaptaban a la zona que

pretendiamos reconstruir, por tamafno o por forma.
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Infeccién: los implantes mamarios presentan una baja tasa
de infeccion, en ocasiones menor del 2%, pero asociada a
radioterapia esta tasa se incrementa enormemente. Sobre
todo durante los meses que siguen al primer afio. (Zeplin,
Philip H y cols, 2010).

Extrusién: la tasa de extrusion de los implantes mamarios
también esta notablemente incrementada en la combinacion
de radioterapia, fundamentalmente a partir del primer afo.
Klaus Ramet le publicaron un estudio en el que intentaban
demostrar la utilidad de una plantilla que habian patentado
para ayudar a la reconstruccibn mamaria inmediata con
prétesis. Pero este no es el dato util de su estudio, el dato util
es que en el grupo control, el que se practicaron
reconstrucciones con  prétesis, la incidencia de
complicaciones que requirieron la reintervencion fue del 50%,
de las cuales el 14,7% acabd en explantacion. Hay que tener
en cuenta que este estudio no incluia seguimiento a largo
plazo, mas alla de seis meses de duracion, y que no incluia
la contractura capsular como complicacion, por lo que de
haberlo hecho la tasa seria aun mucho mas elevada. (Cohen

Tervaery cols, 2017).

Necrosis de los colgajos cutaneos tras la exéresis
tumoral: Kim Dae Young, en 2016 en PRS, publicaba un
estudio comparativo, en el que encontraba que las pacientes
que se sometian a mastectomia y se les insertaba un

expansor cutaneo tenian hasta el 28% de complicaciones
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mayores, de las cuales la mitad casi correspondian a
necrosis cutanea del colgajo de cobertura del expansor, lo
que constituye una de las complicaciones mas graves que se
pueden presentar y que obligatoriamente acabara en el
100% de los casos en exposicion protésica, retirada del

expansor y por lo tanto fracaso del intento reconstructivo.

Falta de definicion del surco submamario: los que hemos
practicado durante muchos afos reconstruccidn mamaria con
prétesis, ya sea de forma inmediata o tras la interposicion de
un expansor, encontramos siempre un defecto en el surco
submamario que queda tenso, como levantado, y el polo
inferior poco definido. (Fisher L. y cols, 2004). En 2016
publicaba que la reconstruccion basada en expansor de
tejido en el pecho irradiado se ha asociado con
complicaciones importantes, incluyendo la infeccidn, rotura
de la piel y la extrusion del implante, y un mal resultado
estético. Estas complicaciones pueden atribuirse a Ia
expansion inadecuada polo inferior que causa aumento de la

presion en la linea de sutura.

Para ello, inventé un expansor de doble camara en el que
publicaba una serie en la que “soélo” el 14 % de sus pacientes
desarrollaba una complicacién, pero al analizar con mas
detalle los resultados encontramos que considera Ia
contractura grado uno y dos como “aceptable” y no computan
como complicacion, ademas solo hacia la evaluacién de sus

pacientes hasta el afio de la cirugia, con lo que seguramente
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esa cifra de contractura severa se dispararia en fechas
posteriores ya que es a partir del afio cuando la contractura

comienza a ser de grado elevado.

Contractura capsular: supone Ila complicacion mas
frecuente que podemos encontrar cuando realicemos una
reconstruccion con protesis. Es una complicacion
relativamente frecuente pero muy dificil de evaluar en su
alcance total sospechando los que nos dedicamos a esto que
nos pintan un panorama mucho mas benigno que la cruda

realidad. (Lipay cols, 2013).

Ademas, esta complicacion que ya es frecuente en la
reconstruccion norma alcanza cifras astronémicas cuando se
combina con radioterapia en el mismo paciente. En nuestra
casuistica durante cinco afos en el Hospital La Fe de
Valencia hasta el 55% de los pacientes asi tratados si se les
examina a largo plazo. (Molt6 y cols, 2013).

¢, Por qué encontramos entonces cifras tan benignas en otros

estudios?

La razdn de esta discrepancia esta en que muchos pacientes
no se siguen, estan atendido por unidades no especializadas
en reconstruccion en las que por lo general no hay ningun
cirujano plastico que tenga una adecuada formacién en el
uso de protesis mamarias. Se evalua al paciente a las pocas
semanas de la cirugia y si aquello esta razonablemente bien

se les da el alta, apareciendo el paciente a los afos, que es
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la fecha en la que se produce la contractura capsular severa
en el hospital porque ya los sintomas dolorosos son
demasiado evidentes, estando a paciente incapacitada para
tareas tan simples como dormir boca abajo. En esos
momentos, se le dice que son cosas del cancer o se la remite
sin mas a unidades de cirugia plastica que desconocen al
paciente, y que tampoco van a poner demasiado empefio en
reconstruir la historia de un paciente que ni conocen ni
normalmente aporta ningun interés cientifico por la simpleza

de su caso.

Existe un fendmeno que a nadie se le escapa, en que se
mantenga medio camuflado este aspecto de Ia
reconstruccidon con protesis y es que el mundo de las protesis
mamarias es un negocio multimillonario, en la que los
intereses comerciales son enormes, por lo tanto hay pocos
caminos para dar una verdadera dimension del problema, y
aun asi ya las cifras que se presentan son escalofriantes

como veiamos en el capitulo de la introduccion.

2.3. Discusion sobre la cirugia oncoplastica.

La cirugia reconstructiva oncoplastica se realiza en pacientes
seleccionados con cancer de mama para permitir el
tratamiento de conservacidn cuando se esperaria que la
tumorectomia o cuadrantectomia, para tener un resultado
estético pobre. Estas técnicas no sélo cambiar el tejido de la
mama, pero también pueden desplazar la posicion de la base
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del tumor. La incision oncoplastica puede no tener ninguna

relacidon con la base del tumor.

Aunque el uso de la radioterapia no presenta mayor
inconveniente cuando se trata de irradiar toda la mama,
muchas veces el radioterapeuta puede encontrar dificultad
para la realizacion de una sobreimpresion en la base original
del tumor, segun las modernas pautas del tratamiento

radioterapico de la mama segun la cirugia conservadora.

Pezner, R. en 2013 realizo el siguiente experimento, marco
con clips de titanio las zonas del tumor primario y después
comprobd en donde se habia administrado la radioterapia,
encontrando que de los 11 pacientes estudiados, 8, es decir,
nada menos que un 73% de ellos el lecho tumoral se
extendia mas alla del cuadrante original en algunos casos se
ubicaba en otro cuadrante completamente distinto. Es mas
en las conclusiones del estudio llega a la conclusidon de que
el lecho del tumor en pacientes con reconstruccion
oncoplastica es a menudo grande, de forma irregular, y/o
dividirse en 2 o 3 regiones dentro de la mama. No se puede
localizar de forma fiable basado en la ubicacion de la cicatriz,
la ubicacion seroma, y/o localizacién radiografica o clinica

preoperatoria del tumor primario.

La cirugia oncoplastica fue ideada para esas mamas que
reunian caracteristicas que permitian mediante alguna de las

técnicas convencionales de reduccion mamaria, extirpar el
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tumor y reconstruir la mama. Posteriormente, con la difusion
de la técnica y su empleo con manos menos experimentadas,
se convirti6 en la posibilidad de desarrollo de cualquier
colgajo que consiga la movilizacion necesaria de tejido para
rellenar un defecto de tumorectomia, lo que la concierte en
una cirugia no sistematizada, muy de “autor”, y que convierte

en muy arduo el trabajo del radioterapeuta.

El valor del impulso local de RT para reducir la frecuencia de
las recidivas locales en la mama se demostré en la
Organizacion Europea para la Investigacion y Tratamiento del
Cancer (EORTC). Los pacientes que recibieron RTTC y un
impulso locales tuvieron menos recurrencias ipsilaterales de
mama en comparacion con los pacientes que solo recibieron
RTTC.

Por lo tanto, el valor de este tipo de radioterapia en los
pacientes que reciben tratamiento mediante cirugia
oncoplastica es incuestionable y cualquier maniobra que la
dificulte su correcta aplicacion debe hacer pensar sobre la
bondad de ese tratamiento.

Sin embargo en muchas series como la de Fitoussi,
(http://journals.lww.com/plasreconsurg/Abstract/2010/02000/
Oncoplastic_Breast_Surgery_for_Cancer__Analysis_of.4.asp

x Alfred 2010) que expone los resultados con 550 pacientes

consecutivos, encuentra que es una técnica util en casos de
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tumores grandes, o moderados en senos pequenos,

alcanzando segun el unas cotas de simetria razonable.

Dejando aparte la seguridad oncologica, que en manos
experimentadas y prudentes puede que cumplan criterios de
calidad, pero que en caso contrario puede ser una técnica
altamente peligrosa si no se adoptan todas las medidas
posibles como demostraba Pezner en el analisis de los
lechos que se irradiaban en lugares equivocaos por haber
hecho oncoplastica, encontrariamos que en la oncoplastica, a
diferencia de nuestra técnica, el volumen extirpado no se

repone. Se cierra la mama redistribuyendo el volumen.

Por lo tanto, si se indica para tumores con una relacion
tumor/mama alta, aunque se consiga una simetria de forma,
de ninguna manera se podra obtener una simetria de

volumen.
2.4. Discusion de la seguridad de los injertos grasos.

DISCUSION SOBRE LA TECNICA QUIRURGICA.

Cuando se empez6é a hablar de reconstruccion mamaria
mediante autoinjertos grasos, una de las posibilidades de
esta quedo excluida: la reconstruccion mamaria inmediata,

¢ por que?

Halsted, el padre de la mastectomia que aun se emplea, dijo
gue su uso solo iba a implicar un estorbo en la deteccion de

recidivas o nuevos canceres, a cambio de ningun beneficio
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real ya que los injertos se reabsorberian o quedarian
transformados en quistes grasos o convertidos en abscesos.

La propia Sociedad Norteamericana en 1987, proclamaba
que eran una practica peligrosa y sinébnimo de mala praxis y
que deberia quedar proscrita para siempre. (ASPRS. Report
on autologous fat transplantation. Plast Surg Nurs. 1987).

Sin embargo, como siempre, la practica clinica ha encontrado
el camino para eludir este obstaculo, en varios centros, sobre
todo europeos, se iniciaron estudios reglados (y otros no tan
reglados) como la presente tesis doctoral en los que se ha
podido ir valorando la realidad de las cosas.

1) Interferencia en la deteccién de recidivas.

2) Interaccion celular de los injertos que puedan

producir o empeorar un cancer de mama.

1) Interferencia en la deteccién de recidivas.
Bajo este epigrafe englobariamos todas las secuelas que la
técnica quirurgica y la propia biologia pueden producir en el
receptor de un injerto graso.

Como ya mencionabamos el grupo de nuevos
procedimientos de la ASPRS se mostro ampliamente
preocupado por la posibilidad de microcalcificaciones y
necrosis grasa de la mama que pudieran entorpecer el

diagnostico.
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Spear (Spear et al 2016) en la mas amplia revision que se ha
realizado, analiza 598 estudios que reunen las palabras
clave y de ellos selecciona 36 que cumplen una serie de
criterios en cuanto a la duracion de estudio, numero de
pacientes y criterios evaluados. Aunque de estos 36 solo 18

incluian informacion sobre las complicaciones de los ITA.

En estos trabajos se encontraron complicaciones del tipo
calcificacion, quistes y necrosis grasas, y aun que la mayoria
de ellos recogia algun tipo de anomalia fisica tras el

procedimiento, la tasa real fue bastante baja.

En nueve de ellos se informaba sobre la formacion de quistes
aunque la prevalencia real durante e seguimiento fue solo del
4,5%.

En nuestro estudio estas cifras alcanzaron unos valores mas
altos de aproximadamente a 22 pacientes si considerabamos
los quistes lipidicos simples menores de 10 mm m, a los que
habia que sumarles 12 pacientes que presentaban quistes
complejos (mayores de 10 mm), que aumentaron al 11% a
los pacientes que fueron seguidos en periodos mucho mas
largos (37 de ellos a los tres afios ). También como en otras
lesiones los radidlogos observadores concluyeron que no
habia ninguna lesibn que fuese susceptible de ser
confundida con una maligna, o sospechosa de malignidad

por ella misma.
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Spear analiza la prevalencia de la necrosis grasa y la cifra en
el 6,7% cifra muy muy inferior a la hallada en nuestro estudio
que recoge una incidencia de 12 pacientes lo que implica un
porcentaje del 32,4% si lo sumamos a los quistes lipidicos
complejos ya que los consideramos una manifestacion de la

misma causa patogénica.

Al igual que Spear se correlaciono la existencia de mayor
esteatonecrosis con aquellos pacientes que habian tenido
porcentualmente una mayor inyeccién de grasa en relacion
la lesion y al volumen de la mama, aunque estos datos no
alcanzaron congruencia para un verdadero analisis

estadistico.

El tema de las microcalcificaciones es aun mas confuso, la
variacion de porcentajes varia de estudios tan bajos como el
3% a valores tan altos como los de nuestra serie que
incluyen al 48% de los pacientes a los cuales tras una busca
meticulosa se hallo el rastro radiologico del calcio. Hemos de
destacar que en la mayoria de los estudios de la serie de
Spear no se recogen datos sobre las microcalcificaciones,
cosa que llama poderosamente la atencién al tratarse de uno
de los signos que si pueden confundirse radiolégicamente

con la presencia de un cancer.

Tampoco hemos encontrado unos trabajos en los que hagan
una descripcion del tipo de calcificaciones que encontraron,

ya que en nuestro estudio, ninguna reunia los criterios que
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reunen las calcificaciones que avisan de la presencia del
tumor. En nuestra serie las calcificaciones fueron todas
redondas y aisladas, es decir, no agrupadas. Este fue el
grupo mas numeroso hallandose en el 48% de los pacientes,
y coexistiendo con ellos o por separado, encontramos
calcificaciones groseras, del tipo “macro” o en palomitas de
maiz (pop corn). Estas macrocalcificaciones aparecieron en
menor medida, ya que solo se mostraron en 16% de los
pacientes. (Costantini M, y cols 2013). Todas las series
estudiadas coinciden en que no existe en ningun caso patron

qgue reproduzca las microcalcificaciones del cancer.

La cantidad de lesiones que en todas las series de nuestro
estudio los radi6logos consideraron como sospechosas de

malignidad fue de cero.

De la valoracion de los hallazgos radiologicos solo habria que
preguntarse una cosa, y es la gran discrepancia que existe
segun analices una serie u otra, y que en el caso de las
calcificaciones va del 4 al 48% en nuestra serie.
Probablemente los hallazgos que nosotros referenciamos en
nuestra serie es porque el radidlogo y el cirujano que
analizaron las imagenes tenian instrucciones precisas de
buscarlas. Mientras que ese mismo informe realizado por un
radidlogo convencional que busca lesiones clasica

patoldgicas, las pasaria por alto ante su irrelevancia clinica.
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Esta apreciacién serviria tanto para los quistes como para las

micro o macrocalcificaciones aisladas.

Otra cuestion que puede influir es la tecnologia del desarrollo
de los equipos y la calidad intrinseca de los mismos. En este
estudio se usaron los equipos mas nuevos y potentes del
hospital la Fe, mientras que desconocemos en que ambiente

se han realizado los otros estudios.

Esta disparidad de criterios no es unica de nuestra serie,
existiendo otras en que la cantidad de hallazgos es similar a

los que nosotros hemos encontrado.

Con todo independientemente de la cantidad de lesiones de
cada tipo hallamos encontrado, lo importante para el estudio
es que ninguna de las pacientes presento ninguna lesion que

a los radidlogos les pudiera inducir a confusion.

No ocurre lo mismo con la fibrosis post quirdrgica, de la serie
de 52 pacientes, dos de ellos presentaron induraciones en
las zonas de infiltracion, este fendmeno también viene
recogido en otros trabajos en un porcentaje similar y al igual
que en nuestros casos, a pesar de que la radiologia que se le
solicito al paciente informaba de lesion de BI_RAD de bajo
grado, ante la fase experimental de la técnica se decidio
biopsia por aspiracion que resulto negativa para celularidad
maligna. (Choi M, y cols, 2013).
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Estas lesiones fibrosas que pueden inducir a error, no son
para nada exclusivas de esta técnica de reconstruccion
mamaria inmediata mediante injertos de grasa autdloga. Se
ven con cierta frecuencia en DIEP, y otras técnicas de
reconstruccion mamaria incluidas las que emplean

expansores.

Ni siquiera son exclusivas de las pacientes a las que se
someten a una cirugia reconstructiva, ya que también las
vemos en otras cirugias mamarias, como la reduccién o
mastopexia, y que no supusieron un freno para estas

técnicas.

Otro gran enigma en la instauracion de la técnica era que
repercusiones iba a tener la forma de aplicacion del injerto

grasa en la seguridad del tumor.

En cirugia oncologica hay una serie de reglas que siempre
hay que respetar: la distancia de seguridad, las

manipulaciones del tumor...

Hemos visto la técnica basica y general de la aplicacién del
injerto graso. Se debe usar una técnica “multitunel” para la
colocacion en una estructura tridimensional de andamio que
maximice el contacto de la zona injertada con la receptora
para asegurar la maxima supervivencia del injerto. (Coleman
SRy cols, 2009).
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En reconstruccibn mamaria convencional habia un reparo
técnico, que es como crear este multitunel tridimensional sin
afectar la zona del tumor previo, con una idea clara, si habia
quedado algun resto de tumor este podria ser dispersado por
la canula que injerta la grasa en la construccion de esta
andamio tridimensional. (Coleman SR, 2009).

Este reparo es mucho mas patente en el caso de la
reconstruccion mamaria inmediata, ya que en ella
generalmente no se disponen de los margenes completos de
la pieza resecada por lo que el riesgo de que haya quedado

algo es mas que alto.

¢ Tiene esto algun efecto en la dispersion del tumor? ;O no

es mas que una conjetura?

En la reconstruccion mamaria inmediata no tenemos
constancia de como otros autores han conseguido evitar que
el injerto graso acabe rellenando la cavidad dejada por el
tumor extirpado, ya que no viene el detalle de la técnica
quirurgica empleada, solucionan el tema explicando que han

rellenado en todos os planos de la mama.

Este es un reparo que nosotros aun no hemos querido
vencer porque no estabamos seguros de la inocuidad del

tema.

Solo hay una serie que publica un aumento de las recidivas

en reconstruccion mamaria mediante autoinjertos grasos, es
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la de Petit, el autor en su primer trabajo de mas de 600
pacientes, encuentra que existe un aumento de las recidivas
pero solo en un grupo de pacientes, aquellos cuyo
diagnostico era el de “carcinoma in situ”, si bien es cierto que
este hallazgo no se ha repetido en las otras series, es
también cierto que no hemos encontrado mas series de
pacientes que incluyan este diagnostico, de echo en los
criterios de exclusion de nuestro propio trabajo estan
excluidos. (Petit JY y cols, 2011).

Nosotros pensamos que este hallazgo bien se podria explicar
debido a que el carcinoma in situ es el que peor delimitacion
previa a la cirugia tiene el cirujano, pues las pruebas de
imagen son menos validas para este cancer y se suele
extender de forma caprichosa mas alla del nucleo de las

calcificaciones que suelen ser el unico hallazgo radiolégico.

Por lo tanto, podriamos pensar que al igual que es mas
frecuente la recidiva en la extirpacion del tumor simple,
también podemos encontrar que en mayor numero de casos

dejamos bordes positivos de forma inadvertida.

Esto explicaria que la tasa de recidivas o de reintervenciones
por bordes afectados sea mayor en los in situ, pero no
explicaria los resultados de Petit, ya que él realizaba la
comparativa entre dos tipos de carcinomas in situ, por lo
tanto si que parecia que el injerto graso influenciaba de

manera negativa la final de las recidivas.
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Nosotros solo encontramos una explicacion al suceso, que la
canula en su paso multi repetido por los bordes de la herida
provoca una dispersion de células cancerosas/precancerosas
que quedaran de forma residual en el borde de la lesion y
que la radiacién en foco ya no alcanza de pleno al estar lejos
del lecho tumoral que es donde se aplica la “sobreimpresién”
de radioterapia.

Sobre el valor de la “sobreimpresion” de radiacion en los
bordes del tumor, lo que los cirujanos denominamos “el

lecho” del tumor, no hay ninguna duda hoy en dia.

Aunque el propio Petit se desdijo relativamente en un estudio
posterior, en el 2013 sobre la posible consecuencia negativa
del uno de ITA tras un Ca de mama. Lo cierto es que la duda
persistia en el momento en que nosotros iniciamos este
estudio, motivo suficiente para no ignorarlo, y de ahi la
necesidad de desarrollar una nueva técnica. (Petit JY y cols,
2013).

Algo parecido al reparo de usar los injertos grasos aplicados
con la técnica estandar, nos surgio con las técnicas de la
cirugia oncoplastica, con esta técnica teniamos un reparo y a

nuestro punto de vista un grave inconveniente.

El reparo es el mismo que en el caso anterior, la movilizacidon
de tejidos hace que el lecho del tumor ya no ocupe ni siquiera
el cuadrante que ocupaba de forma primigenia. Estos
colgajos que se tallan para rellenar el hueco del tumor, hacen
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que por una parte no tengamos una referencia exacta de la
localizacion del mismo , por lo que en el caso de aparecer
bordes de reseccidon afectos, no siempre sabriamos en que
lugar exacto hay que hacer la ampliacion y si fuéramos
honestos en la mayoria de los casos tendriamos que indicar
una mastectomia, en una paciente que probablemente no

hubiera estado indicada.

Este mismo efecto se observd ante la dificultad a la hora de
aplicar radioterapia para sobreimpresién del lecho. Este
segundo efecto se ha mitigado en parte con la colocacion de
clips de titanio, aunque no es raro la vez que se movilizan o
no se detectan facilmente con la radiologia, o los
encontramos dispersos y no sabemos a ciencia cierta cual es
la movilizacion que han sufrido y por lo tanto el lugar que
ocupaban primigeniamente. (Seth AK, y cols 2011).

Este podria ser el reparo que le vemos a la técnica, el

inconveniente, es que no repone el volumen extirpado.

La cirugia oncoplastica de la mama redistribuye el volumen
para que la mama no pierda en forma, pero invariablemente
disminuye de tamafo en la cantidad exacta del tejido que le

extirpamos.

¢ Cual es la consecuencia?
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Que si el defecto era de cierta magnitud nos obligara a
reducir o modificar la mama contralateral ,condenando a la

paciente a la cirugia bilateral.

Con la técnica de reconstruccion inmediata mediante
autoinjertos grasos, conseguimos devolver en el mismo acto
quirurgico la simetria y la forma correcta, no interviniendo el
lado contralateral si no es preciso, cosa que con la cirugia
oncoplastica nunca lograremos, independientemente de que
consideraramos que oncoldégicamente es absolutamente

correcta.

No parece haber constancia, ni ha habido en nuestro estudio,
un indice de complicaciones de otro tipo, distintos a las
técnicas quirurgicas alternativas, asi por ejemplo solo
encontramos un caso de infeccibn que se resolvid

satisfactoriamente con antibidticos V.

No aparecié en nuestra serie ningun caso de sangrado
postquirurgico mas alld de las normales equimosis que

presentan estos pacientes.

2) Interaccién celular de los injertos que puedan

producir o empeorar un cancer de mama.

Mucho se ha venido a hablar de este apartado. Hay muchas
publicaciones al respecto, la mayoria de ellas confusas, con
metodologias muy dudosas, no mencionan la cantidad de

ratones que usan para sus series, lo que nos hace pensar
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que son muy pocos Yy muestran resultados altamente
espectaculares, coincidiendo en una cosa, sus resultados

son aterradores.

Casi todos los que hemos encontrado realizan sus estudios
usando tres grupos de control, uno de células cancerosas,
otro de células de injertos grasos y un tercero un co-cultivo
de ambas. Y los resultados en cuanto a “malignidad” si se
puede hablar de eso en cuanto a cultivo de citoquinas
asociadas a mal pronostico, o expresion de genes negativos
es muy llamativo, ya que las células del ITA solo son las que
mas genes negativos y citoquinas expresan, mucho mas que
las células puramente cancerosas del cultivo. Se podria
realizar un resumen humoristico de la situacién diciendo que
las células del ITA son mucho mas malignas que las
malignas de verdad. (Rowan y cols, 2014).

¢ Por qué pasa esto?

Pensamos que hay varias explicaciones para estos
resultados tan catastroficos, que de ser ciertos en la realidad
clinica harian que la evolucion de estos pacientes fuera

realmente mala.

La primera y fundamental: cuando se usa esto a estudios
para desprestigiar los ITA, se olvida explicar que estos
estudios en su totalidad (nosotros después de una busqueda
exhaustiva no hemos encontrado aun la excepcion a esto) es

que estan hechos no con tejido adiposo tal cual empleamos
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en la practica clinica, sino con sur fracciones celulares
enriquecidas mediante procedimientos artificiales. (Peltoniemi
HH y cols. 2013).

Hemos visto en el apartado de las manipulaciones que se
realizan a los injertos, que una de las mas frecuentes
consistia en extraer la fraccion estromal vascular o VSF, esta
consiste en u grupo de células en las que la mayoria la
compone células mesenquimales indiferenciadas, que
demuestran que conservan las caracteristicas de Ia
“‘multipotencialidad”, es decir son capaces de diferenciarse en
varios tipos distintos de células, pero todas dentro de la linea
mesenquimal. Estas células son bastante abundantes en la
celularidad del ITA o de tejido adiposo en general, pero no
alcanzan ni de lejos el uno por ciento de la totalidad de la
celularidad del tejido adiposo que se usa en la practica clinica

real.

Por lo tanto, sean cuales sean sus verdaderas interacciones
celulares con el resto, los resultados obtenidos en estos
estudios estarian multiplicados por mas de cien, ya que como
insisto, no se trata de la misma celularidad que se usa en la

practica clinica.

Por otra parte, da la sensacion de que los ITA de células
enriquecidas con células indiferenciadas, solo potencian los
marcadores malignos, asi vemos en las series de estos

estudios que potencian las citoquinas asociadas a factores
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negativos, a recidivas, a peor pronostico, a marcadores
negativos, y en realidad lo que potencian estas células es
una gran cantidad de factores, pero en los estudios de estas
células solo se exploran digamos los que tienen un factor de

connotacion negativo.

Asi, parece que hoy en dia las posibilidades curativas de
estas células al secretar factores reparadores o moduladores
se han demostrado ampliamente, y nos encontramos su
efecto beneficioso en la evolucion de cicatrices o

contracturas capsulares tras implantes mamarios.

No entendemos porque si en la practica clinica lo que se usa
en el 99% de los casos corresponde a células de tejido
adiposo sin manipular ni concentrar, la totalidad de los
estudios celulares de co-cultivos se hicieron usando
unicamente células enriquecidas de forma artificial,
inhabilitando segun nuestro criterio, la verdadera interaccion
celular que se podria producir con un tumor y ver que efectos

podria producir.

Exactamente lo mismo ocurre cuando se estudia si la
presencia de células del tejido adiposo injertadas pueden
promover o favorecer la capacidad metastasica de un tumor
de mama. Todos los estudios, (aunque son bastante menos
abundantes) que encontramos en la literatura correspondian
a estudios in vitro realizados con células cancerosas

mezcladas con células extraidas del tejido adiposo mediante
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manipulacion, no con células adiposas tal cual se usan en la
clinica. Se podria argumentar que es una forma de hacer
mas evidentes los efectos de determinado grupo celular y
que por lo tanto podrian ser resultados extrapolables, pero
parece ser que la clinica no eta dando mucha validez a este

argumento.

Aqui si que encontramos un estudio realizado en las

condiciones que equivalen a la realidad, el nuestro.

Por valorar nosotros la realidad de lo que podian influir los
injertos grasos en la capacidad de mestastatizacion de las
células cancerigenas junto a injertos grasos en un modelo
animal extrapolable, realizamos el experimento que has
encontrado descrito y como no esperabamos de otra forma,
los resultados fueron completamente negativos. (Molto,
2017).

Cuando realizamos nuestro experimento encontramos que no
solo habia menos mestastatizacion tumoral en los casos que
se les habia adicionado injerto adiposo, si no que los tumores
de estos ratones demostraron un crecimiento menor, con
menos signos de necrosis y menos expresion génica de los
genes asociados a mal pronostico, aunque es cierto que las
diferencias no fueron significativas a favor, quizas por la

cantidad de la muestra.

Discusién sobre la evidencia de la seguridad oncolégica

de la reconstruccion mamaria mediante injertos grasos.

-223-



Hemos visto que la potencialidad de reconstruccion de un
injerto graso es enorme, lo que lo esta convirtiendo cada vez
mas en la herramienta de eleccion en la reconstruccion
mamaria y el aumento de pecho estético. Sin embargo la
seguridad oncoldgica sigue siendo un tema que nos

preocupa y mucho.

La ciencias basicas en el laboratorio parecen empenadas en
demostrar una potencialidad maligna que la convierten

tedricamente en una terapia cuanto menos peligrosa.

Sin embargo, la investigacion clinica, la recogida de
resultados en tiempo real han fallado una y otra vez en
demostrar un aumento de las recurrencias o0 una peor
evolucion de los pacientes que tras un cancer de mama son

reconstruidos mediante esta terapia.

En este intento de demostrar que es una terapia peligrosa,
hemos ido viendo estudios muy sesgados, que usan
altisimas concentraciones de células indiferenciadas,
extraidas y concentradas del tejido adiposo mediante
técnicas artificiales, en  experimentos  completamente
artefactados, las concentraciones de ASC en estos estudios
es significativamente mayor que lo que se ve tipicamente en
el injerto de grasa estandar. Sabemos que los injertos de
grasa tienen tipicamente 4,0 x 10 5 £ 2,0 x 10 5 ASCs por ml
de lipoaspirado y 0,7 x 10 6 + 0,1 x 10 6 estroma células
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vasculares por gramo de tejido adiposo, lo que hace que en
realidad no puedan ser extrapolables a ninguna realidad

clinica.

También hemos ido viendo la seguridad clinica, hemos
evaluado la tasa de infecciones, las imagenes radioldgicas,
los sangrados y el grado de satisfaccion de los pacientes, y
hemos visto que ninguno de ellos podria suponer un
verdadero inconveniente para su uso, ya que en ningun caso
estaban por encima en cuanto a efectos secundarios que las
otras cirugias mamarias que realizamos de rutina, como
reducciones mamarias u otro tipo de reconstrucciones tras

cancer.

Queda segun nuestro punto de vista, ver si por encima de los
analisis particulares causa a causa, al final por suma de
causas o motivos que se hubieran escapado en el analisis, el
injerto graso supone un peligro o no, y la unica forma efectiva
de averiguarlo, constituiria ver que ha pasado en los
estudios, que recogian datos sobre las consecuencias reales
de realizar reconstrucciones mamarias con ITA, que como el

nuestro se han ido realizando en el mundo.

Charvet, en 2015 realizo sobre el tema la revision mas amplia
que existe hasta el momento sacando de la literatura todo lo
publicado al respecto. De los mas de 300 estudios
publicados, aplicd criterios de exclusion para eliminar los

duplicados, los carentes de metodologia valida, o aquellos
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que habian presentado un seguimiento menor de doce
meses. El resultado fueros 16 estudios clinicos entre los
cuales el previo de esta tesis tiene el honor de estar incluido,
hallo 15 que no hallaban ninguna desventaja ni peligro en el
uso de ITA, y uno que hallaba una diferencia significativa en
un tipo muy concreto de tumor, la neoplasia in situ o

intraepitelial. (Charvet y cols, 2015).

El estudio referenciado, el de Petit, encontraba que si existia
una diferencia significativa en un grupo que analizaba los
hallazgos de los pacientes cuyo diagnostico era el de
Carcinoma “in situ” o neoplasia intraepitelial intraductal

mamaria.

¢ Por qué en nuestra serie se excluyo este tipo de tumor? vy,
¢por qué curiosamente Petit encontraba en su serie que eran
los unicos que si que presentaban un peor prondstico o

evolucion?

El carcinoma in situ es la neoplasia que peor métodos
diagnosticos tiene, la mamografia muchas veces no sirve, ya
que hay una porcion nada desdefiable de CDIS que no
calcifica y que por lo tanto nos impedira encontrar su marca
clasica que son las microcalcificaciones. (Rigotti G, y cols
2010).

La RMN no es tan efectiva como en los tumores invasores,
La RM mamaria posee una excelente sensibilidad, superior al

95% en el diagnostico del cancer invasor, mientras que en la
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deteccion del cancer in situ es menor, alrededor del 60%-
90% (1,5). Los tumores malignos son susceptibles de ser
identificados gracias a la angiogénesis tumoral que los
caracteriza. Los neovasos anomalos captan el contraste
intensamente y en forma precoz, antes que los vasos
normales. Asi mismo, la RMN se basa en deteccion de
lesiones hipervascularizadas de alto indice metabdlico que
les permite una buena captacion del gadolinio, pero los
tumores fibrosos y los carcinomas in situ, presentan un indice
metabdlico muy bajo, lo que hace que los falsos negativos
sean mas altos que en el otro tipo de lesiones. (Camps J.
2014).

El carcinoma in situ, ademas presenta un patron de
crecimiento detritico por el interior de los galactoforos, que
muchas veces se extiende mas alla de los limites que la
radiologia nos muestra, puesto que la forma mas fiable de la
localizacion de la extension del tumor lo constituye los
acumulos de microcalcificaciones que podemos observar en

las mamografias.

¢ Cual pensamos nosotros que era la consecuencia de esto
que nos hizo excluir el tumor de nuestras series? Pues la

dificultad de tener bordes limpios en la cirugia.

El ca in situ es el que mayor porcentaje de bordes afectos
presenta, dicho de otro modo, es el tumor que mas
probablemente queden restos celulares.
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¢ Por qué es esto tan importante?

Por la técnica que se emplea en los ITA, si se quedan restos
celulares se puede producir una dispersion celular maligna
por el resto de la mama o introducirla en los linfaticos y

promover las metastasis.

Por otro lado, las células que estamos injertando, se ha visto
que en los estudios experimentales pueden presentar un
papel promotor del cancer, por lo que, el que queden restos
celulares en contacto con el injerto, podia ser potencialmente
peligroso al poner las células indiferenciadas en contacto

directo con las cancerosas.

Queda claro pues que aunque nosotros viéramos ciertos
reparos y por tanto loe excluyéramos de nuestra serie,
tampoco parece que la literatura mundial haya refrendado
estor resultados en cuanto a una mayor peligrosidad de este
tipo de carcinoma, puesto que ningun estudio mas lo recoge.

Para finalizar, resumir que en la practica clinica los grades
estudios que recogen toda la casuistica de injertos grasos
usados en reconstruccibn mamaria, no se ha podido
evidenciar que estos tengan ningun efecto deletéreo para la
evolucion de la enfermedad cancerosa en los pacientes en

los que ha sido empleado. (Charvet y cols 2015).
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VIil. CONCLUSIONES.

A) Conclusiones del estudio experimental.

El principal propdsito de este estudio fue nuestra necesidad
de chequear que la grasa era un material seguro para la
reconstruccion mamaria, Estos resultados demuestran que el
tejido adiposo no empeora el pronostico o el curso de la
enfermedad en relacion a la progresion mestatasica cuando
se usa en las mismas condiciones que se emplea en la

practica clinica

« Parece ser que las metastasis han sido mas
numerosas y mas “aparatosas” en los ratones que
llevaban unicamente células tumorales.

* La percepcion visual de las metastasis con tejido
adiposo es que formaban tejidos mas solidos, mas
estructurados, mas vitales, con menos signos de
necrosis, menos afectacion de la pared y la cavidad
abdominal.

« La supervivencia también fue ligeramente mayor en
las ratas que fueron inoculadas con grasa que en las

que se inyecto unicamente linea celular tumoral.

Las mediciones cuantitativas de la expresion del gen SBEM1
han sido sistematicamente mas altas, contraviniendo pues la

idea de que las células pluripotenciales de la grasa, usadas

-231-



en su contexto natural (Coleman) aumentan la cantidad o la

rapidez del proceso metastasico.

Los hallazgos obtenidos en este estudio demuestran que el
trasplante de tejido adiposo no afecto al desarrollo de
metastasis, ni al crecimiento tumoral en el modelo in vivo de

cancer de mama.

B) Conclusiones del estudio clinico en humanos.

La principal conclusion es que el tejido adiposo cuando se
usa en la forma que se ha empleado en este estudio no
implica un cambio en el curso de la enfermedad, ya que no
implica variaciones en cuanto a las recidivas locales o las

metastasis a distancia.

De la misma forma se puede deducir que los resultados
validan esta técnica como: sencilla, muy ventajosa
econdmicamente y en cuanto a los tiempos quirurgicos y
morbi mortalidad del paciente, y muy satisfactoria en cuanto
a resultados estéticos, llenando un hueco hasta ahora vacio

en la cirugia plastica.

Se puede deducir también que las alteraciones radioldgicas
que produce en el ser vivo el injerto de tejido adiposo en la
mama, produce unos cambios radiologicos bastante
constantes, bien definidos y que no interfieren en la deteccion
de recidivas o metastasis.
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