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RESUMEN:
Antecedentes:

El objetivo de este estudio ha sido
evaluar la seguridad y eficacia de la
inyecciéon de tejido adiposo autdlogo,
micro-fragmentado y minimamente
manipulado relacionada con el cierre de
la abertura interna en la promocion de la
curacion de fistula anales complejas.

Métodos

Se realizé un estudio piloto en pacientes
con fistulas anales, que fueron remitidos
a nuestro centro, de abril de 2015 a
diciembre de 2016.

Los criterios de inclusion fueron:
mayores de 16 afios y un diagnodstico de
fistula anal compleja de acuerdo con la
clasificacién Asociacion Americana de
Gastroenterologia. Los pacientes se
dividieron en 2 grupos; el "primer grupo"
(Grupo I) en el que la inyeccién de tejido
adiposo micro-fragmentado con el cierre
de la abertura interna fuese su primer
procedimiento conservador para el
esfinter, y el "grupo recurrente" (Grupo
IT) formado por pacientes en los cuales
los procedimientos conservadores para
esfinteres habian fallado. El
procedimiento se llevd a cabo 4-6
semanas después de la colocacidén de un
sedal. Las visitas de seguimiento se
programaron a los 7 dias, y 1, 3, 6 y 12
meses después cirugia. La curacion de la
fistula se determiné como el cierre de las

aberturas internas y externas con la
ausencia de descargas.

Resultados:

De los 47 pacientes con fistula anal
transesfinteriana compleja, 19 cumplian
con los criterios de inclusién y fueron
seleccionados para someterse al
procedimiento. Doce de estos pacientes
(Grupo I) tenian la inyeccién de tejido
adiposo microfragmentado como primera
linea de tratamiento, y 7 de los pacientes
(Grupo II) habian tenido procedimientos
conservadores del esfinter fallidos. El
tiempo operatorio promedio fue de 55 +
6 min (rango 50-70 min). El puntaje
promedio de dolor postoperatorio
medido con la escala de dolor analdgico
visual fue de 2 + 1,4 (rango 0-4). No se
registraron dificultades intraoperatorias
relacionadas con el uso del kit. En el
postoperatorio no hubo casos de fiebre o
sepsis abdominal relacionada con el
procedimiento, tampoco hemorragia
perianal posterior al tratamiento o
deterioro de la continencia anal. Solo en
3 de los casos se observaron leves
hematomas en la pared abdominal los
cuales no requirieron ningun tratamiento
y 1 caso de absceso perianal. Los
pacientes fueron evaluados por un
tiempo medio de seguimiento de 9 = 3.1
meses (rango 3-12 meses). La tasa de
curaciéon global fue 73.7, 83.3% para el
Grupo Iy 57.1% para el Grupo II.



Conclusion:

La inyeccién de tejido adiposo autdlogo,
micro-fragmentado y minimamente
manipulado relacionada con el cierre de
la abertura interna es un procedimiento
seguro, factible y reproducible y puede
mejorar la curacion de la fistula anal
compleja.
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INTRODUCCION

La fistula perianal es wuna de las
enfermedades anorrectales mas
comunes con una incidencia anual de 8-
10 casos por cada 100,000 personas. La
tasa de incidencia puede alcanzar 13-
39% en pacientes con enfermedad de
Crohn porque la fistula perianal es uno
de los signos clinicos mas frecuentes de
la enfermedad. Segun la clasificacion de
la Asociacién Americana de
Gastroenterologia (AGA), las fistulas
perianales se pueden dividir en dos
categorias: simple y compleja. La
fistula simple incluye: interesfintérica y
transesfinterica baja, las cuales
involucran al menos el 30% del esfinter
anal externo e interno. Las fistulas
complejas, en cambio, incluye: Ilas
fistulas transesfinterianas altas, las
cuales involucran mas del 30% del
esfinter anal externo e interno,
supraesfinteriana, extraesfinteriana, en
herradura, multiples, anteriores en
mujeres, enfermedad inflamatoria
intestinal recurrente (IBD), radiacion,
incontinencia preexistente y diarrea
crénica. El tratamiento de seton de corte
o la fistulotomia es el tratamiento de
referencia para tratar las fistulas del tipo
simple. El tratamiento para las fistulas
del tipo complejo continda siendo un
reto, y no existe ningun procedimiento

de referencia para tratarla. Los
tratamientos actuales propuestos solo
tratan el orificio interno (I0) o ambos, el
IO y el tracto de la fistula. El colgajo de
avance, la ligadura del tracto de fistula
interesfintérico (LIFT) y los clips de
alcance (OTSC®) pertenecen a la
primera categoria. El sellador de cola de
fibrina (FGS), el tapdn de colageno anal
(ACP), la pasta de colageno Permacol ™,
el cierre de la fistula con laser (FiLaC ™),
el tratamiento de fistula anal asistida por
video (VAAFT) y el plasma rico en
plaquetas (PRP) pertenecen a la segunda
categoria. Recientemente, se han
propuesto nuevos enfoques terapéuticos,
tales como el uso de células madre
mesenquimales (MSC), y se han
explorado las capacidades regenerativas
de la grasa con propiedades
mesenquimales células madre
mesenquimales derivadas de tejido
adiposo (ASC). Se ha informado que las
MSC pueden activar e influir en el
microambiente debido a la secrecién de
factores mitogénicos e
inmunomoduladores. El uso de ASCs ya
sea expandido u obtenido por digestion
enzimatica como la fraccién vascular
estromal (SVF) ha despertado un gran
interés, y varios estudios han conseguido
demostrar sus propiedades
regenerativas e inmunomoduladoras
tanto in vitro como in vivo. Sin embargo,
el tratamiento enzimatico o la expansidn
celular tiene limitaciones regulatorias
complejas. Por lo tanto, seria preferible
un tejido adiposo autélogo minimamente
manipulado como una opcion
terapéutica. El objetivo del presente
estudio es evaluar la seguridad vy eficacia

de la inyeccion autéloga, micro-
fragmentada y minimamente
manipulada del tejido adiposo

relacionada con el cierre de la abertura
interna para promover la consolidacion
de la fistula anal compleja.



MATERIALES Y METODOS
Poblacion de estudio

De abril de 2015 a diciembre de 2016 se
inscribieron consecutivamente para un
estudio prospectivo pacientes remitidos a
nuestro centro, los cuales eran mayores
de 16 afios y con un diagnostico de fistula
anal compleja, de acuerdo con |la
clasificacién de la Asociacion
Estadounidense de Gastroenterologia. El
diagnéstico de fistula compleja se
confirmd mediante resonancia magnética
pélvica 0 ultrasonido transanal
tridimensional de 360°. Los pacientes se
sometieron a un procedimiento de primer
paso con la colocacion de un sedal flojo
4-6 semanas antes del procedimiento
conservador de esfinteres. Los pacientes
se dividieron en dos grupos: el "grupo de
primera vez" (Grupo I) en el que este fue
el primer procedimiento y el "grupo
recurrente" (Grupo II) que habia fallado
en los procedimientos anteriores. Se
recogieron los datos demograficos de los
pacientes, asi como los datos previos del
tratamiento de fistula. Se obtuvieron
todos los consentimientos informados
por escrito de todos los pacientes
incluidos en el estudio.

CRITERIO DE EXCLUSION:

Los criterios de exclusion fueron los
siguientes: multiples fistulas, abscesos,
EII, virus de Ila inmunodeficiencia
humana (VIH), virus de la hepatitis B
(VHB) o infeccién por el virus de la
hepatitis C (VHC), fistula recto vaginal,
terapia con anticoagulantes, esteroides o
inmunomoduladores, radioterapia
pélvica previa, antecedentes de
neoplasia dentro de los 5 afios
posteriores al diagndstico, embarazo,
diabetes no controlada, coagulopatia o
enfermedades del tejido conectivo.

TECNICA QUIRURGICA

El procedimiento conservador para los
esfinteres se llevé a cabo en un solo paso
quirurgico.

e Cosecha del tejido adiposo.

Se seleccioné la parte inferior o lateral
del abdomen como el sitio donante para
la extraccion de tejido adiposo. Antes de
cosechar la grasa, se inyectd la pared
abdominal anterior con 360 ml (180 ml
en cada lado derecho e izquierdo) de
solucién de Klein modificada (500 ml de
solucién salina, 20 ml de lidocaina 20
mg/ml, 1 ml de adrenalina 1 mg/ml)
usando una canula desechable (17G)
(Fig. 1). El tejido adiposo se cosechd
usando una canula roma 13G conectada
a una jeringa Vaclock® de 20 ml (figura
2a, b). El tejido aspirado se recogio luego
en jeringas de 10 ml y se coloc6é para
decantar (Fig. 2c, d).

e Procesamiento del tejido adiposo
con el dispositivo Lipogems®.

La grasa cosechada se procesé en el kit
de procesamiento Lipogems®, un
dispositivo desechable que reduce
gradualmente el tamafno de los
agregados de tejido adiposo y elimina las
sustancias oleosas y los residuos de
sangre con propiedades
proinflamatorias. Todo el proceso se
realiz6 en inmersidn completa en
solucién salina minimizando cualquier
accion traumatica en los productos
celulares. El tejido adiposo
microfragmentado resultante se recogid
en una jeringa de 10 ml y se colocé para
decantar el exceso de solucion salina. Al
final, el producto se transfiri6 a varias
jeringas de 1 ml con una aguja de 22G
30 mm de longitud para ser inyectadas
en el paciente (Fig. 3).



1 a Incision cutdnea a lo largo de la linea axilar anterior 2 cm por encima de la cresta iliaca. b Infiltracion del tejido subcutdneo con
solucion Klein modificado

Fig. 2 a, b La liposuccidn se realiza a través de una cdnula (13G) conectada a una jeringa Vaclock ® desde ambos lados del tejido
adiposo subcutdneo de la pared abdominal anterior. ¢ El tejido aspirado se transfiere a jeringas de 10 mly el piston se voltea hacia
arriba. Esta posicion permite la estratificacion de los fluidos y el tejido. d La parte fluida del aspirado se retira de la jeringa antes
de que se utilicen los contenidos



Fig. 3 a La manguera del filtro azul estd conectada a la bolsa de solucién salina. El cilindro gira con el filtro gris hacia arriba. Ambas mangueras
se encuentran abiertas El cilindro se llena con la solucion salina mientras se mantiene verticalmente Una vez que el cilindro estd completamente
lleno, ambas mangueras estdn cerradas. b El cilindro se reemplaza con el filtro azul hacia arriba. La manguera del filtro azul se cierra y la gris
abierta. La jeringa con el tejido adiposo el aspirado de tejido estd conectado al filtro azul empujdndolo dentro del procesamiento cilindro. ¢
Ambas mangueras se abren para permitir un flujo continuo de solucion salina y la eliminacion de residuos grasos y sanguinolentos. El cilindro se
agita hasta que la solucion salina dentro de este se vuelve clara y entonces ambas mangueras se cierran. La accion de las esferas de acero
emulsiona y microfractura el tejido adiposo. d Se conectan dos jeringas Luer-lock a los filtros para retirar el producto Lipogems®. se voltea el
cilindro de procesamiento para que el filtro gris esté en la parte superior. La manguera del filtro azul se abre y se saca una jeringa llena de solucion
salina, y luego, la manguera se cierra. e El cilindro se sostiene verticalmente con el filtro gris hacia arriba, se empuja la solucidn salina desde la
Jjeringa conectada al filtro azul dentro del cilindro. El producto final fluird a través del filtro gris en la jeringa conectada a este. f El producto se
transfiere a varias jeringas de 1 ml con una aguja 22G para inyectar en el paciente.

Fig. 4 a Desbridamiento del tracto de fistula. b Cierre de la abertura interna usando puntos de pdlidioxanona 2/0 para la capa
muscular. ¢ Inyeccion del producto final de Lipogems © a través de jeringas de 1 ml alrededor de la abertura interna.



Fig. 5 a Aleta mucosa cerrada con puntos Vicryl 2/0. b Inyeccion final del producto Lipogems a través de jeringas de 1 ml
alrededor del colgajo de la mucosa. c Inyeccion del producto final Lipogems © a través de jeringas de 1 ml alrededor del tracto
de la fistula

Curetaje del trayecto de la fistula y
cierre de la abertura interna.

El primer paso fue el desbridamiento de
la abertura interna, y luego, el cierre de
la capa muscular mediante puntadas de
polidioxanona 2/0 (PDS) después de
socavar los bordes de la mucosa con el
fin de elevar una cantidad de tejido 1 cm
mas ancha que el tamano del
ensanchamiento del orificio. Por otro
lado, se cerrd el colgajo de la mucosa por
encima de la capa muscular mediante
puntos Vicryl 2/0 (Fig. 4).

e Inyeccion de tejido adiposo micro-
fragmentado.

El producto se inyectd en las capas de la
mucosa y muscular alrededor de Ia
abertura interna (6 ml alrededor del 10
en la capa muscular y 4 ml alrededor del
colgajo mucosal) y alrededor del tracto
de la fistula desde la abertura interna a
la externa. La cantidad de producto
inyectado pudo varian dependiendo de la
cantidad total cosechada, no siendo
menor de 6 ml, al menos 2 ml por cm de
fistula (figura 5).

EVALUACIONES PERIOPERATORIAS

El tiempo operatorio, el volumen de
grasa micro-fragmentada inyectada y las
dificultades intraoperatorias relacionadas

con el uso del kit de procesamiento se
evaluaron al final del procedimiento
quirurgico. Las complicaciones
postoperatorias, incluido el dolor [0-10
escala visual analdgica (EAV)], fiebre,
hemorragia, hematoma abdominal o
perineal y abdominal o perineal se
evaluaron prospectivamente en cada
visita de seguimiento. El deterioro de la
continencia (puntuacion de incontinencia
de Wexner) se evalué antes de la cirugia
y después de la cirugia en cada visita de
seguimiento y luego se compard con la
prueba t de Student. Las visitas de
seguimiento se programaron a los 7 dias,
y 1, 3, 6 y 12 meses después de la
cirugia. La curacion de la fistula se
definio como el cierre de las aberturas
internas y externas con la ausencia de
descargas.

RESULTADOS
Demografia

Desde abril de 2015 hasta diciembre de
2016, 47 pacientes se sometieron a
procedimientos conservadores para el
esfinter para tratamiento de fistulas
anales transesfinterianas complejas,
pero solo 19 (7 hombres y 12 mujeres)
con una edad promedio de 48 afos
(rango 28-77 afnos) se inscribieron en el
presente estudio. Veintiocho fueron



excluidos debido a enfermedad de Crohn
(n = 11 pt), tractos multiples (n = 7),
terapia anticoagulante (n = 7 pt),
coagulopatia (n = 2), (n = 7) e infeccion
por VHC (n = 1). Siete de estos pacientes
habian sido sometidos a procedimientos
conservadores del esfinter previamente
(tapdn de fistula del Grupo II-2, 1 LIFT,
1 tapdn (plug) y LIFT, 1 pasta Permacol,
2 colgajos de avance). Doce pacientes
estaban en el Grupo I porque se
sometieron a esta cirugia como primera
linea de tratamiento.

Complicaciones intraoperatorias y
postoperatorias

El tiempo operatorio promedio fue de 55
£+ 6 min (rango 50-70 min). El volumen
medio de grasa micro-fragmentada
inyectada fue de 16 £ 2,9 ml (rango 12-
22 ml). No se registraron dificultades
intraoperatorias relacionadas con el uso
del kit.

El grado medio de dolor postoperatorio
medido con la escala de dolor VAS fue de
2 1,4 (rango 0-4) a la semana y al mes
de la cirugia. El valor medio de Ila
puntuacion VAS fue 0 en las siguientes
visitas de seguimiento. Solo dos casos de
incomodidad perianal duraron 2 meses
después de la cirugia. No hubo casos de
fiebre posoperatoria o sepsis abdominal
relacionada con el procedimiento,
hemorragia perianal o continencia anal
deteriorada después de la cirugia. (La
puntuaciéon Wexner media preoperatoria
y postoperatoria fue de 1.) Solo se
observaron 3 casos de hematoma menor
de pared abdominal que no requirieron
ningun tipo de tratamiento y 1 caso de
absceso perianal. El absceso perianal se
desarrollé 3 meses después de la cirugia
y se debid a recurrencia de la fistula.

Resultados

Los pacientes fueron evaluados por un
tiempo medio de seguimiento de 9 + 3.1
meses (rango 3-12 meses). La tasa de
curacion global fue de 73.7, 83.3% (10
pacientes) en el Grupo I y 57.1% (4
pacientes) en el Grupo II. En general,
solo se observd 1 caso de absceso y 4
casos de secrecidn persistente sin cierre
de las aberturas internas y externas. En
10 pacientes, la curacion de la fistula
ocurridé entre 3 y 6 meses después de la
cirugia y se observé durante la visita de
seguimiento de 6 meses. En 2 casos, la
fistula ya se curdé en la visita de
seguimiento de 3 meses.

Discusion

El tratamiento de la fistula anal compleja
sigue siendo un reto y se han propuesto
diferentes técnicas de tratamiento. La
tasa de éxito de cada técnica es en
realidad variable, como se informd en
revisiones sistematicas recientes, debido
a la falta de uniformidad vy
comparabilidad entre diferentes estudios
y técnicas. El creciente interés en
encontrar nuevos enfoques para mejorar
los resultados quirurgicos, el tiempo de
recuperacion y la calidad de vida del
paciente ha llevado al desarrollo de
enfoques innovadores, incluido el uso de
MSCs. Es bien sabido que, ademas de ser
multipotentes, estas células pueden
promover la reparaciéon de los tejidos
mediante la liberacion de moléculas
bioactivas e inmunomoduladoras. El
tejido adiposo es una fuente éptima de
MSC debido a un acceso mas facil y una
mayor abundancia que otras fuentes,
como la médula dsea. Ademas, la
capacidad de diferenciacién de la médula
osea disminuye con la edad del donante.
Los documentos anteriores han
informado sobre el uso de MSC para el
tratamiento de la fistula criptoglandular



relacionada con la enfermedad de Crohn
o de la fistula anal crénica. Garcia-Olmo
et al. en un ensayo clinico de fase II en
35 participantes informé una tasa de
curacion de 71% en 1 afio mediante la
asociacion de ASCs expandidas y cola de
fibrina. Herreros y sus colegas, en
cambio, en un ensayo clinico
aleatorizado de fase III en 200
participantes informaron una tasa de
curacion del 57.1% utilizando ASCs
expandidas solas y una tasa de curacion
del 52.4% usando ASCs expandidas
asociadas con cola de fibrina. En ambos
casos, hubo cierre de la apertura interna.
Panés y ~colegas en un estudio
aleatorizado, doble ciego, grupo paralelo,
controlado con placebo informaron una
remision combinada del 50% en el grupo
de intencidn de tratar (intention-to-
treat) tratado con MSCs frente al 34% de
tasa de éxito en aquellos tratados con
placebo. los eventos adversos
relacionados con el tratamiento fueron
del 17% en el grupo tratado con MSC
frente al 29% en los tratados con
placebo. Las MSC también se han usado
para tratar las fistulas recto-vaginales.
Garcia-Arranz y sus colegas en un
ensayo clinico fase I-II en 10 pacientes
con fistula recto vaginal relacionada con
la enfermedad de Crohn informaron una
tasa de curacion del 60%. En algunos
pacientes, la inyeccién de MSCs se asocid
con un colgajo. En todos los estudios
mencionados anteriormente, las ASCs se
aislaron por tratamiento enzimatico y, en
la mayoria de los casos, se sometieron a
una expansion adicional ex vivo. Ademas
de la gran cantidad de pasos de
procesamiento, los costos significativos y
las restricciones relacionadas con las
buenas practicas de fabricacion (GMP), la
tasa de éxito informada fue variable. Por
lo tanto, la disponibilidad de un tejido
adiposo autologo minimamente
manipulado rico en estas ASCs
regenerativas tendria una notable

relevancia clinica. Por estas razones,
aprovechamos una técnica innovadora
disponible comercialmente (Lipogems®)
que intraoperatoriamente proporciona
tejido adiposo micro-fragmentado en
muy poco tiempo, sin expansidon ni
tratamiento enzimatico. Con la ayuda de
esta tecnologia, el tejido adiposo se
microfragmenta suavemente y se lava
hasta que quede Ilibre de aceite
proinflamatorio y restos de sangre. Los
resultados de nuestro estudio
demuestran que el procedimiento
seleccionado es factible, reproducible y
seguro. De hecho, no se registraron
complicaciones mayores ni eventos
adversos. Solo se observaron 3 casos de
hematoma de pared abdominal menor
que no requirieron ningun tipo de
tratamiento. Todas las fases del
procedimiento son importantes, pero un
paso fundamental para un buen
resultado es el cierre de doble capa del
orificio interno, que impide el paso
continuo de los residuos de heces a
través de la fistula. Esto da como
resultado la exclusién de un tracto de
fistula del cual se elimind el tejido
inflamatorio y en el cual se mejora la
curacion mediante la aplicacién de una
inyeccion de tejido adiposo micro-
fragmentado. Por esta razdn, a diferencia
de otros procedimientos, la abertura
externa se deja abierta para permitir
cualquier descarga y garantizar un cierre
desde la parte interna a la externa. El
tejido adiposo micro-fragmentado se
inyectd en todas las capas alrededor de
la abertura interna y alrededor del tracto
de la fistula. No inyectamos el tejido
dentro del tracto porque no tiene
actividad de carga ya que las ASC actuan
solo como agentes inmunomoduladores
para estimular la regeneracion tisular
que sostiene el proceso de curacion
natural.



Nuestros resultados preliminares son
muy prometedores, con una tasa de
curacion del 83,3% en el Grupo I. En el
Grupo II, la tasa de curacion solo alcanzé
el 57,1%. Esto puede explicarse por el
hecho de que en este "grupo recurrente",
debido a la abundancia de tejido fibrético
en las fistulas crénicas y recurrentes, el
estimulo regenerativo no logré promover
la curacion. Por el contrario, el tejido
nunca tratado anteriormente, como en el
Grupo I, tiene el potencial de lograr una
curacion completa y estable si se
estimula adecuadamente.

Un posible sesgo de este estudio es la
dificultad para discriminar entre |la
contribucion del cierre del procedimiento
de apertura interna y la inyeccion de
tejido adiposo micro-fragmentado. El
cierre de la abertura interna difiere de un
colgajo de avance ya que la mucosa se
eleva lateralmente y en ambos lados del
defecto. Sin embargo, si consideramos
una tasa de éxito promedio de AF del
66,7% (rango 20-100%), con base en
datos publicados, wuna contribucion
importante a la tasa de curacion, en el
Grupo I particularmente, es
proporcionada por la inyeccién de tejido
adiposo micro-fragmentado. La tasa de
curacion del Grupo II es incluso mas baja
que el colgajo de avance, posiblemente
debido al proceso inflamatorio croénico
que genera una cicatriz inerte. Sin
embargo, no es posible hacer una
comparacién adecuada entre nuestra
técnica y el colgajo de avance solo en
estas 2 poblaciones de pacientes.

CONCLUSIONES

La inyeccién de tejido adiposo autdlogo,
micro-fragmentado y minimamente
manipulado relacionada con el cierre de
la abertura de la fistula es un
procedimiento  seguro, factible vy
reproducible que puede mejorar Ila

curacién de la fistula anal compleja. De
acuerdo con nuestros resultados
preliminares, sugerimos el uso de esta
técnica combinada en pacientes con
fistula anal compleja en el cual se realice
el primer procedimiento conservador del
esfinter.

Cumplimiento de estandares éticos
Conflicto de intereses

Los autores declaran que no tienen
ningun conflicto de intereses.

Aprobacion ética Todos los
procedimientos realizados en estudios
con participantes humanos se realizaron
de acuerdo con los estandares éticos del
comité de investigacion institucional y /
o nacional y con la declaracion de
Helsinki de 1964 y sus posteriores
enmiendas 0 estandares éticos
comparables.

Consentimiento informado

El consentimiento informado se obtuvo
de todos los participantes individuales
incluidos en el estudio.
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