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Lipofilling : role de la centrifugation

Une revue de littérature

Introduction : Le lipofilling s’est développé au cours du 20°™ siécle, mais nécessite encore
d’étre amélioré, notamment a cause de sa grande variabilité. Dans cette revue de littérature,
nous tenterons de déterminer les caractéristiques et les rdles de la centrifugation dans le
transfert graisseux autologue.

Méthodes : La discussion est fondée sur les 14 articles (Pubmed) qui traitent directement ou
non de la centrifugation et ses implications.

Discussion : Quelques auteurs s’accordent a penser que la centrifugation crée un gradient de
cellules stromales le long du tube centrifugé et statuent que cette sous-couche dense de la
phase graisseuse est la plus viable. La centrifugation apparait donc délétere pour la partie peu
dense du tissu prélevé, mais semble, pour certains, améliorer la survie de la sous-couche
dense, puisqu’elle est enrichie en ADSC’s/MSC'’s.

Conclusion : Dans la mesure ou le prélévement est traumatique pour le tissu graisseux, son

taux de survie est relativement faible. Mais si toutes les mesures sont prises en influant sur les

déterminants de la prise de greffe, la survie s’optimise et les résultats sont meilleurs.
Mots-clés : lipofilling * centrifugation ° viabilité « adipocytes * ADSC’s/MSC’s
Introduction

La technique de transfert graisseux autologue fut décrite la premicere fois par Neuber
en 1893 (1). Puis, Czerny décrivit 2 ans plus tard le transfert d'un lipome autologue pour une
reconstruction esthétique du sein (2). Dans les années 80, alors que la liposuccion prenait son
essor, le transfert graisseux autologue voyait le jour sous sa technique moderne, soit de
microinjections de graisse, notamment avec les travaux de Bircoll (3), mais la technique,
appliquée a la chirurgie mammaire, fut unanimement contre-indiquée par 1'American Society
of Plastic and Reconstructive Surgery (ASPRS), puisqu’elle induisait des cytostéatonécroses
pouvant interférer avec le suivi radiologique et le diagnostic de cancer (4,5,7). Ces kystes
huileux sont le témoin de la nécrose du tissu greffé et représentent la complication la plus
fréquente de I’opération (7,9,31). Aujourd'hui, les radiologues peuvent distinguer les nécroses

graisseuses des récidives de cancer, qui créent toutes deux des microcalcifications mais



différentes, et si un doute persiste la biopsie reste toujours possible (6-9). Le transfert
graisseux autologue, lipomodelage ou encore lipofilling consiste en la récolte de la graisse par
aspiration a la seringue ou liposuccion, le traitement et l'injection de la graisse (également par
seringue), afin de restaurer l'esthétique d'un organe 1€sé, par un traumatisme, une maladie ou
un geste chirurgical, le caractere atraumatique de chacune des étapes (10) étant la premicre
condition pour la réussite de l'opération. Les avantages de la méthode résident dans le
caractere autologue de la greffe, la facilit¢ de prélevement, ainsi que le faible taux de
complications. Actuellement, la technique du Dr S. Coleman, développée en 1994, reste la
technique de choix de la plupart des chirurgiens pour le lipomodelage, bien que de
nombreuses variantes existent, comme nous allons le découvrir dans le prochain paragraphe
(11).

Lors du prélevement de la graisse, S. Coleman préconise une canule émoussée de
3mm reliée a une seringue de 10ml pour une aspiration en douceur de la graisse (12), le tout
réduisant un maximum la pression négative. Une étude a démontré un indice apoptotique
grandissant, pour des valeurs comprises entre -500 et -700 mmHg, au sein du lipoaspirat (13),
lors d'utilisation de liposuccion a pression négative ¢levée. Egalement, Pu et al trouvent une
moins bonne viabilité adipocytaire dans les prélévements par liposuccion par rapport a celle
mesurée au sein de graisse excisée (14), cependant ils obtiennent aussi de tels résultats avec
des pressions faibles de liposuccion (20cmH-20 = 14.7 mmHg) (12). Par contre le site donneur
aurait peu d'influence sur la viabilité de la greffe selon une étude quantitative menée par
Rohrich et al. (15), et on retrouve aussi cet avis dans des revues de la littérature (8,16), bien
que selon une autre étude la graisse au niveau des hanches et celle du bas abdomen
contiendrait plus de cellules souches qu'ailleurs (17). De plus, l'utilisation de canules d'un
diametre plus ¢€levé, de 4 voire 6 mm, a été évaluée comme meilleure, considérant la viabilité
cellulaire, dans une étude menée par Erdim (18). Concernant 1'étape du prélévement, il nous
faut enfin parler de l'effet potentiellement délétere de 1'anesthésique local, injecté au site
donneur, sur les préadipocytes, comme des €tudes 1'ont suggéré (19,20), bien que d'autres
auteurs concluent leur étude sur un effet négligeable pour un temps d'exposition normalement
court et pour de faibles doses (lidocaine 0.06% et adrénaline 1:1000000) (21). A présent, il
convient de parler de la préparation de la graisse prélevée, étape qui est réalisée dans la
technique de Coleman, grace a la centrifugation, afin de séparer le tissu graisseux utilisable,
au milieu du tube, de l'huile surnageant, au sommet du tube, et de la phase séro-sanguine, au
fond du tube (5). Cependant certaines études sont en défaveur de la centrifugation, puisque
selon leur résultat la viabilité adipocytaire diminue en fonction de forces de centrifugation

croissantes (22) et méme selon une étude expérimentale menée par Smith et al., la réinjection



directe sans préparation semble mener a une meilleure prise de greffe (23). Ainsi de
nombreux chirurgiens optent pour la technique de lavage et d'autres laissent la graisse
décanter. Par contre, les arguments en faveur de la centrifugation avancent que cette méthode
concentre les progéniteurs, les cellules souches et les facteurs de croissance, facilitant ainsi la
prise de greffe (24-26) et sépare le tissu graisseux de 1'huile, résultant de la lyse adipocytaire,
et des débris vasculaires. Une étude récente, sous forme de revue de la littérature, tente de
rationaliser ces différentes approches et opte pour une centrifugation de 3 minutes a 1200g
(27), qui correspond a ce que Coleman conseille, soit 3000 RPM (1286 g) pendant 3 minutes
(7). Enfin, il nous faut évoquer les techniques de réinjection. Le principe général consiste a
transférer la graisse, a nouveau doucement pour limiter la pression déléteére, en de multiples
fins filaments, afin d'optimiser la surface de contact de la greffe avec son site receveur,
puisque la sa survie dépend de la diffusion de I'oxygene et des nutriments. Ainsi le diametre
de la canule de réinjection se doit d'étre le plus petit possible, une recommandation d'un
diametre de 2 a 2.5 mm a été prononcée par I'ASPRS (8), et de plus, une bonne
vascularisation du site receveur est souhaitable, notamment au niveau sous-cutané, intra-
glandulaire dans le sein, ou intra-musculaire, comme le suggere une étude expérimentale (28).
Enfin Coleman préconise une injection de 0.2 ml par retrait (7), tandis que d'autres vont
jusqu'a 2 a 3 ml (29). Dans 1'application particuliere du lipomodelage pour la prise en charge
des séquelles du traitement conservateur du cancer du sein, la quantité totale réinjectée peut
étre nettement inférieure a la normale du fait de site receveur fibrosé apres radiothérapie (30).
De plus, dans ce méme cadre, il est intéressant de noter que la trophicité cutanée de la peau
irradiée est augmentée par la greffe adipocytaire (31). Finalement, puisque nous nous sommes
intéressés a bon nombre de déterminants de la prise de greffe, il est inévitable de nommer
l'utilité des cellules souches, ADSC ou MSC (adipose-derived stem cells/mesenchymal stem
cells) dans la survie de la greffe, puisqu'elles sécretent des agents angiogéniques (VEGF) et
anti-apoptotiques (32). Ainsi certains chercheurs pensent qu'il y a avantage a "booster" la
greffe avec un ajout d'ADSC préalablement isolées (33).

En conclusion, I'efficacité treés variable du lipomodelage, entre 10 a 90% de résorption
suivant les séries (11,16), nous ameéne a remettre en question chacune des ses étapes, afin
d'optimiser les résultats et d'éviter des interventions a répétition. Bien str les variations
interindividuelles, dépendant de facteurs génétiques, diététiques ou méme pharmacologiques,
influencent aussi le devenir de la greffe et restent encore a étre déterminées. Ainsi, dans notre
¢tude, qui consistera en une revue de la littérature, nous nous pencherons tout particuliérement

sur l'influence de la centrifugation dans le devenir du greffon, en comparaison avec les autres



méthodes de « processing » de la graisse, afin de déterminer si elle se trouve étre un moyen

plus efficace de transfert de tissu adipeux autologue.

Méthode

Une revue systématique de la littérature a été effectuée sur Pubmed, grice aux entrées,
telles que « fat grafting », « centrifugation fat grafting », « autologous fat grafting », «
processing methods fat grafting ». Les articles rapportant des études sur le lipofilling, qu'elles
soient expérimentales ou cliniques, ainsi que les revues de littérature sur le lipomodelage, ont
été retenus, notamment pour écrire 1’introduction. Afin de parvenir a un avis raisonné sur la
question, nous parcourrons chacun des avantages et des désavantages de la centrifugation en
fondant notre discussion sur les 14 articles qui traitent plus particulierement de cette technique
et ses implications, et en la comparant avec les autres méthodes courantes, comme le lavage et

la décantation.

Discussion

La technique de centrifugation

L’introduction de ce travail, qui est en somme un résumé succinct des différentes
méthodes de transfert graisseux, ainsi que de ses principes directeurs, nous est utile a deux
niveaux. Premiérement, elle nous éclaire sur I’'importance accordée par la majorité des
auteurs, quant a la vulnérabilité du tissu adipeux et donc aux précautions a porter lors de sa
manipulation. Les cellules les plus vulnérables sont bien sir les cellules adipeuses matures qui
se rompent aisément vu leur volumineuse taille. Deuxiémement, I’introduction souléve
I’importance des cellules souches en tant que principe régénérateur de la greffe implantée in
vivo. Ainsi la survie de la greffe dépend de maniére non négligeable du nombre de cellules
graisseuses adultes vivantes dans le transplant, comme 1’a postulé Peer dans les années 50
avec sa théorie de la survie cellulaire, ainsi que des cellules qui vont reconstruire 1’organe, les
cellules stromales, soit les préadipocytes et les ADSC’s, mais aussi, et pourrions nous dire
surtout, les cellules souches vasculaires responsables de la reconstruction du réseau
vasculaire. La théorie de Peer est soutenue par bien des chercheurs, surtout depuis la
découverte relativement récente des ADSC’s (16) et les études expérimentales et cliniques

témoignant de la survie a long terme de la greffe (43).



Il est intéressant de noter que la centrifugation influe précisément sur ces deux
facteurs. En effet, des forces excédant tant de g, conduisent a une diminution du nombre
d’adipocytes matures intacts, ainsi que s’accordent quelques études a ce sujet (22, 26), mais
aussi créent un gradient de cellules stromales (25, 26, 39) le long du tube, allant d’une densité
faible pour le haut a une forte densité dans la partie du bas, région appelée les « pellets »,
suivant I’expression de A. Condé-Green (26). Nous voyons donc que la centrifugation
contient I’inconvénient d’étre délétere pour les adipocytes, et 1’avantage de concentrer les
cellules « régénératrices » souches dans la partie basse de I'implant graisseux. Ainsi, la
centrifugation, utilisée depuis plus de 30 ans (26) dans les microgreffes de tissu graisseux, est
utile en ce sens qu’elle concentre la phase graisseuse (39) et la sépare efficacement des
constituants indésirables, soit la phase huileuse, la phase liquide séro-sanguine et les lipases,
protéases et produits de 1’anesthésie locale. Elle permet donc de supprimer les substances
nocives, selon 1’avis de bien des auteurs (7, 40), mais aussi en concentrant la phase
graisseuse, « permet une meilleure évaluation du volume a injecter » (39). L’avis suivant
lequel la phase graisseuse doit étre séparée de ces constituants a conduit les chirurgiens a
adopter la centrifugation (7), ainsi que les techniques de décantation et de lavage (26), mais
aussi des techniques récentes, comme par exemple 1’utilisation de lingettes stériles absorbant

les phases huileuses et séro-sanguines (41).

Contenu des trois phases aprés centrifugation

Selon I’étude de Yoshimura (42), le volume de la phase huileuse augmente
graduellement en fonction de forces de centrifugation croissantes, ce qui pour eux signifie une
meilleure séparation des deux phases plus la centrifugation est forte. Par contre la partie
liquide séro-sanguine semble contenir un maximum de globules rouge a 700g et il n’en
faudrait donc pas plus pour ce qui est de la séparation de la phase graisseuse d’avec les
globules rouge. Aussi, les cellules progénitrices restent confinées dans la phase graisseuse,
quelque soit la force de centrifugation employée. On en retrouve donc pas plus dans la phase
séro-sanguine, avec des g croissants et I’explication réside en ce que ces cellules adherent
fortement au stroma adipeux. Enfin, Pallua et al. (44) aprés leur étude sur le contenu du
lipoaspirat en facteurs de croissance (b-FGF, IGF-1, VEGF, PDGF-BB), statuent que la
centrifugation n’influe pas négativement sur leur concentration dans la phase graisseuse, mais

au contraire les concentre dans celle-ci.



Dommage cellulaire dans la phase graisseuse apreés centrifugation

Tout d’abord, pour étre en mesure de bien comprendre comment ont été réalisé les
¢tudes dont nous allons présenter les détails ci-dessous, nous devons nous pencher un peu sur
les méthodes d’évaluation de la viabilité et de la survie du tissu adipeux. La viabilité peut étre
¢valuée de différentes facons. Une histologie du tissu (avec coloration : PAS, hématoxyline,
€osine, trypan blue, ...) sous microscope optique ou ¢lectronique nous donne des informations
sur la quantité d’adipocytes, ainsi que leur aspect morphologique (taille, forme). De plus, des
appareils spéciaux peuvent effectuer un comptage cellulaire sur un ensemble de coupes
souvent choisies au hasard et certaines colorations (p.ex. propidium iodide) sont directement
corrélées avec la viabilité adipocytaire. L’activité métabolique des adipocytes est mesurée
dans certaines études, au moyen du XTT ou du MTT (sels de tétrazolium), dont les sels sont
réduits en substrats colorés par le métabolisme cellulaire, colorant ainsi plus ou moins les
¢chantillons observés en fonction de leur activité métabolique. L’équipe de Xie a utilisé le
« glucose transport test » qui est, selon eux, bien corrélé avec le MTT assay (22). Aussi, les
cellules peuvent étre isolées et mises en culture pour déterminer leur capacité a proliférer et le
degré d’apoptose. Finalement, la survie du tissu adipeux est appréhendée grace aux études
cliniques et aux modeles animaux qui ont été transplantés puis sacrifiés pour étudier
I’histologie de I’implant ainsi que son poids et volume. Des études d’imagerie peuvent révéler
la fraction survivante de la greffe.

L’¢tude de Condé-Green et al. insiste bien sur le fait qu'un lipoaspirat centrifugé
contient plus d’adipocytes rompus qu’une préparation décantée (26). Ce n’est pas pour autant
que la décantation devient une méthode miracle, car comme A. Condé-Green le souligne elle
ne sépare pas autant les débris indésirables que ne le fait la centrifugation. Cependant tous les
auteurs ne sont pas aussi formels que Condé-Green pour ce qui est de I’altération du tissu
centrifugé. Les avis sont parfois méme divergents. Mais il persiste une majorité qui déclare
que la centrifugation est délétére une fois excédé un certain nombre de g. Seule la limite fixée
reste floue. Boschert et al. (39) optent pour une centrifugation a 50 g pendant deux minutes,
car ils remarquent une quantité d’huile augmentée dans le tube centrifugé déja a 100g et pense
que la stratification (la séparation en 3 couches) est terminée aprés 2 minutes. Ainsi ces
auteurs prennent avantage de la formation de particules de graisse (pour utiliser leur
expression) denses, riches en cellules progénitrices obtenues par centrifugation, tout en
minimisant les dégats sur les adipocytes matures. De plus, ils précisent bien que seule la partie
basse de I'implant graisseux est utilisable, celle qui est la plus dense et la plus viable, et

garantit la meilleure chance de survie. Il est a noter que Puckett ’'un des coordinateurs de



I’é¢tude statue sur les mémes positions dans son étude de 2010 (45) et remarque que peu
d’auteur font la distinction entre les différentes sous-couches de la phase graisseuse, comme
par exemple Kurita et al., qu’il critique pour cette raison. Leur étude sur la viabilité des
adipocytes et des progéniteurs soumis a différentes forces de centrifugation (42), critique les
résultats de Boschert en affirmant que s’il trouve plus d’huile dans 1’échantillon centrifugé a
100g que dans celui centrifugé a 50g, c’est uniquement a cause d’une meilleure séparation de
la phase huileuse et graisseuse, et que cela n’est pas di a la rupture des adipocytes. Cependant
ils affirment que I’échantillon contrdle non-centrifugé a une masse volumique plus grande que
celui centrifugé a 400g (mais pas de différence entre 400g et les autres forces de
centrifugation : 700, 1200, 3000 et 4000), ce qui indiquerait une moins bonne viabilité du
tissu graisseux centrifugé a 400g. L’interprétation que donne 1’équipe a ce résultat est qu’il y
aurait des adipocytes rompus dans les couches superficielles qui protégeraient les adipocytes
des couches plus internes des forces mécaniques. Enfin, dans leur discussion, ils font la
remarque intéressante que ces adipocytes rompus n’augmentent pas tant selon des forces de
centrifugation croissantes, mais plutot selon les différents individus. Par contre, le comptage
des ADSC’s décline a partir de 3000g, ce qui indique une souffrance de ces cellules a partir
de cette force de centrifugation. Cette observation rejoint celle de A. Condé-Green qui note un
déclin du nombre de MSC’s aprés centrifugation en faveur des « pellets » (26). C’est
pourquoi prenant en compte I’effet délétére de la centrifugation sur les cellules souches, mais
le balangant avec I’effet de concentration et de purification de la phase graisseuse, Kurita et
al. préconisent une force de centrifugation optimale de 1200g. Pour Pulsfort et al. (46)
I’histologie du tissu fraichement prélevé n’est pas modifiée méme pour des valeurs allant
jusqu’a 20°000g. Egalement, la mise en culture ne révele pas une viabilité moindre, une moins
bonne capacité a proliférer, ni des phénomeénes apoptotiques plus importants. En outre, ils
font une remarque intéressante au sujet de la force de centrifugation. Comme Kurita et al. le
disent, ce sont les g qui sont importants et non les RPM (puisque les g sont déterminés par les
RPM et par le rayon de la centrifugeuse), mais aussi la masse des cellules isolées, ainsi que la
distribution des forces qu’elles subissent sur leur pourtour. Pulsfort et al affirme que leurs
échantillons sont néanmoins comparables, puisqu’ils utilisent la méme technique de
prélévement et comparent des volumes identiques. Ces observations doivent donc étre prise
en compte lors de recherches étudiant les effets de la centrifugation sur la viabilité cellulaire.
Ce chapitre met bien en évidence les divergences d’opinions des différents chercheurs
sur la question du caractere délétere de la centrifugation sur la viabilité adipocytaire. Ceci
s’explique, du moins en partie, par les différents protocoles d’étude et les nombreuses

méthodes d’évaluation de la viabilit¢é des adipocytes. Boschert et al. critique ceux qui



emploient de grandes forces de centrifugation car ce faisant ils dénaturent le tissu graisseux et
préconise une centrifugation de seulement 50 g pour une viabilit¢ optimale de la greffe

adipocytaire.

Survie a long terme des greffes centrifugées

Suite aux observations du paragraphe précédent et en s’appuyant sur la théorie de Peer
nous comprenons que la question n’est pas tant de se demander si des adipocytes ne
survivront pas suite aux forces mécaniques de la centrifugeuse, mais plutot s’ils seront
suffisamment en contact avec leur stroma, et leurs cellules souches. Comme nous le disions
implicitement jusque 1a, la centrifugation a tendance a séparer les adipocytes matures du
stroma, soit les cellules souches et la charpente conjonctive du tissu, ainsi 1’on obtient une
séparation des cellules stromales et des adipocytes matures le long du tube centrifugé au sein
méme de la phase graisseuse, d’ou le terme de fraction stromale vasculaire. Il résulte de ces
observations que « les pellets », la fraction stromale de la phase graisseuse sont trés riches en
MSC’s ou cellules stromales. C’est pourquoi A. Condé-Green statue sur le fait que les
résultats esthétiques obtenus avec une centrifugation élevée sont tronqués, voire modifiés. En
effet selon elle les bons résultats obtenus par les méthodes de centrifugation sont a mettre au
bénéfice des cellules souches et de leur excellente viabilit¢é comparé aux cellules plus
différenciées, mais cela se répercute sur la qualité adipeuse de la greffe lui 6tant des cellules
adipeuses matures ou des préadipocytes sur la voie de la différenciation, et qui résulte en un
matériel plutot fibrotique, immitant I’aspect naturel du tissu adipeux. La discordance entre
Boschert et al. et S. Coleman, tel qu’elle se dégage dans cette revue de littérature, ne saurait
donc que nous encourager a pencher plus en faveur de méthodes douces et imitant la nature
tels que les travaux de Boschert et Puckett. Grace a leur approche le rendu final sera plus
naturel, plus esthétique.

Il est évident que les chirurgiens en centrifugeant tentent de booster la greffe en
s’assurant de réinjecter un tissu, certes dénaturé, mais dont la fraction la plus vitale est
conservée, afin de donner a la greffe les meilleures chances de survie. D’ailleurs selon bien
des auteurs c’est la seule partie qui donne les meilleurs succes de prise de greffe (25, 39, 42,
47), comparativement a la graisse peu dense créée par centrifugation. En effet les adipocytes
matures de la phase graisseuse, se séparant de leur stroma par les forces de la gravité, sont
privés de leurs constituants les plus importants et semblent étre moins disposés a la survie une
fois réimplantés, notamment parce qu’ils ne peuvent se passer de leur stroma pour fonctionner

correctement. L’étude de Xie, significative a ce sujet, démontre que le métabolisme du



lipoaspirat centrifugé est modifié., voire amoindri. Dans la mesure ou son « glucose transport
test » semble reconnaitre la viabilité adipocytaire avec plus de force que la viabilité des
cellules souches, et qu’il note un déclin de I’activit¢é métabolique adipocytaire, c’est la
confirmation que les adipocytes ont souffert durant la centrifugation, non seulement a cause
de leur possible rupture dans les zones moins denses mais aussi de leur séparation d’avec la
fraction stromale. Comme le disent Boschert et al. dans leur discussion, les adipocytes
matures a eux seuls ne remplissent pas de « space-filling function ». En derniére analyse, nous
sommes forcés de constater que les forces de centrifugation modifient profondément
I’histologie du tissu graisseux, tout comme sa viabilité. Il devient donc essentiel, lorsqu’on

parle de viabilité¢ de se demander ce que 1’on est en train de mesurer et pourquoi.

Les méthodes de lavage/filtration et décantation

Il apparait clairement que la centrifugation est délétére pour une partie de la graisse
prélevée, mais la question qui se pose maintenant est de savoir si la graisse dense, les
« pellets » ou « fat particles », créée par centrifugation, survit mieux que celle traitée par
lavage ou décantation. Il semble que pour certains la question ne fait aucun doute et qu’une
greffe contenant un maximum de cellules souches survivra mieux. Cependant il est 1égitime
de se demander si une fois excédé un certain nombre de g, la fraction stromale souffre de
I’absence des cellules matures, notamment a cause de phénomeénes de diffusion restreints
(nutriments et oxygene), question soulevée par Boschert et al. dans leur discussion (39). A
I’heure actuelle il est encore difficile de répondre a ces questions, mais nous pouvons conclure
que les trois méthodes se valent plus ou moins en terme de survie, si et seulement si seule la
phase dense du lipoaspirat centrifugé est employée. Le désavantage de la centrifugation en
regard de ces deux autres méthodes de préparation réside en ce que de plus petits volumes
sont utilisables.

Selon A. Condé Green la graisse décantée contient moins de MSC’s, tout comme lors
de la centrifugation, mais plus de débris sanguins que cette dernicre (26). Elle opte ainsi pour
I’utilisation de la technique de lavage, qui semble selon elle la meilleure option bien qu’elle

remarque ’avantage de la centrifugation sur la concentration des MSC'’s.
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