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® RESUMO

Introduc¢ao: Com o objetivo de obter lipoenxerto autégeno
e injetivel de tecido ressecado em dermolipectomias, este
estudo propoe um novo método para colheita e processamento
do tecido adiposo, através de um dispositivo fragmentador
especifico. O principal objetivo foi estabelecer uma analise
comparativa das caracteristicas de qualidade e viabilidade do
novo lipofragmentado em relagdo ao ja conhecido lipoaspirado,
amplamente aceito como fonte viavel de lipoenxerto. Ensaios in
vivo e in vitro foram delineados para avaliar o comportamento
biolégico das amostras, a fim de orientar novos e possiveis
estudos em humanos com aplicagées clinicas. Métodos: Uma
paciente pés-bariatrica que foi submetida a dermolipectomia
abdominal teve sua peca cirurgica ressecada e dividida
em quatro partes que foram submetidas a Lipoaspiragio
e Lipofragmentacido, sem e com infiltracdo prévia. Todas
as amostras foram submetidas a centrifugacio e entéo
distribuidas para os ensaios que envolveram avaliacio
histolégica, imunohistoquimica, citometria de fluxo, cultura
celular e ainda a injecdo de xenoenxerto no dorso de 10
ratos Wistar, retirados apds seis semanas para avaliacdo de
massa, volume e caracteristicas histolégicas. Resultados:
As amostras de gordura fragmentada, seca e infiltrada,
mostraram caracteristicas estruturais e comportamento
biol6gico semelhantes aos das amostras de lipoaspirado.
Conclusoes: A fragmentagio da gordura transformou o tecido
celular subcutianeo das dermolipectomias em uma nova
variante de lipoenxerto injetavel e vidvel, com caracteristicas
biol6gicas semelhantes aquelas do lipoaspirado tradicional.
Embora ainda preliminares, nossos resultados embasam
a realizagdo de novas investigacdes buscando otimizar a
técnica com vistas ao aprimoramento da enxertia gordurosa
e suas possiveis aplicacoes na medicina regenerativa.

Descritores: Tecido adiposo; Transplantes; Cirurgia plastica;
Bioprétese; Sobrevivéncia de enxerto.
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B ABSTRACT

Introduction: Aiming to obtain autogenous and injectable
lipografts from resected tissues in dermolipectomies, this study
proposes a new method for harvesting and processing adipose
tissue through a specific fragmenting device. The main objective
was to establish a comparative analysis of the quality and viability
characteristics of the new lipofragmentation technique and those
of the well-known liposuction technique, widely accepted as a
viable source of fat grafting. In vivo and in vitro assays were
designed to evaluate the biological behavior of the samples to
guide new and possible human studies with clinical applications.
Methods: A post-bariatric patient who underwent abdominal
dermolipectomy had her surgical specimen resected, which
was divided into four parts that underwent liposuction and
lipofragmentation, with and without prior infiltration. All samples
were centrifuged and distributed for assays with assessments
involving histological analysis, immunohistochemistry, flow
cytometry, cell culture, and xenograft injection on the back of 10
Wistar rats, which was evaluated after six weeks for mass, volume,
and histological features. Results: The structural characteristics
and biological behaviors of fragmented, dry, and infiltrated fat
samples were similar to those of liposuction samples. Conclusions:
Fat fragmentation transformed the subcutaneous cellular tissue
of dermolipectomies into a new, viable injectable lipograft variant,
with biological characteristics similar to those of traditional
liposuction. Although still preliminary, our results support
further investigations to optimize the technique and improve fat
grafting and its possible applications in regenerative medicine.

Keywords: Adipose tissue; Transplants; Plastic surgery;

Bioprosthesis; Graft survival.

INTRODUCAO

A possibilidade da reinjecdo gordurosa através
de canulas vem transformando o lipoenxerto autélogo
numa ferramenta conveniente e efetiva para restaurar
volume e contorno subcutaneo em diversas situagées
clinicas'?. Atualmente, existem varias possibilidades
técnicas para cada etapa do processo de lipoenxertia,
entretanto, ndo hd um consenso absoluto e uniforme
que possa garantir a melhor eficicia e previsibilidade
na integracao desses enxertos. Recentemente, dois
trabalhos de revisio sistematica da literatura retrataram
o estagio atual da lipoenxertia baseado em evidéncias,
procurando elucidar os efeitos dos diferentes métodos
de colheita, processamento e reinjegio nas taxas de
integragdo do enxerto gorduroso. Interessantemente,
muito poucas variaveis se aplicam ao método de colheita,
incluindo diferentes tipos e tamanhos de canulas, mas
sempre utilizando algum tipo de lipoaspiracao®*.

A transferéncia de gordura vem sendo cada
vez mais utilizada no contorno gliteo e mamaério,
porém a limitacdo volumétrica da lipoaspiracdo como
método de colheita do material pode representar
um impedimento formal para muitos pacientes,
especialmente da populagio pés-bariatrica. Os grandes

emagrecimentos promovem o esvaziamento do tecido
celular subcutineo, o que torna a lipoaspira¢do menos
efetiva nesses casos, seja pela frouxidao tecidual
estabelecida ou mesmo pela pouca quantidade de
gordura remanescente. Assim, a necessidade de
restaurar sua melhor volumetria em areas localizadas,
muitas vezes esbarra na dificuldade técnica ou mesmo
impossibilidade de se obter gordura em quantidades
suficientes através da lipoaspiracao. Paradoxalmente,
as dermolipectomias realizadas para suspensao e
aperto corporal nesses pacientes, invariavelmente,
produzem o descarte indesejavel de tecido gorduroso
viavel, incorporado nas ressecgoes cirurgicas®.

A fim de otimizar a obtencédo de lipoenxerto
autdélogo e injetavel das pecas cirdrgicas de
dermolipectomias, propomos um novo método de
colheita e processamento do tecido adiposo através de
um dispositivo fragmentador, que podera converter
a quase totalidade do tecido celular subcutidneo em
lipoenxerto viavel®.

OBJETIVO

O objetivo desse estudo é estabelecer uma compa-
ragéo analitica entre as caracteristicas e comportamento
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biolégico da nova “Gordura Fragmentada” (Fragmented
Fat) e doja consagrado “Lipoaspirado”, quando utilizados
como lipoenxerto. Observacoes in vitro e in vivo foram
delineadas para estabelecer e avaliar parametros que ob-
jetivamente possam comprovar a viabilidade do enxerto
de gordura fragmentada e sustentar a propriedade de
futuros estudos e aplicag6es clinicas em seres humanos.

METODOS

O delineamento cientifico desse projeto foi
devidamente protocolado e aprovado pelas comissoes
de ética da Faculdade de Medicina de Botucatu
- Universidade Estadual Paulista (UNESP), para
pesquisa em humanos (CAAE 73646217.7.0000.5411)
e em animais (CEUA 1240/2017), tendo sido realizado
entre os meses de setembro de 2017 e marco de 2018.

Uma paciente adulta do sexo feminino, com
grande emagrecimento pés cirurgia bariatrica, foi
submetida a uma dermolipectomia abdominal anterior
em Aancora tendo a regido infraumbilical de sua peca
cirdrgica utilizada e medialmente dividida em duas
partes. A metade esquerda recebeu a infiltracao
subcutinea de 400ml de solucio fisiol6gica com agulha
de Klein (t=tumescent) enquanto a metade direita
foi mantida seca, sem qualquer infiltracdo (d=dry).
A seguir, cada metade foi verticalmente dividida em
duas partes, perfazendo entio quatro diferentes pecas
que foram submetidas a duas técnicas de colheita
do lipoenxerto (Figura 1A). As duas porgoes laterais
receberam lipoaspiragio por seringa com canula de
2mm — Lipoaspirado: Seco e Tumescente (LAd e LAt),
enquanto as duas porcoes centrais tiveram sua pele
ressecada a bisturi e o tecido gorduroso dividido em
pedacos menores, que foram entio submetidos ao novo
método de fragmentacio — Lipofragmentado: Seca e
Tumescente (FFd e FFt).

Todas as quatro amostras obtidas ao final, foram
igualmente tratadas por centrifugagio (1200 rpm por
3 minutos) e entédo distribuidas para os ensaios in
vivo e in vitro (Figuras 1B, C, D e E). Cada uma das
quatro amostras de tecido adiposo (FFd, FFt, LAd e
LAt) foi agrupada e rotulada como uma cor diferente
(azul, vermelho, verde e preto), a fim de preservar a
manipulagio as cegas durante as fases subsequentes
do experimento, até que os resultados estivessem
finalmente prontos para registro e interpretacio.

Fragmentacao da Gordura

O fragmentador proposto é um aparato manual
(Figura 2), construido em aco inoxidavel (autoclavavel)
e concebido para receber em sua porgdo proximal,
pedacos de tecido gorduroso numa cdmara cilindrica
(Figura 2A), sendo gradativamente carreados por uma

Figura 1. A: Divisdo da peca cirturgica proveniente de dermolipectomia
abdominal; B-E: Amostras de Lipoaspirado e Lipofragmentado seco (LAd e
FFd) e infiltrado (LAt and FFt).

estrutura helicoidal central (Figura 2B), em dire¢do a um
dispositivo cortante distal, constituido por uma ldmina
rotacional em forma de estrela (Figura 2C), e uma placa
multiperfurada estacionéria (Figura 2D). Por fim, um
anel com rosca prende as estruturas em posicao (Figuras
2E e F). Com o acionamento da manivela, 8 medida em
que os pedagos de gordura (sem pele) sdo empurrados
adiante pelo eixo helicoidal em dire¢do ao dispositivo
cortante distal, o tecido se projeta pelos orificios da
placa sendo imediata e continuamente seccionado em
pequenos fragmentos pela ldmina rotacional. O grau da
fragmentacéo é determinado pelo didmetro dos orificios
da placa multiperfurada, proporcionando a consisténcia
ideal para lipoinje¢do de acordo com os diferentes
tamanhos das cinulas e seus didmetros internos. Nesse
experimento, utilizamos a placa distal com orificios de
2mm com o objetivo de obter o lipoenxerto em condi¢oes
semelhantes ao Lipoaspirado que foi colhido através de
canula com 2mm de didmetro (Figura 3).

Estudo In Vitro

Todas as amostras de Gordura Fragmentada
(Lipofragmentado) e Lipoaspirado foram submetidas
a rotina histolégica incluindo imunohistoquimica,
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Figura 2. Montagem do Fragmentador de Gordura. A: Camara Cilindrica; B:
Bastao Helicoidal Central; C: LAmina Cortante em Estrela; D: Placa Distal
Multiperfurada; E: Rosca de Fixagao; e F: Dispositivo Montado com Manivela

Figura 3. Fragmentador transformando pedagos de gordura (sem a pele) em
Lipoenxerto.

além de contagem de células vidveis, citometria de
fluxo e cultura de células da fracdo vascular estromal.
As amostras submetidas ao estudo in vitro foram
disponibilizadas através de seringas de 1ml passando
por uma canula de 2mm, exatamente da mesma forma
que no protocolo in vivo.

Avaliacao Histolégica: Cada uma das amostras
(3g de gordura) foi imediatamente fixada em
formol tamponado a 10%, concentrada por filtragiao
gravitacional em papel poroso, processada em
diferentes graduacgbes de alcool e xilol, emblocada
em parafina, cortada em 5 micra de espessura e
corada em H&E. A caracterizacdo imunohistoquimica
foi obtida pela utilizagdo do marcador progenitor
estromal primario CD34. As laminas histolégicas
foram observadas e comparadas por uma patologista
experiente, buscando analisar possivel distorcéo
arquitetonica dos tecidos, degeneracio dos adipécitos
e o padrao imunohistoquimico.

Avaliacao Biolégica. O protocolo utilizado para
dissociagdo enzimatica serd descrito sumariamente,
conforme ja pormenorizado em publicagbes prévias™.

Cada uma das quatro amostras colhidas (10g) foi
adicionada a 30 ml de solucdo de Collagenase filtrada
(Gibco™) utilizando a seguinte razdo de ingredientes:
3mg de Collagenase tipo 2 por grama de tecido e 1ml de
solucdo salina balanceada de Hank (Gibco™) por mg de
Collagenase + 3,5% de albumina de soro bovino (Sigma
Aldrich™). Os tubos de 50ml, preenchidos com 10g de
tecido e 30ml de solugéo de Collagenase filtrada, foram
submersos em banho Maria a 37°C por 30min sob agitagao
constante até a solugdo tornar-se homogénea. As amostras
foram submetidas a filtragem em dupla camada de gaze
e nova centrifugacéo a 120 rpm por 10 minutos, quando
as fracoes digeridas de gordura ficaram no sobrenadante,
enquanto o pellet estromal se condensou no fundo.

Aviabilidade das células em suspenséo foi avaliada
pela técnica do Trypan Blue® (Sigma Aldrich™). A
cultura das células dissociadas enzimaticamente e
fenotipadas pela citometria de fluxo teve por objetivo
avaliar a prevaléncia de possiveis e distintas populagées
progenitoras, comparando-se o comportamento
biolégico das mesmas entre os grupos!!.

Neste estudo, 10* cels/ml foram semeadas em
placas de 6 pocos contendo o meio de cultura DMEM
F12 (Gibco™) suplementado com Streptomicina,
Penicilina, Anfotericina B (GibcoTM) e 20% de soro
fetal bovino. As células foram monitoradas diariamente
através de microscépio invertido de contraste de fase
(Axiovert Al — Carl ZeissTM).

De acordo com uma defini¢do conjunta da
International Federation for Adipose Therapeutics and
Science (IFATS) e da International Society for Cellular
Therapy (ISCT)®, a caracterizagio de células tronco
mesenquimais pela citometria de fluxo exige um padrao
minimo de expressio fenotipica, que confira positividade
para alguns marcadores (utilizamos CD90 e CD105) e
negatividade para outros (utilizamos CD34 e CD45)%.
Nesse estudo, a avaliagdo da expressdao molecular de
superficie foi obtida com o equipamento FACScalibur
BD e o software Cell Quest Pro utilizando FITC anti-
human CD45 (368507 Biolegend) e PE anti-human CD34
(343505 Biolegend), FITC anti-human CD90 (Thy 1)
(328107 Biolegend) e FITC anti-human CD105 (323203
Biolegend), com seus respectivos is6topos controle.

Estudo In Vivo

Com o objetivo de comparar a integracgéao
do lipoenxerto proveniente da Lipoaspiracéo e
da Lipofragmentacdo em ambos os grupos, seco
e infiltrado, as diferentes amostras obtidas foram
rotuladas por diferentes cores (azul, vermelho, verde e
preto) e distribuidas em seringas de 1ml, imediatamente
levadas do bloco cirtrgico ao laboratério experimental,
onde foram injetadas no subcutidneo dorsal de 10
ratos Wistar, sob anestesia e condicbes estéreis. Duas
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pequenas puncoes foram posicionadas na linha média
dorsal dos ratos e através de uma cinula de 2mm
de didmetro realizou-se a retroinjegdo subcutanea
de 1ml de cada amostra (FFd, LAd, FFt and LAt),
enxertando-as igualmente em cada um dos quadrantes,
num protocolo de rotacdo em sentido horario do
posicionamento das amostras para cada novo animal.

Os ratos foram marcados por nimeros (método
auricular) e cada amostra de enxerto injetada
foi devidamente registrada pela respectiva cor e
localizagéo. Os animais foram mantidos em condi¢bes
ambientais padronizadas e receberam diariamente
injegOes subcutineas ventrais de ciclosporina (2mg/
Kg), a fim de reduzir a resposta imunolégica contra
o xenoenxerto®. Apds seis semanas, todos os ratos
foram sacrificados e a gordura remanescente dos
enxertos foi retirada cirurgicamente, para uma
avaliacdo comparativa da massa e volume, além da
preparacao de rotina histolégica para laminas coradas
em H&E e Tricromio de Masson. Cada ldmina teve
areas randomicamente escolhidas para uma avaliagido
histolégica as cegas, procurando classificar a presenca
de células adiposas integras, cistos e vacuolos,
inflamacéo (infiltragdo linfocitaria e de macré6fagos),
fibrose e neovascularizacéo (densidade capilar).

A presenca de cada uma dessas variaveis foi
graduada numa escala de 0 a 5 sendo: 0, Ausente;
1, Minimo; 2, Minimo a moderado; 3, Moderado; 4,
Moderado a extenso; 5, Extenso'.

RESULTADOS

O processo de fragmentacido se mostrou efetivo
em transformar os pedacos de tecido gorduroso da
dermolipectomia numa textura de lipoenxerto injetavel
(Figura 3). Todas as amostras de material gorduroso
obtido pela Lipoaspiragio e pela Lipofragmentacéo foram
submetidas a centrifugacio resultando igualmente em
discreta camada oleosa superior. Ambas as amostras
do grupo infiltrado (LAt e FFt) formaram uma camada
liquida ap6s a centrifugagédo, que assim como a
camada oleosa foram removidas do material a ser
estudado, conforme descrito por Coleman’®!¢, A gordura
fragmentada infiltrada apresentou uma camada visivel e
sedimentada inferiormente (pellet) que nao se observou
no Lipoaspirado infiltrado, e também nio foi incluida no
material para estudo. O material do grupo seco, tanto
Lipoaspirado quanto Lipofragmentado ndo apresentaram
camada liquida ou pellet inferior (Figuras 1B, C, D e E).

Avaliacao Histolégica e Imuno-histoquimica

A anélise as cegas de ambos os grupos seco e
infiltrado, tanto do material Lipoaspirado como do
Lipofragmentado, mostrou caracteristicas estruturais

histolégicas semelhantes no que se refere a arquitetura
tecidual e integridade celular. A imunohistoquimica
mostrou grande quantidade de células marcadas com
CD34 amplamente distribuidas entre ambos os tecidos
Lipoaspirado e Lipofragmentado. A histologia do
material sedimentado obtido apés a centrifugacgéo do
Lipofragmentado infiltrado (pellet), revelou adipécitos
em meio a grande quantidade de matriz vascular
e estromal, demonstrando alto indice de células
marcadas pelo CD34 (Figura 4).

Figura 4. Material do pellet formado na centrifugagdo do Lipofragmentdo
infiltrado (FFt). A: Coloragao em HE; B: Imunohistoquimica com marcador CD34.

Contagem de Células Viaveis e Citometria de Fluxo

Embora tenha havido uma diferenca significativa
no nimero de células nucleadas entre as amostras, a
viabilidade das mesmas néo variou significativamente
(Tabela 1). A analise do teste com Trypan Blue néo
mostrou diferenca estatisticamente significativa na
viabilidade das células entre as amostras do Lipoas-
pirado e Lipofragmentado em ambos os grupos, seco
e infiltrado. A imunofenotipagem das amostras pela
citometria de fluxo mostrou que em ambos os grupos
seco e infiltrado, o Lipoaspirado e Lipofragmentado
também mostraram comportamento semelhante com
os marcadores utilizados no estudo (Figuras 5 e 6) . A
distribuicao analitica das células por cada marcador
nas diferentes preparagdes niao evidenciou diferencga
estatisticamente significativa (Tabela 1).

372

Rev. Bras. Cir. Pldst. 2019;34(3):368-377



Enxerto de gordura: lipofragmentado X lipoaspirado

Tabela 1. Imunofenotipagem das células progenitoras por Citometria de Fluxo com marcadores positivos e negativos. Média

da Intensidade de Fluorescéncia nas diferentes amostras.

Média de Intensidade de Fluorescéncia (%)

Ctle Auto Ctke ISO CD45-FITC CD34-PE CDY90-FITC CD105-FITC Y n° Céls analisadas
FFd 6 11,91 52,98 51,81 92,22 69,09 11.095
FFt 5,07 6,64 84,12 57,67 55,98 65,42 20.000
LAd 2,61 3,4 61,39 63,78 51,52 37,23 20.000
LAt 6,09 4,21 56,14 78,33 70,67 68,68 20.000

Figura 5. Grupo seco: Imunofenotipagem comparando as amostras de
Lipospirado (LAd) e Lipofragmentado (FFd).

Figura 6. Grupo infiltrado: Imunofenotipagem comparando as amostras de
Lipospirado (LAt) e Lipofragmentado (FFT).

Dentre as amostras do grupo seco, o Lipofrag-
mentado mostrou o melhor desempenho para os marca-
dores CD90 e CD105, obtendo uma maior quantificacio
de células tronco mesenquimais. Ja no grupo infiltrado,
o Lipofragmentado mostrou um melhor desempenho
para marcadores CD45 enquanto o Lipoaspirado foi
melhor para o CD34. A Figura 7 mostra a representa-
¢do da andlise imunofenotipica para marcadores de
superficie AD-MSC nas diferentes amostras.

Cultura de Células Tronco derivadas da Gordura

As amostras de Lipoaspirado e Lipofragmentado
em ambos os grupos seco e infiltrado, mostraram
pardmetros semelhantes na cultura celular, com
expansio regular padrao. A taxa de adesido em 72
horas foi de 25% para as amostras FFd, o que diferiu
significativamente das outras amostras que chegaram

Figure 7. Representa¢do da imunofenotipagem (Citometria de Fluxo) realizada
nas amostras com o painel de marcadores: CD34; CD45; CD90 e CD105.

aos 10%. Da mesma forma, a confluéncia celular em
100% também ocorreu mais cedo na amostra de FFd.
Mesmo com esses achados, a aparéncia final das
populacoes fibroblasticas nio apresentou diferencas
entre as amostras estudadas (Figura 8).

Figure 8. Placa de Cultura do Lipofragmentdo seco (FFd); aspecto aos 30 dias.

Integracao do Lipoenxerto — Analise de Massa e
Volume

Seis semanas ap6s a lipoenxertia, todos os 10
ratos foram sacrificados e tiveram suas regides dorsais
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abordadas para a remocgao cirirgica dos enxertos
remanescentes (Figura 9). Testes T de Student para
amostras independentes foram aplicados aos achados
de massa e volume das pecas obtidas, para comparar
a retencéo e comportamento do Lipofragmentado e
Lipoaspirado em ambos os grupos seco (FFd X LAd) e
infiltrado (FFt X LAt). Os nimeros foram trabalhados
por média e desvio padréo (SAS® for Windows v. 9,3)
com a producéo de ilustragao gréfica (Statistica®for
Windows v. 10) com nivel de significaAncia estabelecido
em 5% (p<0.05).

Figure 9. A: Rato Wistar ap6s 6 semanas de enxertia dorsal; B: Detalhe da
retirada do xenoenxerto.

SECO: Lipofragmentado X Lipoaspirado. No
grupo onde a gordura foi colhida e processada sem
infiltracéo prévia, o volume retido do Lipofragmentado
apresentou média de 0.65 + 0.13 enquanto do
Lipoaspirado foi 0.73 + 0.24, com o p=0.37. J4 a
massa retida do Lipofragmentado apresentou média
de 0.63 + 0.13, enquanto do Lipoaspirado foi 0.70
+ 0.24, com o p=0.41. Assim, no que se refere a
massa e volume final dos enxertos provenientes de
lipofragmentado e lipoaspirado secos, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa (Figura 10).

Figura 10. Comparacgao da Massa e Volume dos diferentes enxertos retidos
apds seis semanas, tanto no Grupo seco (LAd e FFd) como no Grupo infiltrado
(LAt e FFt).

INFILTRADO: Lipofragmentado X Lipoaspirado.
A anélise do volume retido nos enxertos do grupo colhido
pés-infiltracdo das pegas revelou o Lipofragmentado
com média de 0.51 + 0.21 e o Lipoaspirado de 0,67 +
0.20, com o p=0,09. Os achados de massa mostraram o

Lipofragmentado com média de 0.46 + 0.19, enquanto o
Lipoaspirado foi de 0.63 + 0.19, com 0 p=0.06. Novamente,
os lipoenxertos obtidos por Lipofragmentacéo e
Lipoaspiracéo infiltrada também ndo mostraram
diferenca estatisticamente significativa nas suas taxas de
retencio de massa e volume (Figura 10).

Integracao do Lipoenxerto — Analise Histolégica

Um equipamento de scanner digital panordmico
(3DHistech®) e o software Pannoramic Viewer for
Windows v. 1.15, foram utilizados para manusear as
laminas e ajudar na graduacao das variaveis histolégicas
na coloracdo H&E, com excegido da fibrose que foi
acessada pela coloracdo em Tricromio de Masson. O
tratamento estatistico dos dados obtidos pela avaliacao
microscoépica dos enxertos retidos no grupo seco (FFd
and LAd), ndo mostrou diferenga em relacio a inflamacao
fibrose e neovascularizagio. Entretanto, o Lipoaspirado
seco apresentou maior grau de integridade celular e
menor grau de cistos e vactolos quando comparados
ao Lipofragmentado seco. No grupo infiltrado (FFt
and LAt), ndo houve diferenga na integridade celular,
inflamacgéo e neovascularizacio, mas o Lipofragmentado
apresentou menos cistos ou vacuiolos e maior fibrose
em comparac¢io com o Lipoaspirado. Os resultados
foram expressados pela média e desvio padréo (Teste
T de Student) e o valor de p<0,05 foi considerado para
significAncia estatistica (Tabela 2).

DISCUSSAO

Uma vez que estamos propondo uma nova
metodologia para a colheita e processamento do
lipoenxerto, o escopo desse ensaio foi promover
uma comparacio estrutural e biolégica entre o novo
“Lipofragmentado” e o j4 reconhecido “Lipoaspirado”.
Utilizamos a mesma 4rea doadora de uma unica
pessoa a fim de eliminar a variabilidade interpessoal
na qualidade da gordura quanto ao seu potencial
regenerativo e subsequente reten¢io do lipoenxerto!’.
A ressecc¢io da pele com bisturi e a divisdo da peca
gordurosa em pedagos menores, permitiu utilizar
toda a espessura do subcutaneo, incluindo as camadas
gordurosas e o tecido conectivo, este ultimo geralmente
pouco incorporado pela lipoaspiragio convencional.

O dispositivo fragmentador pode utilizar
diferentes tamanhos nos orificios da placa
multiperfurada distal (n6s usamos orificios com 2mm
de didmetro), a fim de possibilitar a inje¢do do material
colhido através de diferentes tamanhos de cAnulas, de
acordo com as diferentes areas a serem enxertadas
como face, mamas e gluteos.

Embora este ndo tenha sido um alvo especifico
do nosso método, parece bastante claro que a
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Tabela 2. Representacdo comparativa dos valores obtidos na avaliagdo histolégica dos enxertos retirados dos ratos
(Lipoaspirado X Lipofragmentado) em ambos os Grupos seco e infiltrado.

Lipofragmentado Seco

Lipoaspirado Seco

Média Desvio Média Desvio b
Integridade Celular 1.8 0.63 3.0 0.94 0.0036
Cistos/Vactolos 34 1.26 2.3 0.82 0.0333
Inflamacéo 2.7 0.67 2.3 0.82 0.2502
Fibrose 2.1 0.74 1.9 0.74 0.5520
Neovasculagéo Celular 2.1 0.88 2.2 1.03 0.8180
Lipofragmentado infiltrado Lipoaspirado Infiltrado
Média Desvio Média Desvio b
Integridade Celular 2.3 1.16 3.4 1.26 0.0577
Cistos/Vactolos 3.2 0.79 1.8 0.79 0.0009
Inflamacgéo 2.3 0.67 2.3 0.95 1.000
Fibrose 1.9 1.2 3.1 0.88 0.0197
Neovascularizagao 2.0 0.47 2.4 0.97 0.2603

Lipofragmentacéo dispende menos tempo e esforgo
fisico por parte do cirurgido, obtendo quantidades
superiores de material gorduroso do que a Lipoaspiracao
tradicional, especialmente se considerarmos o paciente
pés-bariatrico, com camadas gordurosas esparsas e
esvaziadas.

A infiltragdo tumescente foi inicialmente
desenvolvida para aprimorar a técnica da
lipoaspiragao'®, mas alguns estudos tém evidenciado
seus potenciais efeitos adversos que podem impactar
na melhor integracdo dos lipoenxertos!®?. Como
essa é uma realidade na Lipoaspiragido, optamos
por incluir um grupo de infiltracido tumescente até
pelos relatos de que tal infiltracdo poderia impactar
negativa ou positivamente a biologia e viabilidade dos
enxertos®, o que néo foi observado no presente estudo.
Consideramos como um viés intrinseco do nosso
método o fato de que, na demarcacio inicial da peca
cirdrgica a ser fonte para colheita de lipoenxerto, as
regides paraumbilicais (medianas) contém mais vasos
perfurantes e uma fascia de Scarpa mais densa do
que os territérios laterais do abdome. As amostras das
regioes mediais podem apresentar suspensoes celulares
mais densas do que a areas laterais, o que poderia
em tese justificar alguma diferenca na composigéo e
biologia dos enxertos extraidos.

Considerando que nio dispomos dos chamados
“nude mices” (ratos atimicos) em nossos laboratérios,
utilizamos os ratos Wistar com a aplicacao diaria de
ciclosporina para promover a desejavel imunossupressao
conforme previamente descrito por Ferreira et al., em
1995%. Reconhecemos o rato atimico como o modelo
mais apropriado para este tipo de pesquisa com

xenoenxerto gorduroso e aguardamos a oportunidade
de utilizd-los em ensaios futuros, reduzindo entao a
quantidade de gordura injetada, bem como estendendo
o tempo de integragio dos enxertos para 12 semanas?.

A observacado dos nossos ensaios in vitro e in
vivo demonstrou que o Lipofragmentado se apresentou
com caracteristicas estruturais e biolégicas muito
semelhantes as do Lipoaspirado. Recentemente,
evidéncias da natureza dindmica e regenerativa dos
lipoenxertos tém emergido de diferentes areas da
cirurgia plastica, bem como da biologia celular e
molecular, incluindo a possibilidade do transplante
direto de células-tronco derivadas da gordura
incluindo o seu nicho biolégico, mesmo sem o seu
isolamento formal em meio de cultura, ndo apenas para
incrementar a retengao do enxerto, mas também como
distintas fontes de terapias celulares??’. A citometria
de fluxo com painel de marcadores especificos de
superficie, bem como o teste de viabilidade celular
ajudaram a distinguir e confirmar possiveis populagées
da fragdo vascular estromal presentes no material
lipofragmentado, sem diferenca estatistica em relagdo
ao material lipoaspirado, mostrando que o novo método
preservou e nio causou danos significativos a essas
importantes estruturas.

O mecanismo envolvido no processo de
fragmentagdo provavelmente incorpora mais do que
apenas conteuido celular gorduroso, mas também
a sua estrutura colagénica (scaffolds). Depois da
centrifugacdo, o Lipofragmentado infiltrado formou
um evidente pellet inferior, consistindo de adipécitos
maduros circundados por uma rica trama estromal,
com vasos sanguineos e células nucleadas, inclusive
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células-tronco progenitoras. O fato de nédo termos
incluido esse material sedimentado nas amostras do
Lipofragmentado infiltrado poderia, em tese, justificar
sua integracdo um pouco inferior depois de 6 semanas.
Embora aquele tecido estromal nao tenha sido
separado e visualmente identificado nas amostras do
Lipofragmentado seco, é bastante razodvel se imaginar
que ele deva ter sido incorporado as amostras do FFd,
que apresentaram as melhores taxas de integracao.
Investigagbes subsequentes serdo cruciais para
determinar o real potencial do conteido estromal
do Lipofragmentado no enriquecimento dos enxertos e
provaveis aplicagoes clinicas. Futuros estudos com esse
material poderao também explorar alguns conceitos
modernos de aprimoramento da capacidade cicatricial
dos tecidos, bem como da medicina regenerativa sitio
especifica, pela utilizacdo do scaffold perivascular,
provavelmente incorporado nessa nova forma de
obtencao do lipoenxerto.

CONCLUSAO

O método utilizado demonstrou que o dispositivo
fragmentador foi capaz de transformar em lipoenxerto
viadvel, as camadas do subcutdneo retiradas numa
dermolipectomia convencional, e esse novo tipo de
Enxerto de Gordura Fragmentada se comportou com
caracteristicas biol6gicas semelhantes aquelas exibidas
pelo Lipoaspirado tradicional com seringa. Embora,
preliminarmente, nossos resultados podem embasar
a continuacio de novos estudos em humanos, com
o objetivo de estender a Lipofragmentagido como
alternativa na enxertia gordurosa bem como em
possiveis aplicagoes clinicas para cicatrizacio de feridas
e medicina regenerativa.
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