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RESUMO

A pesquisa consistiu em analisar o transplante livie de tecido adiposo autologo, em coelhos, obtido por 5
diferentes modalidades de colbeita ¢ preparo, a saber: aspirado, corte, dissecado, tratado e lavado. Nas duas
primetras modalidades, o tecido adiposo autologo for colhido por succdo. O aspirado (A) foi collndo com
canula de orificios de bordas rombas ¢ o corte (C), de bovdas afiadas. As trés demais modalidades de tecido
adiposo foram obtidas por dissecgao a céu aberto e fragmentagao com tesoura delicada. O tecido assim collido,
fragmentado ¢ injetado chamou-se dissecado (D). O tratado (T) vecebeu adigao de 2ml de meio de cultura
de celulas 199 com sais de Earle. O lavado (L) foi submetido a lavagem com Ringer-lactato. As areas
doadoras do tecido adiposo foram as bolsas subcutaneas intevescapulares. As ovelhas dos coelhos foram as
receptoras. Os animais foram sacrificados com 7 dias (9 animais), 180 (8 animais) e 360 dias (8 animais).
Todas as arveas de transplante foram seccionadas transversalmente a cada 1 cm. A superficie de secedo foi
medida em sistema integrado para andlise de imagem e calculo do volume. Os cortes histopatologicos foram
quantificadas em: adipocitos, estroma, vegioes cisticas ¢ inflamagdo. O volume percentual de adipocitos
remanescentes nas 5 modalidades revelow aos 360 dias: Aspirado - 13,9%; Corte - 34,0%; Dissecado -
45,2%; Tratado - 27,0%; Lavado - 16,4%, com p = 0,003.
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INTRODUCAO

A lipoaspiragao fez renascer o interesse pelo enxerto
de tecido adiposo autdlogo (12), seguindo-se de
opimioes controvertidas.

A enxertia, com aparente simplicidade de transferéncia,
apresenta variagoes de: téenicas de colheita, manuseio,
tratamento, forma de injetar, tecido receptor, indice
de absorgao, etc.

Ha grande dificuldade em estudos clinicos para se
comparar resultados atraves das fotogratias de pré e
pos-operatorio (7). Os estudos experimentais, por sua
vez, analisam transplantes de pequenos volumes de
tecido adiposo, ao redor de 1 ml (5, 6, 10, 15, 19),
tornando dificil a avaliagio quantitativa de sobrevida.
Ou ainda, quamiﬁcam achados microscopicos de
enxertos em cruzes, dando julgamnto subjetivo as
respostas teciduais (4).

A heterogeneidade de resultados das publicagoes sobre
este tema estimulou o desenvolvimento deste trabalho,
para clucidar de forma quantitativa a sobrevida de
enxertia do tecido adiposo, com diferentes métodos
de colheita ¢ tratamento.

MATERIAL E METODO

Foram operados 25 coclhos, machos, da raga Nova
Zelandia Branca, com 6 meses de idade ¢ peso medio
de 4.6 ke,

“

O tecido adiposo foi colhido do tecido celular
subcutineo das regioes escapulares, no dorso do
coelho. Por randomizagio, um dos lados serviu para
liposucgao ¢ o outro para dissecgao.

O estudo compreendeu 5 modalidades de enxertia do
tecido adiposo autologo. Nas duas primeiras, o tecido
foi obtido por suc¢io, sendo que a canula de
lipoaspiracao com orificio de borda romba deu origem
a0 tecido da modalidade A (aspirado). A modalidade
C (corte) tor obtida por canula de bordas cortantes.

Nas trés outras modalidades o tecido adiposo foi
colhido por dissecgao a céu aberto, com bisturi frio.

Em ambas as formas de sucgdo, as cinulas
apresentavam diametro inteiro de 5 mm, bem como a
agulha usada para injegao do transplante. A sucgao
foi produzida por motor de um cavalo de for¢a. O
tecido adiposo, extraido pela canula, ficava coletado
em seringa plastica e desta era, a seguir, injetado para

a regiao receptora sem qualquer tipo de manipulagao
Ou tratamento.

O tecido adiposo colhido por dissecgio toi
fragmentado com tesoura em espécimes de
aproximadamente 4 mm. O tecido fragmentado serviu
para as modalidades dissecado (D), tratado (T) e lavado
(L). O tratado (T) recebeu esta definicao por serem
adicionados 2 ml de meio de cultura de células 199
com sais de Earle. O lavado (1) foi submetido a
lavagem com Ringer-lactato corrente em peneira.

As areas receptoras dos enxertos foram as faces
convexas das orelhas dos coelhos. Foram injetados 5
ml de tecido adiposo a cada uma das 5 modalidades.
O tecido adiposo toi injetado, produzindo um cilindro
a0 longo do percurso da agulha. A pressao digital para
inje¢ao nao oferecia qualquer resisténcia. Niao se
empregaram antibioticos.

Foram sacrnificados 9 coelhos no 7 dia, 8 no 1802 dia
¢ outros 8 coelhos no 360° dia.

Os 5 cilindros de tecido foram colhidos das orelhas
de todos os animais. Cada cilindro recebeu secgoes
transversais, com distancia constante de 1 centimetro
(Fig. 1). As pegas foram fixadas em formol tamponado
10%,. ph 7.4, incluidas em parafina ¢ coradas por
hematoxilina-cosina.

Indice Morfométrico de Adipdocitos, Estroma,
Regioes Cisticas ¢ Inflamagao

O tecido adiposo de 4 animais foi avaliado em todos
0s cortes microscopicos ¢ em cada periodo de
observagdo. Quantificou-se o teor de adipocitos,
estroma, regiocs cisticas ¢ inflamagao.

Estes indices foram obtidos através do sistema de
contagem de pontos, com ocular reticulada, em
aumento de 100 vezes. O numero médio de pontos
contados por cilindro toi de 3503. Cada cilindro
teve a soma absoluta dos seus pontos transtormada
em porcentagem de adipocitos, estroma, regioes
cisticas ¢ inflamagao, aos 7, 180 e 360 dias.

Quatro espécimes de tecido adiposo enxertado,
obtidos do dorso de diferentes animais, foram
processados em cortes histologicos e submetidos a
contagem de pontos com ocular reticulada, para se
obter os indices de adipocitos e estroma do tecido
original.
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Calculo do Volume de Tecido Adiposo
Enxertado Sobrevivente aos 7, 180 e 360 Dias

Todas as areas de sec¢ao dos enxertos, nos diferentes
niveis, foram quantificadas em drea total em todos
os animais dos 3 periodos de observagio, com o
auxilio de software analisador de imagem JAVA/
Jandel Video Systems Inc. Este conjunto integrou
computador a monitor de imagens ¢ microscopio
optico, em aumento de 25 vezes. Foram
computadas 776 dreas de secgdo transversa.

O volume final de cada cilindro for calculado
segundo a formula:

Integral: V= d.Z(a1).k; onde:

V - volume (mm?); D - distancias entre as secgoes
(mm); ¢ (a1) - somatoria das areas (mm?); k -
constante para o indice de retragio dos tecidos.

Determinagao da Constante da Retragao dos
Tecidos (k)

Dezesseis espécimes de orelhas de coelhos tiveram
a superficie da secgdo transversa avaliada a fresco.
A supertficie de sec¢ao toi carimbada em papel de
filtro, demarcando-a. Esta superficie a tresco foi
mensurada no analisador de imagens.

A somatoria das areas a fresco dividida pela
somatoria destas superficies processadas em laminas
de miocroscopia optica determinou o indice de
retragao destes tecidos.

Calculo do Volume Percentual de Adipocitos
Sobreviventes aos 360 Dias

O calculo final da sobrevida exclusiva de adipocitos
seguiu a formula:

Volume Volume de recido
|1L‘5'L‘Cl1rll.li de adiposo remanescente

Teor de adipocitos no
enxerto (reniculado)

adipacitos
remanescentes

Volume inicial de
IL‘L'i\lt) Jtli}h IS0 5“ g

alindro (5 ml)

Teor de adipocitos no
tecido nio enxertado
(reniculado)

Os dados referentes ao volume de tecido
sobrevivente ¢ os teores de adipocitos, estroma,
regioes cisticas ¢ inflamagao, obtidos no reticulado,
foram submetidos a avaliagio estatistica pelo teste
de Friedman, onde p<0,1.

RESULTADOS

As orelhas de todos os coelhos desenvolveram evidente
hiperemia ¢ edema, iniciados ao redor do 3¢ dia que
cvoluiu espontaneamente na 2* semana, sem qualquer
infecgao.

A observagao clinica revelou nitida diminuigao irregu-
lar de volume em todos os coelhos nas 5 modalidades
de estudo, aos 180 ¢ 360 dias (Fig. 2).

O tecido adiposo foi de facil identificagio
macroscopica nas secgoes transversas dos cilindros, por
diferencial de cor e presenga de ténue tecido cicatri-
cial circunscrevendo a area.

MICROSCOPIA
Analise Descritiva

O tecido adiposo transplantado apresentou grande
diversidade de comportamento, nio so entre os
animais ¢ modalidades, como no mesmo cilindro.

7t Dia

A analise microscopica descritiva ndo permitiu
diferenciagdo entre as 5 modalidades de estudo de
enxertia do recido adiposo, excecio feita quanto a
inflamagao mais evidente nas modalidades obtidas
por suc¢ao. A avaliagio microscopica no 7¢ dia
mostrou formagio de tecido conjuntivo cicatricial
circundando o enxerto.

Nesse periodo, o processo inflamatorio retratado
por um exacerbado infiltrado linfo-plasmocitario,
ocorreu da periferia para o centro. O enxerto revelou
nitido halo basofilico entremeando os adipocitos,
correspondendo a um acumulo de células
inflamatorias (Figs. 3 ¢ 4).

O centro da area transplantada exibiu grande
quantidade de adipdcitos com arquitetura celular
aparentemente preservada, sem sinais de penetragao
inflamatoria ou vascular.

180F Dia

Nas 5 modalidades o tecido adiposo enxertado foi
de facil identificagao por ter ténue tecido conjuntivo
organizado na sua periferia. Houve grande
quantidade de células adiposas com membranas
integras ¢ persisténcia marcante de células da
inflamagao. Estas foram representadas por
macrofagos e células gigantes, portadores de grandes
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vacuolos ]ipidicos.

Estroma reparacional esteve presente em
praticamente todos os cortes, por vezes
interceptando grupamentos de células inflamatorias
¢ cistos lipidicos. O tecido conjuntivo fibroso
reparacional foi mais freqiiente na regiao central do
tecido transplantado. Nesta fase, nas 5 modalidades,
areas de calcificagao foram visualizadas em poucos

cortes (Fig. 5).
3000 DIA

Na maior parte dos cortes encontrou-se tecido
enxertado, com predominio de adipocitos, cuja
arquitetura celular manteve-se preservada.

As cclulas da inflamagdo, principalmente
macrofagos ¢ cclulas gigantes, o estroma central
organizado ¢ os cistos descritos aos 180 dias, aqui
estavam presentes de maneira atenuada (Fig. 6, 7).

Indice Morfométrico de Adipécitos, Estroma,
Regioes Cisticas e Inflamagao.

Observou-se, nas 3 fases de avaliagao, diversidade
de comportamento entre as 5 modalidades de
enxerto do tecido adiposo.

7¢ Dia (Tabela 1)

O pcrccntual de adipocitos; em D, T ¢ L, foi
proximo de 40%. O aspirado teve 23,3% de
adipocitos e o corte 32,2%. As regioes cisticas
estiveram presentes nas 5 modalidades em indice
semelhante (de 30,7% a 36,7%). A inflamagao foi
mais intensa no aspirado (31,7%) ¢ corte (25,5%).
As modalidades D, T ¢ L, tiveram indices de
inflamagao ao redor de 17,5%.

180" Dia (Tabela IT)

O teor de adipocitos oscilou de 43,7 a 67,6% entre
as modalidades, sendo que o menor valor foi obrido
no corte ¢ 0 maior, no tratado. Em A e C, as regioes
cisticas ocuparam indices semelhantes, proximos a
18%. A inflamagao foi mais exuberante no aspirado
(13, 1%) ¢ corte (10, 8% ). Os teores da inflamagao
de T e D foram 2,1% ¢ 3, 7%.

360" Dia (Tabela 111)

Nas 5 modalidades, a contagem de adipocitos no
reticulado variou de 66,7% a 83.8%,. valores
considerados estatisticamente semelhantes.

O lavado apresentou a menor contagem de
adipocitos, alta porcentagem de estroma (26,0%)
¢, ainda, a malor porcentagem em regioes cisticas
(6,2%), com diferenga estatisticamente significativa
em relagio as demais modalidades de estudo.

O dissecado teve 0,1% de regioes cisticas, o menor
teor aos 360 dias. Teores tambeém baixos toram
registrados no aspirado (1,9%), no corte (1,5%) ¢
no tratado (1,1%

Um baixo teor de inflamagao for notado em todas
as modalidades aos 360 dias. O aspirado apresentou
o maior indice de inflamagiao ( 1,8%), ficando as
demais modalidades ao redor de 1% (Tabela I11).

A morfometria do tecido adiposo nao enxertado
revelou o teor médio de adipocitos de 83,0% ¢ o
de estroma de 17,0%.

A constante de retracao dos tecidos (K) de orelhas
desde sua colheita a fresco até o processamento em
cortes histopatologicos foi de 2, 29.

Volume de Tecido Adiposo Remanescente
(Tabela 1V)

7 Dia - As médias percentuais de volume foram
estatisticamente semelhantes entre as modahdades.

180" Dra - Aspirado ¢ lavado mc 1.str;1ram 0s Menores

nivels de sobrevivéencia (23,3 e 22, 4%). Corte ¢

dissecado foram os niveis mais preservados, com

volumes semelhantes, respectivamente, de 65,1%
e 63.8%. Tratado teve 34.5% de sobrevida,

360" Dia - Aspivado e lavado mostraram as mais baixas
sobrevivencias (16,3% ¢ 20,4%). O maior volume

médio remanescentede tecido adiposo enxertado foi

o do dissecado, com 45.4%.

Volume Percentual de Adipocitos
Remanescentes (Tabela V)

O cilculo do volume percentual médio de adipocitos
remanescentes mostrou que, em C ¢ D, o volume
de adipocitos detectado aos 7 dias continuava
presente aos 180 ¢ 360 dias.

As modalidades A, T ¢ L apresentaram significativa
reducio de volume de adipocitos entre 7 ¢ 360 dias.

O maior volume remanescente de adipocitos, aos
360 dias, toi o dissecado (45,2%), seguido pelo corte
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(34.6%), tratado (27,0%) ¢ lavado. A menor
sobrevivéncia de adipocitos tor no aspirado, com
13,9%.

DISCUSSAO

O transplante de tecido adiposo carece de estudos
experimentais ¢ de mudangas na sua metodologia de
obten¢do e tratamento. O seu arual descrédito
provavelmente jd ndo serd revertido por observagoes
clinicas.

A falta de artigos na literatura que analisassem o
transplante livre de tecido adiposo autologo, sob o
prisma da quantificagdo dos componentes tissulares
da sua sobrevida, estimulou a presente pesquisa.

A variagao de resultados histopatologicos encontrados
entre os cortes de um mesmo cilindro, na presente
pesquisa, mostrou o quanto biopsias isoladas podem
ser falhas. Esta variagio foi ainda intensa dentro de
um mesmo corte histopatologico. Este fato motivou
a metodologia do presente trabalho a empregar
avaliagdo quantitativa por contagem de pontos.

Os achados histopatologicos incluiram a degeragao
de adipocitos, formagao de cstos e vacuolos, ténue
desenvolvimento de tecido conjuntivo capsular e
infiltragao inflamatoria. Estes itens sao concordes com
os autores que estudaram o comportamento biologico
dos transplantes de tecido adiposo' 1013 1o e ds),

A observagao microscopica, aos 180 e 360 dias,
detonou que a subsrirui¢ao de adipocitos do
transplante por tecido intflamatorio-reparacional
ocorreu no centro do cilindro, como descrito por
GURNEY " ¢ ROSSATTI 7.

A evolugio do tecido adiposo aspirado mostra que
esta modalidade manteve os mais altos niveis de
inflamagao aos 180 ¢ 360 dias, respectivamente, de
13,1 ¢ 1,8%. O volume global remanescente do tecido
adiposo aspirado foi o mais baixo, 16,3%, aos 360
dias.

Estes valores retratam o trauma que a lipoaspiragio
causa sobre o tecido quando da sucgao com canula de
borda romba.

O tratado apresentou indices semelhantes aos do (D)
no reticulo, na contagem de adipocitos, estroma ¢
inflamagao, aos 7 dias.

No entanto, o volume final do tecido remanescente

da modalidade tratado foir de 31, 4%,
significativamente inferior aos 45, 4% do (D).

A tentativa de melhorar a sobrevida de adipocitos,
atraves da adi¢ao de meio de cultura, redundou em
prejuizo do transplante, provavelmente por dificultar
a adesao do mesmo aos tecidos receptores.

O volume liquido de adipocitos nas modalidades corte
¢ (D) tor mantido constante nas 3 fases de obsevagao.
Este achado sugere que a lesao de adipocitos deve ter
ocorrido predominantemente na colheita ou nos
primeiros dias de transplantagao.

O mesmo ndo ocorreu nas modalidades aspirado,
tratado ¢ lavado. No aspirado, aos 7 dias o volume
liquido de adipocitos foi de 20,4%, sendo reduzido
para 13,9% aos 360 dias. No tratado a queda foi de
40,1% aos 7 dias para 27% aos 360 dias. No lavado, a
redugao foi de 38,6% para 16,4%.

A acentuada queda de adipocitos no lavado faz supor

que o ato de lavar com Ringer-lactato ndo s6 nao
promoveu eficiente remogio de lipidio extracelular,
pois ndo diminuiu a inflamagao em relagio ao (D) e
tratado, como também deve ter propiciado elevado
indice de pequenas rupturas nas membranas dos
adipacitos. Esta suspeita ¢ fortalecida por ser o lavado
a modalidade que mais tormou regioes cisticas aos
360 dias.

Estes resultados se contrapoem aos autores que
insistem no valor de lavagens exaustivas do tecido
adiposo > %% 112 e § sugestao da American Society
of Plastic and Reconstructive Surgery'! que
recomendou lavagem com solugio de Ringer.

O alto indice de adipocitos no reticulado nas 5
modalidades aos 360 dias, variando de 66,7% a
83.,8%, da indicios de que o transplante, nesta fase,
apresentou bom nivel de estabilidade, principalmente
se¢ comparado aos 83% de adipocitos encontrados no
tecido adiposo nao transplantado. D4 para supor que
as areas ocupadas por inflamagio ¢ regioes cisticas
deverio evoluir por substituigao de tecido conjuntivo
fibroso, a semelhanga do estroma (17%) do tecido
original.

Quanto ao tecido transplantado, pode-se deduzir sua
viabilidade ao longo da experimentagio pelo tipo de
resposta tecidual do hospedeiro, mesmo que a
microscopia Optica nao possa de forma direta afirmar
aintegridade do adipocito. Aos 7 dias, o tecido lesado
suscita acentuada inflamagio. Em periodos longos de
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observagio (180 ¢ 360 dias), o adipocito lesado jd foi
substituido por tecido conjuntivo. Nessas fases, 0s
escassos restos celulares foram fagocitados, facilitando
a dedugao de que os adipdcitos remanescentes devem
ser viavels.

Na modalidade corte, a coeréncia dos baixos teores de
inflamagio ¢ estroma ¢ o alto teor de adipdcitos do
reticulado, aos 360 dias, somada a manutengio do
volume liquido de adipocitos dos 7 aos 360 dias, taz
deduzir que a lesio de adipdcitos ocorreu
predominantemente no momento do trauma da
colheira.

Entretanto a modalidade (D), que teve o menor
trauma possivel na colheita, apresentou uma sobrevida
de apenas 45%. Como no momento de sua
fragmentagao, o tecido adiposo foi imerso em solugao

dita “fisiologica”, esta solugio torna-se suspeita.

A solugdo salina recebeu a designagio de fisiologica
por ser 1sotonica a hemacia. Tendo sido criada
originalmente para fins de infusio endovenosa. Nio
necessariamente essa isotonicidade se aplica ao
adipocito.

Fica a divida “o que seria uma solugio fisiologica para
o adipocito?”

E bem sabido que em laboratorios, quando se quer
lesar c€lulas em culrura, faz-se adigao de dgua destilada,
promovendo a sua rapida entrada na célula por
diferenga de pressao osmotica ¢ a imediata ruptura da
membrana celular.

A atuagdo sancadora das c¢lulas inflamatorias produz
a liberagao de radicais livres, a partir das membranas
celulares lesadas. A presenga de processo inflamatorio,
a nivel de paniculite, produz absor¢ao de tecido
adiposo local, independente de ser ou nao tecido
transplantado.

A associagdo destes fatos faz supor que o transplante
de tecido adiposo possa ser menos absorvido se for
promovida a neutralizagio dos radicais livres.

A presente pesquisa deixa mais esta divida a ser
esclarecida no futuro.

CONCLUSOES

A presente pesquisa de 5 diferentes modalidades de
transplante livre de tecido adiposo autdlogo, em
coelhos, pode concluir :

. Oteado aspirado por canula de orificio com
borda romba suscitou o maitor reor de
inflamagao e evoluiu com a menor sobrevida.

2. O tecido obudo por aspiragio, com canula
de orificio com corte, resultou na segunda
maior sobrevida com diferen¢a importante
do aspirado.

98]

A adi¢ao de meio de cultura 199 com sais de
Earle ao tecido colhido por dissecgao a
bisturi-tratado nao beneficiou a sobrevida de
adipocitos.

4. O aro de lavar o tecido dissecado com
Ringer-lactato, produziu lesao de adipocitos,
elevada formagao de cistos e baixa sobrevida
do transplante adiposo lavado.

5. O teado dissecado, colhido por bisturi ¢
mergulhado em solugao salina fisioldgica
resultou na maior sobrevida entre as
modalidades de estudo.
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