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1. INTRODUGAO

O enxerto autdlogo de tecido adiposo é aplicado em cirurgia plastica para aumento
de volume e para substituicdo de tecidos moles. Exibe qualidades desejaveis para

utilizagdo como material de preenchimento.

E autélogo, biocompativel, esta presente em quantidades suficientes como tecido
doador, sendo de facil obtencdo e aplicagao (Billings Jr, May Jr, 1989; Coleman,
2006). O procedimento tem baixo custo, € passivel de repeticdo e quando
necessario, existe a possibilidade de a gordura transplantada ser removida (Billings
Jr, May Jr, 1989; Coleman, 2006).

Van der Meulen’, em 1889, descreveu a utilizacido do enxerto autélogo de tecido
adiposo ao transferir um fragmento de omento livre para interposi¢cao entre o figado

e o diafragma (citado por Billings Jr, May Jr, 1989).

Na cirurgia plastica, Neuber (1893) foi o primeiro a publicar o uso da gordura
autéloga como material de preenchimento, utilizando-a em pequenos fragmentos

para correcao de depressoes faciais (citado por Billings Jr, May Jr, 1989).

No final do século XIX e comego do XX, a gordura foi utilizada para aumento do

volume mamario e correcido de depressdes e deformidades faciais.

O primeiro relato de uso de gordura para preenchimento mamario foi feito por
Czerny  (1895), fato que representou um marco como a primeira tentativa de
reconstrucdo mamaria. Czernym utilizou um grande lipoma retirado da prépria
paciente para reparar o defeito toracico resultante da mastectomia (citado por
Billings Jr, May, Jr, 1989).

“ Van der Meulen (1889) APUD Billings E Jr, May JW Jr. Historical review and present status of free fat graft
autotransplantation in plastic and reconstructive surgery. Plast Reconstr Surg. 1989; 83:368-81.

“ Neuber GA. Fett Trausplautation. Chir Kongr Verhandl Deustsch Gesellsch Chir 1893; 22:66 APUD Billings
E Jr, May JW Jr. Historical review and present status of free fat graft autotransplantation in plastic and
reconstructive surgery. Plast Reconstr Surg. 1989; 83:368-81.

“* Czerny A. Plastischer Ersatzder Brustdruse durch ein lipoma. Chir Kongr Vernhandl. 1895; 92:216. APUD
Billings E Jr, May JW Jr. Historical review and present status of free fat graft autotransplantation in plastic and
reconstructive surgery. Plast Reconstr Surg. 1989; 83:368-81.
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Schorcher, em 1957, relata sua série de oito pacientes, nos quais utilizou o auto-
enxerto de gordura para tratar hipomastia. O principal problema encontrado foi a

grande perda de volume que advinha com o tempo, além das infecgdes crbnicas.

May, em 1941, fez uso do enxerto fasciogorduroso, com o qual acreditava obter
resultados mais duradouros e um indice maior de integracdo do tecido

transplantado.

Lexer ~ em 1910, citado por Billings Jr, May, Jr, em 1989, utilizou, pela primeira vez
um fragmento de gordura de 12cm? retirado do abddémen e o transferiu para a face,

com o objetivo de reparar uma depressao na regiao malar.

Peer, em 1950, definiu os conceitos do comportamento biolégico do enxerto de
gordura. Apresentou técnicas de manuseio, contra-indicagdes, resultados clinicos e

observou um indice de 50% de absor¢ao do tecido adiposo transplantado.

A fase atual do transplante autdlogo de gordura teve inicio em 1970 com Fischer e
na década de 80, lllouz introduziu a técnica conhecida como lipoaspiragao, utilizando
a gordura aspirada como material de preenchimento (Fischer, Fischer,1977; lllouz,
1983; lllouz, 1985; lllouz, 1986).

Ellenbogen, em 1986, relata seu trabalho em que utiliza pequenos fragmentos de
gordura de 4 a 6 mm de diametro, denominados enxertos em “pérola”, para tratar os

mais diversos tipos de depressodes faciais.

Klein em 1987, introduziu a anestesia tumescente, propiciando melhores resultados
e menores indices de morbidade, assim como uma melhor qualidade da gordura

como material de enxerto (Lillis, 1988; Hanke et al, 1995).

Em 1989, Fournier apresentou uma técnica cirurgica denominada microlipoinjegao

ao utilizar pequenos volumes de enxertos de gordura.

““Lexer E. Freie felttransplantation. Dtsch. Med Wochenschr. 1910; 36:640. APUD Billings E Jr, May JW Jr.
Historical review and present status of free fat graft autotransplantation in plastic and reconstructive surgery.
Plast Reconstr Surg. 1989; 83:368-81.
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Ha uma grande variedade de fatores que interferem na permanéncia, em longo
prazo do tecido transplantado, tais como: area doadora, area receptora, método de

coleta do tecido e tratamento da gordura previamente a transferéncia.

Hudson et al (1990) publicaram trabalho mostrando que as células gordurosas da
coxa sao significativamente maiores na sua dimensao e apresentam atividade das
enzimas lipogénicas, também aumentadas em comparagdo com as do abdémen e
as da regido submandibular. Sugerem que a gordura da coxa € a ideal para ser

usada como enxerto.

Para a coleta da gordura através da lipoaspiragédo, faz-se necessario produzir o
vacuo, que pode ser obtido pelo aparelho de succédo ou de seringa. A pressao de
succao adequada é, em tese, a menor pressao possivel capaz de desprender a
gordura da area doadora, obtendo-se, dessa forma, um material altamente viavel
para enxertia e com baixos indices de lesao celular. Har Shai et al (1999), utilizando
seringas de 60 ml constataram mediante utilizagdo de barébmetro, que esse método
produzia uma presséo de vacuo de cerca de 200 a 300 mmHg e, por meio dele foi
possivel coletar amostras de adipécitos com alto grau de viabilidade, comprovada

por testes metabdlicos.

A permanéncia da gordura, como tecido viavel esta intimamente relacionada as
condigbes de revascularizagdo do enxerto gorduroso. A microcirculagdo diminuida,
durante a primeira semana de pos-operatério € a principal responsavel pela
reabsorgcao, pois a isquemia prolongada provoca a necrose e ativa os mecanismos

responsaveis pela apoptose (Nishimura et al, 2000).

Duas teorias foram propostas, procurando explicar a sobrevivéncia do enxerto de
gordura: a teoria da substituicdo do hospedeiro e a teoria da sobrevivéncia celular.
De acordo com a primeira (teoria da substituigdo do hospedeiro), ocorreria rotura das
células enxertadas e liberagdo do conteudo lipidico que seria fagocitado pelos
histiécitos. Estes se transformariam em novos adipécitos em substituicdo aqueles
enxertados, sendo responsaveis pela formagédo do volume na area receptora (Chiu,
Edgerton, 1990). A segunda hipétese (teoria da sobrevivéncia celular) € a mais
aceita atualmente. Por ela, os histiécitos apenas promoveriam a fagocitose dos

lipidios e restos celulares, e n&o se tornariam substitutos do enxerto de gordura. O
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sucesso do enxerto seria dependente do numero de adipdcitos viaveis. Apos a
realizacdo do enxerto, os adipdcitos transplantados sofrem uma isquemia inicial e
podem seguir dois caminhos distintos: ou evoluem para necrose e rotura, ou

sobrevivem, integram-se e voltam a acumular gordura (Billings Jr, May Jr, 1989).

Os pré-adipdcitos apresentam um papel de destaque na compreensdo do processo
de integracdo do enxerto de gordura. Eles tém a capacidade de multiplicagéo e,
guando encontram um ambiente favoravel, podem acumular gordura e diferenciar-se
em adipécitos maduros, fendmenos confirmados por estudos in vitro e in vivo
(Tholpady et al, 2005).

Sabe-se também que existe uma quantidade de reserva de pré-adipdcitos presentes
na fragdo de estroma conjuntivo do tecido adiposo. Assim, quando se realiza o
transplante de tecido adiposo, pré-adipdcitos também s&o transferidos, juntamente

com o estroma conjuntivo (Billings Jr, May Jr, 1989).

A analise histologica da area enxertada nos primeiros dias demonstra a existéncia
de alto indice de rotura dos adipdcitos transplantados, evidenciando que os
adipocitos maduros sao bastante sensiveis a isquemia durante o periodo inicial
(Carpaneda, Ribeiro, 1993).

Este fato induz a pensar que os pré-adipdcitos, talvez mais resistentes a isquemia,
sejam os principais responsaveis pela massa de adipécitos que permanecem por
longo prazo, no local do enxerto. Existem trabalhos na literatura que se baseiam na
presenca e nas peculiaridades do comportamento biolégico dessas células
precursoras especializadas, para explicar o fenbmeno de integracdo da gordura
(Billings Jr, May Jr, 1989).

Diversos trabalhos vém sendo realizados, na tentativa de promover uma melhor
integracdo do tecido adiposo com menor taxa de absor¢cdo e consequentemente

melhores resultados.

Em 1987, a American Society of Plastic and Reconstructive Surgery relatou o seu
consenso sobre o tema, concluindo que somente 30% do tecido adiposo transferido
permaneceria viavel, apdos um ano. Recomendou hipercorrecdo e salientou que

resultados imprevisiveis eram inerentes a este procedimento.
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Nguyen et al (1990) compararam, em coelhos, a sobrevida de transplante livre de
0,5 ml de tecido adiposo, obtido por sucgdo em comparagcdo ao dissecado a céu
aberto. Mostraram que um numero significativo de adipocitos rompeu-se apos a

succgao.

Curi et al (1991) realizaram estudo experimental em 30 ratos, transferindo tecido
adiposo da regiao inguinal para o dorso do animal e observaram uma taxa de
reabsorcao entre 30% e 50% em relagcado ao peso inicialmente transferido, apdés um
periodo de 360 dias. Notaram, também, que os adipdcitos viaveis mantiveram a

estrutura celular preservada.

Marques, em 1993, estudou cinco diferentes formas de transplante livre de tecido
adiposo autologo, em coelhos, e concluiu que o tecido dissecado, colhido por bisturi
e mergulhado em solugédo fisiolégica resultava na maior sobrevida entre as

modalidades estudadas.

Golcman et al, em 1998, estudaram 16 pacientes portadores de atrofia facial,
decorrentes da Sindrome de Romberg e de Lupus Eritematoso Sistémico.
Realizaram enxertos de gordura de pequenos volumes divididos em sessdes e
notaram, através de medidas ultrassonograficas e confirmagao histopatolégica, um
alto indice de viabilidade dos adipdcitos. Observaram que enxertos menores séo
melhor revascularizados, apresentando menor grau de inflamagdo e

consequentemente, melhor integracao.

Baran et al, em 2002, realizaram estudos em coelhos e concluiram que areas com
aumento de vascularizagao, submetidas a enxerto de gordura, apresentavam indices

menores de reabsorgao.

Guerrerosantos, em 2005, relata em um estudo experimental em ratos, uma maior

viabilidade do enxerto de gordura realizado no plano intramuscular.

Kaufman et al, em 2007, publicaram nos EUA um consenso sobre a transferéncia de
tecido adiposo autélogo, ressaltando as técnicas de coleta, preparagdo do tecido,
suas aplicagcdes e a percepgao dos resultados em curto e em longo prazos. O
questionario aplicado aos membros da Sociedade Americana de Cirurgia Plastica foi

respondido por quinhentos e oito profissionais. Os resultados revelaram que 57%
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dos colegas realizavam o enxerto de gordura em pelo menos dez casos anuais,
porém poucos (23%) o utilizaram em 30 ou mais vezes. As técnicas de coleta,
preparagao e injegao do tecido ndo diferiram dos métodos discutidos na literatura
(microcanula, 54 %; centrifugagado, 75 %). Em relagdo aos locais mais comuns de

preenchimento, houve predominio do sulco nasolabial, seguido pelos labios.

Dos médicos que responderam ao questionario, 93% acreditaram haver evidéncia
clinica de alguma sobrevivéncia do enxerto. Os pacientes apresentaram, em curto
prazo, resultados bons ou excelentes, em 84% dos casos, apesar de taxas de

satisfacédo regular em longo prazo (80%) (Kaufman et al, 2007).

Uma das maneiras utilizadas para melhorar a vascularizagdo de um tecido €
submeté-lo a autonomizacédo. Este € o processo que possibilita um maior fluxo
circulatério ao tecido, podendo ser realizado mediante uso de drogas ou por meios

mecanicos (cirurgia) (Ghali et al, 2007).

O mecanismo desse fendbmeno € controverso, embora haja um aumento da
vascularizagdo induzida pela simpatectomia, reorientacdo vascular longitudinal,
dilatacdo dos vasos capilares entre os territérios vasculares, levando a uma melhor

tolerancia dos tecidos a hipdxia (Ghali et al, 2007).

O enxerto de gordura tem algumas das qualidades ideais de um material de
preenchimento, porém os resultados sao técnico-dependentes, variaveis e

imprevisiveis.

Este trabalho foi desenvolvido com o foco de descrever um novo método que
permita a obtencdo de uma maior integragao e viabilidade do enxerto autélogo de

tecido adiposo.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € comparar a integracdo e a viabilidade do enxerto

autdlogo de tecido adiposo autonomizado e ndo-autonomizado, em coelhos.
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3. MATERIAL E METODO

Foram utilizados 21 coelhos da raca Nova Zelandia, machos, com seis meses de

idade e peso meédio de 3,1 kg.

Os procedimentos cirdrgicos € a manutengao pos-operatoria foram realizados na
unidade de técnica e cirurgia experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Santa Casa de Sao Paulo, ap6s aprovagado do comité de ética em experimentacao
animal. O estudo baseou-se em duas formas distintas de transplante de tecido

adiposo autélogo: autonomizado e ndo-autonomizado.

Os animais foram anestesiados através da aplicacdo de Cetamina e Xilasina pela via
intramuscular, na dose de 0,5 ml/kg, sendo complementada conforme a necessidade
durante o ato cirdrgico. Os animais foram mantidos em ventilagdo espontanea
durante o procedimento. A equipe cirurgica foi a mesma para todos os animais

operados.

Apoés a anestesia, realizava-se a tricotomia no dorso dos animais e demarcava-se,
com tinta para pele, um retalho cutaneo de 5cm? com pediculo lateral, na regido

escapular direita (Fig. 1).

FIGURA 1. Demarcagéo do retalho cutaneo de 5cm2, com pediculo lateral, na
regido escapular direita.




MATERIAL E METODO 12

A assepsia foi realizada com PVPI tépico, seguida da incisdo da pele com lamina de

bisturi numero 15, acompanhando a demarcacéo prévia.

A autonomizacgao do tecido adiposo foi feita através da elevagao do retalho cutaneo-
adiposo de pediculo lateral, na regido escapular direita do coelho, separando-a da

bolsa de gordura contralateral (Fig. 2).

FIGURA 2. Autonomizagao do retalho cutaneo-adiposo na regiao escapular direita
do coelho e identificagdo da bolsa de gordura contra lateral (esquerda),
identificada pela seta preta.

Apds a confeccdo do retalho, havia o reposicionamento em seu leito original,
interpondo um fragmento plastico entre as superficies doadora e receptora para
evitar a revascularizacdo do tecido. As suturas eram feitas com fios de

mononailon 4-0 com espagcamento de 1,7 cm entre os pontos (Fig. 3).
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FIGURA 3. Retalho suturado ao seu leito de origem.

Ao final de um periodo de trés semanas de observagdo, os coelhos foram
reoperados, para a realizagdo do transplante do tecido adiposo. Foram utilizadas as

mesmas medicacoes e doses anestésicas do primeiro procedimento.

Utilizou-se, para tanto, uma incisdo na linha médio dorsal de 5cm de extensédo que
coincidia com a margem medial do retalho e possibilitava o acesso as duas bolsas

de gordura (direita e esquerda) (Fig. 4).

FIGURA 4. Incisdo mediana e identificagdo das bolsas de gordura.
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Realizou-se a dissecgéao cirurgica de dois fragmentos de gordura com dimensao de
10mm e peso de 0,8g cada, obtidos das regides escapulares direita e esquerda, em

que as bolsas de gordura eram encontradas (Figs. 5 e 6).

FIGURA 5. Fragmento de gordura dissecado e pesado na balanga de
precisao.

FIGURA 6. Fragmento de tecido adiposo autonomizado e n&o-
autonomizado da regido escapular direita (seta amarela) e esquerda (seta
preta).
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O fragmento de gordura da regido escapular direita corresponde a forma de tecido
adiposo autonomizado; o esquerdo, ao ndo-autonomizado. O procedimento de
transferéncia dos enxertos iniciava-se com a infiltragdo de 10 ml de soro fisiolégico a
0,9% na face convexa das orelhas, criando um plano de descolamento entre a pele
e o pericondrio. ApOs esta etapa, realizava-se a incisdo da pele da orelha e a

dissecgédo de um pequeno tunel, para a colocagao do tecido (Figs. 7, 8 € 9).

FIGURA 7. Dissecg¢ao de um pequeno tunel entre a pele e o pericondrio.

FIGURA 8. Inclusdo do fragmento de gordura na area receptora.
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FIGURA 9. Enxerto de gordura posicionado inteiramente em sua area
receptora.

O enxerto autélogo de tecido adiposo autonomizado foi transplantado para a orelha

direita e o ndo-autonomizado, para a esquerda.

Os animais permaneceram em observagao por um periodo de seis meses, com
oferta livre de alimentos e agua. Ao final deste periodo foram sacrificados com a
utilizacdo de KCL 19,1% endovenoso. Os fragmentos de gordura eram dissecados
de suas orelhas e enviados para estudo anatomopatolégico. A analise macroscépica
foi realizada pela medida do peso do fragmento de gordura, na balanga de preciséao,

comparando-se o peso inicial e final (apos seis meses) para os dois grupos (A e NA).

Por meio de parametros microscopicos, comparou-se a taxa de absorcao do tecido

transplantado, assim como a sua integracao e viabilidade.

O material coletado foi fixado em solu¢gdo de formalina a 10% e processado em
blocos de parafina, que foram submetidos a cortes histolégicos e corados pelo

método de hematoxilina-eosina.
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Para caracterizar as diferencas histolégicas que pudessem contribuir para
determinar diferentes aspectos macroscopicos, nas amostras dos grupos
autonomizados e  nao-autonomizados, consideraram-se trés  critérios:

esteatonecrose, adipécitos viaveis e proliferacéo fibrosa.

Nessa analise foi usada a técnica proposta por Gundersen et al (1988) chamada

“point-counting”, utilizando reticulo de 100 pontos e 50 retas (Fig. 10).

FIGURA 10. Esquema representativo da utilizagdo do reticulo de 100
pontos para contagem celular

Foram examinados 10 campos aleatérios e n&o coincidentes, totalizando 1000
pontos por lamina, ao aumento de 400X, cobrindo uma area de 62500um?. Nao

foram considerados os pontos que nao incidiam sobre areas solidas.

Os valores foram expressos em porcentagem de pontos positivos, do total de pontos

em areas solidas, de acordo com a férmula:

P pontos = (Pi x 100)/ P parénquima
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sendo que P pontos € a porcentagem corrigida de pontos marcados, Pi é o numero
de pontos que incidem sobre a positividade dos itens mensurados e P parénquima é

o total de pontos que incidem sobre a area sélida.

Analise estatistica

Adotou-se o nivel de significancia de 5% (o = 0,050) para a aplicagdo dos testes

estatisticos deste estudo.

Foi utilizado o programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences), em sua
versdao 13.0, para obtencdo dos resultados e aplicou-se o Teste dos Postos

Sinalizados de Wilcoxon.
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4. RESULTADOS

Verificaram-se diferengas estatisticamente significantes entre os dois grupos
analisados (autonomizados e n&o-autonomizados), tanto nos aspectos

macroscopicos quanto nos microscopicos.

Apds o periodo de observagcao de seis meses, a média do peso dos enxertos foi de
1,04g e 0,659 respectivamente para o grupo autonomizado e n&o-autonomizado,

sendo que os dois grupos receberam um fragmento de 0,8g.

A figura 11 mostra os valores relativos aos pesos iniciais e finais para os enxertos

autdlogos de tecido adiposo autonomizados e n&o-autonomizados com p<0,05.

1,2 *
1
0,8 Autonomizado
Peso(g) 0,6 Nao autonomizado
0,4
0,2 * P<0,05
0
Média de peso inicial Média de peso final

FIGURA 11. Comparacdo das médias de peso (gramas) dos enxertos autélogos de tecido adiposo
autonomizados e ndo-autonomizados no inicio, e ao final de seis meses.

Observou-se o predominio do numero de adipdcitos viaveis (789,744/1000) no grupo
autonomizado versus nao-autonomizado (699,097/1000). Esta diferenca foi

estatisticamente significativa, (p< 0,05) e esta representada na figura12.
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1000+
900+ *
NUmero de = Autonomizado
( a’ddiP(;(;it'I(:)soo m Nao autonomizado
média
pontos *P <0,05

Adipocitos viaveis

FIGURA 12. Comparacao das médias de adipdcitos viaveis dos grupos autonomizados e nao-
autonomizados ao final de seis meses.

A figura 13 apresenta os dados referentes as diferencas encontradas nas areas

caracterizadas como necrose entre os grupos autonomizados e ndo-autonomizados.

Houve um maior numero de areas de necrose no enxerto autélogo de tecido adiposo
nao-autonomizado, quando comparado ao autonomizado (147,522/1000 versus
95,594/1000), sendo esta diferencga estatisticamente significativa (p<0,05).

150+

120

Area de necrose g
(média) / 1000
pontos

= Autonomizado

m Nao autonomizado

30+ * P < 0,05

0

Necrose

FIGURA 13. Comparacdo das médias da presenga de necrose dos grupos autonomizados e néao-
autonomizados ao final de seis meses.
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A figura 14 caracteriza o maior grau de fibrose encontrado no enxerto de tecido
adiposo nao-autonomizado, em comparacgao ao autonomizado (109,113/1000 versus

73,393/1000) com diferenga estatisticamente significativa (p<0,05).

Nao autonomizado

Fibrose
Autonomizado

*P<0,05

0 30 60 90 120
Area de fibrose (média) /1000 pontos

FIGURA 14. Comparacdo das médias da presengca de fibrose dos grupos autonomizados e nao-
autonomizados ao final de seis meses.

As figuras 15 e 16 ilustram as diferencas macroscépicas entre enxertos de tecido
adiposo autonomizados e nao-autonomizados, notando-se um maior volume e
comprimento do grupo autonomizado. E possivel caracterizar também, uma area
central de coloragdo acastanhada no tecido n&o-autonomizado (NA) que

corresponde a regiao de necrose (Fig. 15).
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FIGURA 15. Aspecto macroscopico do tecido adiposo autonomizado (A) e
ndo-autonomizado (NA) ao final de 6 meses. A seta amarela aponta para
regido central acastanhada, que corresponde a focos de necrose.

FIGURA 16. Diferencas macroscopicas entre autonomizados (A) e nao-
autonomizados (NA).
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As figuras 17 e 18 evidenciam aspectos microscopicos do enxerto autdlogo de tecido
adiposo autonomizado, observando-se grande numero de adipdcitos viaveis,

pequenas areas de fibrose e necrose.

FIGURA 17. Microscopia do enxerto de tecido adiposo autonomizado,
observando-se grande quantidade de adipdcitos viaveis (seta preta),
entremeados por vasos sanguineos ectasiados e congestos (seta azul).

FIGURA 18. Microscopia do enxerto de tecido adiposo autonomizado, notando-se
agrupamentos de esteatonecrose (seta preta) em meio aos adipdcitos viaveis e
vasos congestos. Ha delgados feixes fibrosos (seta azul) septando os Iébulos
adiposos.
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As figuras 19 e 20 apresentam a diminuicao de adipdcitos viaveis, com predominio
de esteatonecrose e proliferacdo fibrosa nos enxertos de tecido adiposo nao-

autonomizados (NA).

FIGURA 19. Microscopia do enxerto de tecido adiposo ndo-autonomizado,
observando-se a diminuicdo de adipécitos viaveis, com predominio de
esteatonecrose, com areas cisticas (seta preta) e proliferagao fibrosa (seta azul).

FIGURA 20. Microscopia do enxerto de tecido adiposo n&o-autonomizado,
notando-se intensa proliferagéo fibrosa (seta preta).
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5. DISCUSSAO

A utilizacao do transplante livre de tecido adiposo € uma técnica que possui mais de
100 anos de histdria. No entanto, apenas nas ultimas décadas, com a evolucédo da

lipoaspiragao € que o seu uso foi impulsionado.

A pouca utilizagcdo da técnica de enxerto autdlogo de tecido adiposo, em alguns
momentos, sobretudo no passado, deveu-se ao seu alto indice de absor¢cédo e ao
aparecimento de novos materiais aloplasticos ou bioldgicos, como substitutos de

tecidos moles.

O advento da lipoaspiragcéo e seu desenvolvimento, nos ultimos anos, somados a
pesquisa do metabolismo de lipideos e da obesidade deram acentuado impulso a

novos campos da pesquisa clinica e experimental no manuseio do tecido adiposo.

A lipoaspiracao fez renascer o interesse pela lipoenxertia. Nesse procedimento, de
aparente simplicidade, surgiram técnicas distintas de coleta, manuseio, tratamento,

forma e local da enxertia, 0 que determina diferentes indices de reabsorcgao.

Diferentes mecanismos sao responsaveis pela perda de volume dos enxertos livres
de gordura. Alguns adipdcitos sofrem ruptura traumatica e/ou necrose isquémica
durante a captacao e transferéncia do enxerto. Segue-se um processo inflamatério,
resultante da morte celular, que leva a fibrose e a contragdo do enxerto (Hausberger,
1955; Billings Jr, May Jr, 1989).

Um outro mecanismo de reabsorgéo do enxerto de gordura pode ocorrer em virtude
de uma reducdo volumétrica n&o necrética secundaria ao processo de
desdiferenciagdo e/ou deslipidagdo do adipocito. Este conceito € analogo ao
processo de “atrofia adiposa” e esta baseado em evidéncias experimentais (Green,
Kehinde, 1975; Tavassoli, 1982; Sugihara et al,1986; Sugihara et al, 1987; Sugihara
et al, 1989).

Peer, em 1950 definiu conceitos do comportamento bioléogico e um indice de

absorcao de 50% desse transplante livre.
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A escassez de artigos, na literatura, que analisassem o transplante livre de tecido
adiposo autdlogo, sob o foco da quantificagdo dos componentes tissulares da sua
sobrevida, assim como, a auséncia de descricdo do método de enxerto autdlogo,

previamente autonomizado, estimularam o presente estudo.

O coelho, como animal de experimentagcdo, apresentou-se como um modelo de
estudo interessante, em virtude de possuir um volume adequado de tecido adiposo,

localizado em regido de facil acesso (regides escapulares).

Suas orelhas sido areas receptoras favoraveis, por permitirem visualizagdo e
palpagao no seguimento pds-operatoério. Acrescente-se a isto o fato de ser uma area
desprovida de gordura, o que evita confusao na interpretagdo do resultado do tecido

gorduroso transplantado.

Um dos aspectos mais importantes foi a possibilidade de realizar as duas formas de

transplante de tecido adiposo, no mesmo animal.

Esse detalhe eliminou os inconvenientes das variagbes do comportamento tecidual
existente entre os animais, assim como, a variagao de peso entre o inicio e o fim da

pesquisa.

A utilizacdo de ratos — como modelos experimentais para transplante de tecido
adiposo — foi aplicada por muitos autores, no entanto, a quantidade de tecido
disponivel para transferéncia € pequena, dificultando a analise dos resultados
(Marques, 1993).

O uso de fragmentos de tecido adiposo, colhidos por dissecgéo a céu aberto, deveu-
se ao menor trauma sobre os adipdcitos e melhor sobrevida, quando comparado ao

tecido obtido pela lipoaspiragao (Marques, 1993; Pu et al, 2005).

O tamanho do enxerto de gordura utilizado (10mm) baseia-se na melhor
vascularizagdo dos pequenos fragmentos, em comparacdo com os de maiores
dimensbes, proporcionando uma melhor integracdo do tecido adiposo transferido
(Ellenbogen , 1986; Golcman et al, 1998).

Ao escolher o método utilizado para avaliagdo dos resultados, procurou-se fugir de

interpretacdes subjetivas e descrigdes apenas histopatoldgicas.
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Em virtude da diversidade de comportamento do transplante de tecido adiposo,
qualquer método que nao fosse quantificavel de forma segura e constante, seria
passivel de interferéncia de interpretacido pela tendéncia prévia do autor. Critica-se a

avaliacdo em cruzes (0 a 4) pela subjetividade do método.

Nguyen et al (1990), ao estudarem o enxerto de gordura em coelhos, concluiram que
apos nove meses, a maior parte do tecido transplantado era substituido por fibrose.

N&o recomendaram o seu uso como material de preenchimento.

Bartynski et al, em 1990, transplantaram tecido adiposo do dorso para a orelha de
coelhos, obtendo o tecido por sucgdo. Avaliaram seus resultados histopatoldgicos
(presengca de fibrose, inflamagdo, adipdcitos viaveis e neovascularizagao),
graduando-os em cruzes (0 a 4). Observaram, apos 100 dias, a manutencgéo de 20 a
30% do volume global transplantado, além de grande porcentagem de fibrose e

inflamacgao, com poucas ilhas de tecido adiposo viavel.

As criticas que se fazem a esses trabalhos sdo a falta de um critério objetivo na
anadlise dos resultados, uma vez que foram realizadas apenas descricoes

histopatoldgicas.

A andlise histologica das amostras do presente trabalho avaliou elementos
inflamatorios, como fibrose e esteatonecrose, como marcadores das diferencas
macroscopicas e microscopicas observadas entre os dois grupos: autonomizado e

nao-autonomizado.

A inflamagdo € o mecanismo que o organismo utiliza para neutralizar agressoes
exdgenas ou endogenas. Sabe-se que, logo apds o procedimento cirurgico, tem-se
inicio a fase aguda ou exsudativa da inflamag&o, em que as células do hospedeiro
reagem, liberando mediadores quimicos que vao recrutar leucécitos circulantes para

o local da leséo.

Caso o processo nao seja totalmente resolvido, a inflamagao aguda tornar-se-a
crbnica e, além da destruicdo tecidual, nota-se, inclusive, uma proliferagcdo de
elementos conjuntivos. O infiltrado inflamatdrio, nesta fase, é constituido por

linfécitos e macréfagos, ao invés do exsudato de neutréfilos precedente.
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O grupo nao-autonomizado apresentou maior porcentagem de fibrose e
esteatonecrose, em relacdo ao grupo autonomizado e ainda, menor porcentagem de
adipdcitos viaveis, o que evidencia um maior grau de inflamagéo. Foi observado
também, o aumento do numero de vasos sanguineos no grupo autonomizado, em
relacdo ao grupo-controle, ou seja, nao-autonomizado. O procedimento inicial de
autonomizacado € o responsavel pela maior viabilidade e integracdo do enxerto
autdlogo de tecido adiposo autonomizado. Histologicamente, esta melhor integragéo
caracteriza-se por um grau de inflamagao menor, com redugéo das areas de fibrose
e esteatonecrose. Estas observagdes encontram respaldo tedrico no artigo de
revisdo sobre o procedimento de autonomizacado e seus mecanismos fisiolégicos,
publicado por Ghali et al (2007). Os efeitos observados nos tecidos submetidos ao
processo de autonomizacdo podem ser divididos em precoces e tardios. Os
beneficios imediatos sao originarios das alteragbes do tdbnus simpatico, decorrentes

da transeccéao das fibras simpaticas, durante o procedimento cirurgico.

A simpatectomia inibe o efeito da acdo simpatica vasoconstritora nos esfincteres
pré-capilares e nos shunts arteriovenosos, provocando uma vasodilatagdo e um

aumento do fluxo sanguineo na microcirculagao capilar.

Essas mudangas ocorrem paralelamente as alteragcdes metabdlicas, caracterizadas
pelo aumento dos niveis de prostaglandina E; (vasodilatadora) em comparagéao a
prostaglandina Fy, (vasoconstritora), permitindo um maior fluxo sanglineo aos
tecidos autonomizados. Os efeitos tardios sao caracterizados pelo aumento da
densidade de vasos sanguineos no retalho, assim como pelas alteragbes do seu

metabolismo.

A neovascularizagédo ocorre em virtude de dois mecanismos principais: angiogénese
e vasculogénese. A angiogénese € o brotamento de microvasos derivados dos
capilares pré-existentes, enquanto que a vasculogénese refere-se a formagao de

vasos sanguineos, a partir de células progenitoras endoteliais.

Os niveis de citocinas angiogénicas e de fatores de crescimento, tais como os
derivados dos fibroblastos (B FGF) e os endoteliais (VEGF) estdo aumentados nos
tecidos submetidos a autonomizacéo, levando ao aumento do numero e do calibre

dos vasos do retalho, proporcionando melhor tolerancia aos fendbmenos isquémicos.
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Um dado interessante, para ser analisado, diz respeito aos achados macroscépicos.
Observou-se, ao final do periodo de seis meses, um acréscimo do peso do enxerto
autonomizado em relagdo ao que havia inicialmente sido transferido (1,04g versus
0,89). Este dado poderia induzir a conclusdo de que o processo de autonomizagao &
responsavel, nao so pela menor taxa de reabsor¢gao da gordura, como também o de

ser capaz de promover o seu aumento.

A explicagdo mais provavel para este achado deve-se ao fato dos animais terem
ganho, em meédia, 687 gramas de peso, entre o inicio e o fim do periodo de

observagao, o que representa uma hipertrofia dos tecidos dos coelhos.

Em virtude dos enxertos autonomizados apresentarem um maior numero de
adipdcitos viaveis, em relagdo aos nao-autonomizados, observou-se uma maior
hipertrofia do tecido adiposo nesse primeiro grupo, corroborando com os achados

macroscopicos.

Em 1994, Von Heimburg et al, estudaram experimentalmente, em ratos, o
comportamento do transplante livre de tecido adiposo previamente expandido e
chegaram a conclusdo da existéncia de uma menor taxa de absor¢cdo dessa

gordura.

O fendmeno de expansao levou ao aumento da vascularizagao do tecido, além de
transformar a morfologia do adipécito, que passou a apresentar um formato
alongado com nucleo central semelhante a uma célula precursora de adipdcito (pré-
adipdcito) (Von Heimburg et al, 1994).

O pré-adipécito € uma célula de origem mesenquimal, que tem uma maior
resisténcia ao trauma e é capaz de se transformar em adipocito maduro (Von
Heimburg et al, 1994).

Diversos autores estudaram a viabilidade do tecido adiposo e propuseram diferentes

técnicas para alcangar uma melhor integracgao.

Pu et al (2005), em um estudo comparativo sobre a viabilidade do tecido adiposo,
apos lipoaspiracdo convencional e dissecgao do tecido com bisturi, concluiram que a
gordura aspirada mantém a estrutura semelhante ao tecido dissecado, com fungéo

celular reduzida. Isto levaria a uma menor integragao.
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Smith et al (2006) realizaram um trabalho clinico comparando seis diferentes
modalidades de preparagao do tecido adiposo antes de sua transferéncia (1-sem
preparagao, 2-centrifugacdo apenas, 3-lavagem com ringer lactato, 4-lavagem com
soro fisiologico a 0,9%, 5-ringer lactato e centrifugagédo, 6-associacdo de soro
fisiolégico 0,9% com centrifugagdo) e ndo encontraram diferencas estatisticas entre

as amostras.

Outros autores recomendam técnicas de preparag¢ao do tecido, como a lavagem com
solugédo salina e a centrifugagdo, com o objetivo de separar o tecido viavel dos
debris, levando a uma menor resposta inflamatéria e a um menor grau de
reabsorcao (Billings Jr, May Jr, 1989; Nguyen et al, 1990; Carpaneda, Ribeiro, 1993;
Coleman, 2006).

Em 2005, Karacaoglu et al realizaram um estudo experimental para determinar a
influéncia da area receptora na viabilidade do enxerto de gordura e concluiram haver
uma melhor integragdo do enxerto, quando realizado no plano supramuscular,

seguido do subcutaneo e do submuscular.

Um método que vem sendo descrito na literatura com resultados satisfatérios € o da
técnica de cultura de células, com a utilizacdo de fatores de crescimento, que
interferem na replicacdo e sobrevivéncia dos pré-adipécitos. Em 2002, Huss e Kratz
demonstraram uma maior viabilidade do tecido, apds aplicagcao da técnica de cultura
de células, em comparagcdo com as manobras clinicas mais usuais, tais como a

lavagem e a centrifugacgéo.

Rieck, Schlaak (2003), estudaram, em ratos, a transferéncia de células precursoras
de adipdcitos, obtidas a partir da digestdo enzimatica da gordura pela colagenase
tipo Il. Realizaram a separacdo, mediante repetidas centrifugagdes, incubagdo com
PKH26 (marcador fluorescente de superficie ndo toxico) e transferiram o material

obtido para o animal.

Observaram, no seguimento de seis meses, por meio da utilizagdo do microscépio

confocal que esses pré-adipocitos se transformavam em adipdcitos maduros.

O futuro do enxerto autélogo de gordura estara pautado pelas pesquisas que

envolvem as células tronco (“Stem-cells”), especificamente as células adiposas
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estromais que se encontram no tecido adiposo maduro. Essas células precursoras
sao mais resilientes, tornando-se resistentes ao trauma e a isquemia, quando
comparada ao adipécito maduro. Além disso, tém a capacidade de se diferenciar. O
desenvolvimento de tecnologia para expansdo de clones celulares, a partir das
células adiposas estromais, proverao material de preenchimento para pacientes que
nao dispdem de tecido adiposo suficiente. Outras linhas de pesquisa envolvem o uso
de fatores de crescimento, adicionados aos adipécitos maduros, manipulagao

hormonal e transplante de pré-adipdcitos.

Essas técnicas de culturas celulares e engenharia de tecidos ainda necessitam de
comprovacao e aperfeicoamento cientifico, para que tenham aplicabilidade nos

seres humanos (Entenmann, Hauner, 1996).

Nao foi encontrado nenhum trabalho na literatura que propusesse a autonomizacao
de um retalho e sua posterior transferéncia como enxerto, como forma de garantir

um maior aporte vascular e dessa forma, uma melhor integracao do tecido.

Essa técnica mostrou-se viavel, tem baixo custo operacional e &€ baseada em
procedimentos consagrados pela literatura, como forma de aumentar a
vascularizagdo de um tecido (autonomizagéo). O seu uso clinico podera ocorrer na
forma de pequenas incisdes, com ligadura de pediculos vasculares ou pelo uso de

meios quimicos (autonomizagao), previamente ao transplante do tecido adiposo.

Os resultados obtidos em modelo experimental servem de estimulo para realizagao
de pesquisa em seres humanos. Desta forma, podera ser comprovada a viabilidade

e factibilidade dessa técnica cirurgica.
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6. CONCLUSAO

A autonomizacéao do tecido adiposo e sua transferéncia como enxerto autélogo, em
coelhos, é capaz de promover uma menor taxa de absor¢cdo e maior integracdo do

tecido transplantado.
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7. ANEXOS

1. Comparacao entre Autonomizado e Nao-autonomizado, no inicio e ao final dos

seis meses, para a variavel peso.

Par de Variaveis

n Média de peso em gramas Desvio-padrdo Minimo Maximo Significancia (p)

enx_nauto_inic

210,80

0,00

0,80

0,80

— >0,999
enx_auto_inic 210,80 0,00 0,80 0,80
enx_nauto_.fm 210,65 0,38 020 1,80 <0,001
enx_auto_fin 211,04 0,59 030 290

2. Comparacdo entre Autonomizado e N&o-autonomizado, para as variaveis
Adipécitos, Necrose e Fibrose

Adipdcitos:

Par de Variaveis n Média (adipdcitos) Desvio-padrdo Minimo Méaximo Significancia (p)
adip_nauto_c01 21 71,017 30,709 0,000 100,000 0931
adip_auto_c01 21 71,713 28,462 12,121 100,000
adip_nauto_c02 21 63,900 30,691 8,621 98,980 0,007
adip_auto_c02 21 78,208 21,265 29,787 98,958
adip_nauto_c03 21 69,980 28,911 0,000 100,000 0033
adip_auto_c03 21 79,364 28,666 7,447 100,000
adip_nauto_c04 21 79,339 22,544 16,304 100,000 0.664
adip_auto_c04 21 77,716 25,213 13,514 98,901
adip_nauto_c05 21 73,552 19,800 18,889 100,000 0027
adip_auto_c05 21 84,291 17,772 20,339 98,780
adip_nauto_c06 21 72,939 25,612 7,813 97,590 0.230
adip_auto_c06 21 80,548 15,079 32,895 100,000
adip_nauto_c07 21 76,069 23,156 28,378 100,000
adip_auto_c07 21 85,863 12,398 59,494 100,000
adip_nauto_c08 21 66,982 28,420 7,042 100,000 0014
adip_auto_c08 21 81,176 17,841 31,000 97,826
adip_nauto_c09 21 67,996 25,460 12,308 100,000 0,244
adip_auto_c09 21 75,603 26,536 14,035 100,000
adip_nauto_c10 21 57,322 33,673 1,887 98,889
adip_auto_c10 21 75,261 19,029 33,333 100,000
adip_nauto_soma 21 699,097 208,931 240,743 970,406 <0001
adip_auto_soma 21 789,744 162,924 405,980 973,473




ANEXOS

Necrose:

Par de Variaveis n Média (necrose) Desvio-padrdo Minimo Maximo Significancia (p)

necr_nauto_c01 21 20,194 26,869 0,000 94,118 0126
necr_auto_c01 21 13,603 15,279 0,000 48,049
necr_nauto_c02 21 18,271 18,666 0,000 61,778 0013
necr_auto_c02 21 10,809 11,854 0,000 38,224
necr_nauto_c03 21 16,683 22,165 0,000 76,260 0,062
necr_auto_c03 21 11,016 19,541 0,000 63,528
necr_nauto_c04 21 8,482 12,672 0,000 53,588 0314
necr_auto_c04 21 10,901 13,933 0,000 45413
necr_nauto_c05 21 10,230 10,854 0,000 46,796 0028
necr_auto c05 21 5,250 4,633 0,000 18,724
necr_nauto_c06 21 12,947 16,329 1,008 58,372 0019
necr_auto_c06 21 6,558 6,816 0,000 28,607
necr_nauto_c07 21 7,369 7,011 0,000 21,024 0.355
necr_auto_c07 21 5781 5,945 0,000 16,819
necr_nauto_c08 21 17,430 20,820 0,000 62,391 0.085
necr_auto_c08 21 9,892 12,675 0,000 51,000
necr_nauto_c09 21 15,040 14,303 0,000 44,728 0279
necr_auto c09 21 11,745 15,722 0,000 57,771
necr_nauto_c10 21 20,876 24,948 0,000 80,961 0033
necr_auto_c10 21 10,038 9,059 0,000 26,038
necr_nauto_soma 21 147522 137,255 5082 426,686

<(0,001
necr_auto_soma 21 95,594 74,032 4,002 239,522




ANEXOS

Fibrose:

Par de Variaveis n Média (fibrose) Desvio-padrdo  Minimo Maximo Significancia (p)

fibr_nauto_c01 21 7,222 7,429 0,000 29,617 0357
fibr _auto_c01 21 9,872 10,306 0,000 31,042
fibr _nauto_c02 21 13,820 12,221 0,000 41,123 0.003
fibr_auto_c02 21 5,646 5,048 0,000 17,178
fibr _nauto_c03 21 10,520 9,847 0,000 39,481 0073
fibr _auto_c03 21 7418 9,511 0,000 27,558
fibr _nauto_c04 21 8,700 7,777 0,000 27,866 0.279
fibr _auto_c04 21 6,012 7,014 0,000 28,905
fibr_nauto_c05 21 11,529 8,787 0,000 31,353 0,042
fibr _auto_c05 21 6,851 10,691 0,000 49,536
fibr _nauto_c06 21 9,803 9,613 0,000 42,745 0.498
fibr _auto_c06 21 9,664 7,280 0,000 30,508
fibr _nauto_c07 21 10,916 14,877 0,000 63,720 0192
fibr _auto_c07 21 6,186 6,524 0,000 22,699
fibr _nauto_c08 21 11,391 9,144 0,000 34,440 0011
fibr _auto_c08 21 5,985 5,303 0,000 18,000
fibr _nauto_c09 21 10,352 9,579 0,000 33,681 0218
fibr _auto_c09 21 7,248 6,062 0,000 20,782
fibr _nauto_c10 21 14,862 11,865 1,001 37,596 0.002
fibr _auto_c10 21 8,512 7,270 0,000 29,769
fibr _nauto_soma 21 109,113 67,109 16,504 284,373

fibr_auto_soma 21 73,393 52,298 8,038 204,533
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RESUMO

Integracao e viabilidade do enxerto autélogo de tecido adiposo autonomizado
e nao-autonomizado. Modelo experimental em coelhos. Murillo Francisco Pires
Fraga. Dissertagdo de Mestrado. Sdo Paulo, 2007.

O transplante livre de tecido adiposo passou por diversas fases de interesse, ao
longo de mais de 100 anos de histéria, tendo, nesse periodo sofrido ciclos de uso e
desuso. O objetivo deste trabalho é comparar a integracao e a viabilidade do enxerto
autdlogo de tecido adiposo autonomizado e nao-autonomizado, em coelhos. N&o
foram encontrados relatos semelhantes na literatura, fato este, que motivou a
realizagcao do presente estudo. Foram utilizados 21 coelhos da raca Nova Zelandia,
machos, com 6 meses de idade e peso médio de 3,1 kg. O estudo foi baseado em
duas modalidades diferentes de transplante de tecido adiposo autdlogo
(autonomizado e nao-autonomizado). Com a finalidade de caracterizar as diferencas
histolégicas que pudessem contribuir para determinar diferentes aspectos
macroscopicos nas amostras dos grupos autonomizado e nao-autonomizado, foram
considerados trés critérios anatomopatologicos: esteatonecrose, adipécitos viaveis e
proliferacao fibrosa. Nessa analise, foi aplicada a técnica chamada “point-counting”,
utilizando reticulo de 100 pontos e 50 retas. Verificaram-se diferencgas
estatisticamente significantes, entre os dois grupos analisados (autonomizados e
nao-autonomizados), tanto nos aspectos macroscopicos (peso dos enxertos), quanto
nos microscopicos (adipdcitos viaveis, fibrose e esteatonecrose) apés o periodo de 6
meses (p< 0,05). A autonomizagédo do tecido adiposo e sua transferéncia como
enxerto autdlogo, em coelhos, mostrou-se capaz de promover uma menor taxa de
absorg¢ao e maior integracéo do tecido transplantado.

Unitermos: Transplante autélogo; Tecido adiposo; Animais; Sobrevivéncia celular.
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ABSTRACT

Integration and viability of autologous fat tissue grafts autonomised and non-
autonomised. Experimental model in rabbits. Murillo Francisco Pires Fraga.
Masters dissertation. Sdo Paulo, 2007.

The free transplant of fatty tissue has gone through several phases of interest over
the last 100 years of medical history, having undergone cycles of use and disuse. In
the present study we aimed to create, through a delaying process, an improvement of
the integration and lower resorption rates of autologous fat grafts.

Similar research was not found in the literature, which was the motivating factor for
the undertaking of the present study.

Twenty-one male rabbits of the New Zealand race were used. The study was
constituted of two different modalities of autologous fatty tissue transplants
(Autonomized vs. Non-autonomized). In order to characterize the histological
differences that could contribute to determine the different macroscopic aspects in
the samples of the autonomized and non-autonomized groups, three anatomic-
pathological criteria were considered: steatonecrosis, viable adipocytes, and fibrous
proliferation. For this analysis, the “point-counting” technique was used, with a
reticulum of 100 points and 50 lines.

Statistically significant differences were found between the autonomized (A) and
non-autonomized (NA) groups in both the macroscopic (graft weight) and
microscopic aspects (steatonecrosis, viable adipocytes, and fibrous proliferation)
after the six months study period (p<0.05).

Autonomization of the fatty tissue and its transfer as an autologous implant, in
rabbits, is capable of promoting lower rates of resorption and greater integration of
the transplanted tissue.

Key Terms: Transplantation, Autologous; Adipose tissue; Animals; Cell survival.
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