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RESUMO

Atualmente hd aumento do uso de células-tronco derivadas de tecido adiposo para o tratamen-
to de diversas situagdes clinicas. No entanto, a origem destes componentes celulares é desco-
nhecida, devido aos diferentes métodos utilizados para caracterizd-los em pesquisas publicadas
desde que as células-tronco derivadas do tecido adiposo foram documentadas pela primeira vez.
E possivel encontrar a denominagio deste tipo de célula-tronco como célula endotelial, perici-
to, célula-tronco hematopoética e mesenquimal. Baseado nestes resultados, o presente trabalho
descreve uma revisio desde aspectos histdricos, caracterizagio molecular ¢ como este tipo de
célula-tronco pode ser usado na cirurgia de reconstru¢ao mamdria.

ABSTRACT

Nowadays there is an increasing use of adipose derived stem cells to treatment of many clinical situa-
tions. However the origin of these cellular components is unknown, due to different methods used to
characterize the cells on researches published since those adipose derived stem cells were documented in
the first time. It is possible to find the nominated of this kind of stem cell like endothelial cell, pericyte,
hematopoietic stem cell and mesenchymal cell. Based on these findings, this work describes a review
since historical aspects, molecular characterization and how this kind of stem cell can be used in the
breast reconstructive surgery.
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Introducao

Com as técnicas cirdrgicas existentes, ¢ possivel propor recons-
trucdo mamdria para pacientes submetidas a retirada de todo ou
parte do parénquima mamdrio. Mesmo nos casos em que somen-
te seria necessdria a retirada do tumor com pequena margem de
seguranga, técnicas de reconstrugio podem ser empregadas para
evitar cicatrizes assimétricas ou retragoes teciduais, muitas vezes
acentuadas pelo tratamento radioterdpico adjuvante.

E possivel reconstruir o volume glandular utilizando uma
técnica isolada ou a associacio de técnicas. As mais comumen-
te empregadas sio retalhos miocutineos autolégos (musculo
grande dorsal, masculo reto abdominal associado com tecido
adiposo infraumbilical); utilizagdo de préteses de silicone (com
ou sem expansio tecidual prévia); lipoenxertia — transferéncia
de gordura autéloga (lipofilling).

A téenica de lipoenxertia é usada principalmente em etapas
de refinamento estético para simetrizagio da mama reconstru-
ida em relacdo A contralateral. E realizada utilizando tecido
adiposo aspirado de regi6es como o abdome. Apés a aspiragio,
o contetdo ¢ centrifugado para separar os elementos celulares
e, entdo, injetado nos locais nos quais hd deformidades.

Intimeros trabalhos descreveram as propriedades das
células-tronco encontradas no centrifugado do tecido adiposo
subcutineo, sugerindo o uso como fonte para regeneracio de dife-
rentes tecidos, o que também pode ser verificado em células-tron-
co da medula éssea ou corddo umbilical. No entanto, pode ser
adquirido um maior nimero de células-tronco no tecido adiposo
em comparagio aos demais locais que sao fonte desse tipo celular.

O objetivo deste trabalho é revisar a origem da célula-tronco
encontrada no tecido adiposo, considerando o seu uso para a
reconstru¢ao mamdria complementar.

Células-tronco: um breve histérico

A terminologia célula-tronco (CT) vem sendo usada desde a
metade do século 19, quando foi descoberta a possibilidade de
que algumas delas poderiam originar células de outros tecidos.

As CTs podem ser classificadas em trés categorias de acordo

com sua capacidade de diferenciacio”:

* totipotentes: encontradas somente em tecidos embrio-
ndrios muito jovens e com capacidade de originar um
organismo idéntico;

¢ pluripotentes: encontradas na fase embriondria de blastocistos,
podendo se diferenciar em qualquer tipo de tecido;

* multipotentes: presentes em tecidos fetais, cordio umbilical
e em alguns tecidos de individuos adultos. Sua capacidade
de diferenciagao é menor que nas CTs pluripotentes.

Também é possivel classificar as CTs de acordo com a origem™*:

* cmbriondrias: derivadas  especificamente da fase
embriondria do desenvolvimento; presentes no interior

da massa celular do blastocisto;
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e adultas (pés-natal): encontradas em tecidos adultos,
podendo também ser consideradas as presentes no cordio
umbilical e medula éssea.

As primeiras descri¢des sobre CTs adultas foram publicadas
na década de 1960 e se referiam as CTs derivadas da medula 6s-
sea (CTMO), seguindo-se das encontradas no sistema hemato-
poiético™. Na década seguinte, as CTs presentes no cordio um-
bilical foram identificadas, e no ano de 1992 Reynolds e Weiss
documentaram as CTs do sistema neural’>. Em 2001, Zuk? des-
creveu as CTs derivadas do tecido adiposo subcutineo (CTAS).

Um dos primeiros usos terapéuticos de CTs foi em pacientes
com leucemia e anemia, por meio de um transplante de medula
dssea com a utilizacio de células multipotenciais presentes neste
local. A técnica somente obteve sucesso depois da descri¢io do
antigeno leucocitdrio humano (HLA) — sistema de histocom-
patibilidade pela identificagio de grupo de antigenos celulares®.
Em posse destes conhecimentos, a partir da década de 1970 foi
possivel realizar transplante de medula dssea entre individuos
com gendtipos diferentes, ampliando assim a possibilidade de
tratamento dessas doengas do sistema sanguineo. No entanto,
a compatilidade de componentes antigénicos entre individuos
nio gémeos é rara, limitando a técnica. Com isso, em vdrios pa-
ises 0 uso de CTs toti ou pluripotenciais para o tratamento das
enfermidades em questao tem sido discutido. Nos tltimos anos,
vem sendo sugerido o uso de CTs pluripotenciais para o trata-
mento de uma série de doencas/situacoes clinicas como trauma
de medula espinhal, infarto do miocdrdio, diabetes mellitus
tipo I, distrofia muscular, etc. Entretanto, este tipo de aplicagdo
clinica ainda é proibida na maior parte dos paises que desenvol-
vem pesquisas na drea devido a discussoes éticas e bioéticas®>.

Uma das maneiras de contornar a forma de obtencio das
CTs pluripotenciais seria gerar este tipo de elemento a partir
de células somdticas e nao retird-las de embriées. Para tanto foi
necessario identificar fatores que induzem o surgimento deste
tipo celular em tecidos do individuo adulto. Virias técnicas
vém sendo descritas desde a década de 1960, entre elas a in-
troducdo de fatores de transcri¢ao, mediada por retrovirus, em
fibroblastos ou células de embridio murino, produzindo CTs
similares em morfologia e capacidade de proliferagao™.

Um problema encontrado no uso de CTs adultas é a identi-
ficacdo destas células em meio a uma heterogenicidade celular.
Devido & multilinhagem de diferenciacdo possivel, a formagao
de outros tecidos pode ser decorrente da presenca de popula-
coes celulares precursoras destes tecidos e ndo especificamente
de uma CT mesenquimal®. No entanto, o préprio grupo de
Zuk, em 2002, isolou as CTAS e demostrou a capacidade
de diferenciagio e clonogenicidade. Desde entao, intimeras
publicacoes apresentaram a habilidade das CTAS (humanas
e animais de experimentagio) em se diferenciar em células de

5,6

tecido mesenquimal e de tecido nervoso®®. Depois, alguns es-

tudos confirmaram a capacidade das CTAS de originar células
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de linhagem ectodérmica (células neuronal-like, oligodendré-
citos, células de Schwann funcionais) e endodérmica (formas
induzidas de hapatdcitos, ilhotas de pancreas)®’. Com isso, as
descricoes das aplicagoes clinicas das CTs e os usos em pesqui-
sa aumentam a cada ano na literatura (Tabela 1).

As aplicagoes das CTAS estao mudando o curso do uso
de CTs na medicina, uma vez que as CTs embriondrias tém
inconveniente ético e politico na maioria dos paises que desen-
volvem pesquisas nesta drea®’.

No artigo em que é realizada umaandlise do futuro da aplicacio
das CTAS, Zuk arrisca que viveremos a era das CTs adultas con-
siderando o nimero crescente de publicagoes utilizando este tipo
celular’, o que estudos experimentais continuam evidenciando®!%.
Células Tronco originarias da medula 6ssea
versus Células Tronco originarias do tecido
adiposo subcutaneo

A medula ssea humana ¢é origindria do mesoderma embrio-
ndrio e formada por uma populagio de CTs hematopoiéticas
sustentadas por células mesenquimais. O estroma da medula

Tabela 1. Usos de células-tronco derivadas do tecido adiposo subcutaneo,
estudos experimentais e clinicos

Estdgio de aplicagio de uso Local/objetivo

Pesauisa bisi Tecido adiposo
esquisa bdsica
Tecido 6sseo
Cartilagem
Musculo esquelético
Musculo liso
Tecido nervoso
Corda vocal/tecido laringeo
Bexiga/uretra
Tecido cardiovascular®
Tecido sanguineo
Tecido pancredtico
Tecido hepético
Tecido epitelial/pele
Células epiteliais de tibulo renal
Reparo de disco intervertebral
Reparo de medula espinhal
Regeneracio de nervo periférico
Tratamento de glioblastoma
Doenga de Huntington
Esclerose multipla
Acidente vascular cerebral
Incontinéncia urindria
Disfun¢io erétil
Reparo hepdtico
Diabetes Mellitus
Colite
Artrite reumatéide
Regeneracdo cutinea e de tenddo
Rejuvenescimento/estética
Reconstru¢io mamdria®'”
Cicatrizes pés queimaduras'!

Modificado de Zuk et al.? e de Gimble et al.?

Pesquisa bésica

Tratamento de doenga ou
perda tecidual
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dssea ¢ heterogéneo e contém vérias populacoes celulares, in-

cluindo as CTs mesenquimais®.

CTMO sao capazes de se diferenciar em células adipogéni-
cas, osteogénicas, miogénicas e condrogénicas. Também pos-
suem papel regenerativo, formando neovascularizagio e mio-
fibroblastos®. Entretanto, o uso de componentes da medula
dssea autbloga tem algumas limitacoes:

e a obtengdo precisa ser realizada com o auxilio de
anestesia geral ou bloqueio raquidiano;

* fornece baixo nimero de CTs (aproximadamente 1 CT
em cada 10° células mesequimais adjacentes), sendo
necessdria a expansao do nimero celular ex vivo, o que ¢
oneroso ¢ passivel de contaminagdo ou perda de material
durante a manipulagio laboratorial'.

CTs mesenquimais com caracteristicas similares as CTMO
tém sido isoladas em diferentes tecidos, conforme descrito an-
teriormente. Deste grupo de células, as que mais vém sendo
estudadas e descritas sdo as derivadas do tecido adiposo, espe-
cificamente o subcutineo®>".

CTAS possuem a mesma origem embriondria das cé-
lulas que compéem a medula dssea. Pode-se adquirir uma
fragao celular por meio de um lipoaspirador, e a fracio
pode ser processada em mualtiplas linhagens celulares. Esta
fragao celular foi denominada lipoaspirado processado por
Zuk et al.’. Assim como as CTMO, as CTAS também tém
capacidade de diferenciacio em vérios subtipos celulares
mesequimais®'4.

Considerando as diferentes possibilidades de obtencao
de CTs para uso terapéutico, Gimble et al sugeriram alguns
critérios que seriam ideais para orientar a escolha da fonte
dessas CTs*:

* encontradas em quantidade abundante (milhoes a bilhoes
de células);

* adquiridas com procedimento minimamente invasivo;

* e diferenciar em multiplas linhagens celulares;

* serseguras e cfetivamente transplantadas para hospedeiro
autSlogo ou alogénico;

* ser manufaturadas.

As CTs que podem ser incluidas em todos estes cinco crité-
rios seriam as CTAS, uma vez que grande parte da populagao
possui tecido adiposo abundante. As CTAS sao separadas a
partir de lipoaspirado, realizado facilmente com procedimento
menos invasivo e dolorido do que a coleta de CTMO (¢ possi-
vel obter pequenas quantidades de tecido adiposo, como 100 a
200 mL, com anestesia local). Em média 1g de tecido adiposo
possui aproximadamente 5x10° CTAS.

Conforme descrito anteriormente, as CTAS presentes em
lipoaspirados possuem potencial para formar tecido 6sseo, car-
tilaginoso, muscular e adiposo'. Além disso, por serem autdlo-
gas, evita-se resposta imune do hospedeiro’.



Caracteristicas histologicas das
células tronco derivadas do tecido adiposo
subcutaneo e mecanismos de acao

Macroscopicamente, hd cinco tipos de tecido adiposo no corpo
humano: 1) tecido adiposo da medula dssea; 2) gordura mar-
rom; 3) tecido adiposo mamdrio; 4) tecido adiposo mecani-
co e 5) gordura branca®. As diferencas entre esses tecidos sio
devido as fungoes que o tecido adiposo desempenha em cada
topografia na qual é encontrado®”:

* medula éssea: onde ocorre a hematopoiese; serve de
reserva de energia e de citoquinas para o processo
de producio das células do sangue e para a osteogénese;

*  gordura marrom: é encontrada préximo a grandes érgios como
coragio, rim, aorta e gbnodas no recém-nascido e desaparece nos
adultos maduros. E responsével pelo controle da temperatura;

e tecido adiposo mamdrio: fornece nutrientes e energia
durante o perfodo da lactacio; ¢ regulado pelos
hormoénios associados ao periodo gravidico;

* tecido adiposo mecanico: dd suporte mecinico a locais
como palmas de mio, solas de pé e regido orbital;

*  tecido adiposo branco: reservatério de energia e isolamento
térmico; também se considera que tem papel endocrinoldgico.

Zuk caracteriza a CTAS como uma célula semelhante a um
fibroblasto, e chama a atencio ao fato de ser a mesma morfolo-
gia da CTMO?. Tratam-se de células de fécil manipulagio e que
podem ser expandidas in vitro sem necessitar de lotes especifi-
cos de soro para diferenciacio em outras linhagens celulares®.

O adipécito maduro pode aumentar de tamanho, mas nao
em nimero de células, devido a diferenciagio terminal que
esta célula possui dentro da sequéncia de diferenciagio a par-
tir da célula que originou". Entretanto, a célula precursora ou
pré-adipdcito pode rapidamente se distinguir, possuindo carac-
teristicas de fibroblasto que adquire inclusdes lipidicas, passan-
do por um estdgio multilocular, que aos poucos se somam em
uma lacuna contendo material lipidico (adipécito maduro)”'8.

Sao diversas as hipdteses sobre a maneira como as CTAS
atuam nos locais em que sdo inseridas. Quando o material bio-
l6gico contendo as CTAS é injetado em 4reas como cicatrizes e
defeitos de preenchimento, estas células secretam citoquinas
e fatores de crescimento, estimulando a multiplicacio celular
no local. Elas também podem modular o recrutamento de ou-
tras células endégenas, promovendo a diferenciagao celular de
acordo com a linhagem necessdria®. Além disso, pode ocorrer a
supressio do processo de inflamagao local'®.

Caracteristicas moleculares de superficie da células
tronco derivadas do tecido adiposo subcutaneo

Semelhante aos outros tipos de CT, as CTAS expressam em
sua superficie proteinas celulares especificas e clusteres de
diferenciagao (CD). A populagio de células encontradas em
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lipoaspirados subcutineos expressam moléculas de superficie
como: CD29, CD44, CD71, CD90, CD105/SH2 e SH3%%,

Apesar da semelhanca entre as CTAS e CTMO, a iden-
tificagdo destas duas linhagens celulares ainda ¢ controversa,
incluindo a origem das CTAS™.

Alocalizagao microscépica da CT progenitora do adipdcito
permanece controversa: nao estd claro se elas ficam no endo-
télio dos vasos presentes no tecido adiposo, se sio um pericito
ou se estdo no compartimento estromal®. Um fato presente em
muitos artigos que descrevem a caracterizagio dos antigenos de
superficie das CTAS ¢ que os preadipdcitos teriam antigenos
iguais aos das células endoteliais e pericitos®®142!23,

Mesmo nio conhecendo a origem da CT presente em li-
poaspirados, a The International Society for Cellular Therapy
orientou que para que uma CT seja considerada de origem es-
tromal/mesenquimal deve expressar as moléculas de superficie
CD105, CD73 ¢ CD90, ¢ nio expressar CD45, CD34, CD14
ou CD11b CD79 ou CD19 e moléculas de HLA-DR*%, No en-
tanto, sabe-se que a CT tem como caracteristica a expressio
da molécula CD34 ¢ nao expressa a CD31 (CD34*/CD31).
Nos lipoaspirados do tecido subcutaneo, células CD347CD31°
sa0 encontradas em abundéncia, sugerindo que a maioria delas
provém de tecido conjuntivo de vasos sanguineos®. O fato da
molécula CD34 nao estar expressa em muitos estudos experi-
mentais seria por conta da perda da expressao durante as mal-
tiplas etapas de cultura em meio laboratorial®.

Gimble, Katz e Bunnell® defenderam que existe uma popu-
lacio de CTAS com diferentes denominagées de acordo com
as publicagoes (CTs derivadas do estroma, células estromais
adultas derivadas do tecido adiposo, células adiposas estro-
mais, CTs mesenquimais adiposas, lipoblastos, pecitos, preadi-
pocitos e células processadas de lipoaspirado) e descreveram a
denominagio escolhida pela Fat Applied Technology Society:
“CT derivada do tecido adiposo”, para definir a célula isolada,
pldstica e aderente e multipotente®!®%4,

Mesmo assim a controversa continua. Em publicacoes sub-
sequentes, a descrigdo é que as CTs do lipoaspirado sao células
do tecido vascular (células endoteliais e da musculatura lisa da
parede dos vasos), e ndo do tecido estromal, ou uma populagio
especifica de células como pré-adipdcitos?”.

O fato de ainda nio estar definida a localizagio microscdpica
da CT progenitora do adipdcito faz com que exista uma nome-
clatura diferente nos artigos que estudam esta populagio celular.
Mais de 90% das CTAS coexpressam marcadores mesenquimais
(CD10, CD13 e CD90), marcadores encontrados em pericitos
(sulfato de condroitina proteoglicana, CD140a e CD140b) e de
musculo liso (alfa-actina, caldesmona e calponina). Estas caracte-
risticas sugerem que a maioria das células CD34" verificadas no te-
cido adiposo subcutineo sdo provenientes de pericitos e auxiliam
na estabilizagdo vascular e interacio com as endoteliais no pro-

cesso de revascularizagio apds a injecao do lipoaspirado® 262,
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Partindo destes achados, Traktuev et al.” sugeriram que os
novos adipdcitos surgem de pré-adipdcitos presentes no lipoas-
pirado e sdo sustentados por neovascularizagio surgida a partir
de pericitos que representariam CT mesenquimais deste con-
tetido; ou as CTAS teriam localizagao perivascular e poderiam
se diferenciar tanto no tecido adiposo quanto no vascular ad-
juvante. Segundo os mesmos autores, este achado orienta uma
nova abordagem no uso terapéutico do lipoaspirado que deve
levar em consideracio um papel integrado de diferentes linha-
gens celulares assim como o uso de CTAS para a revasculizagao
em outros sitios anatdmicos, como a musculatura cardiaca, nos
quais o resultado principal seria devido & acdo dos pericitos®.

Yoshimura et al.?® descreveram que células da fragao vas-
cular de lipoaspirados possuem caracteristicas de superficie
semelhantes & fracdo mesenquimal, sugerindo populagées dife-
rentes de CTs no lipoaspirado®®. O fato das CTAS expressarem
CD34 na auséncia de CD45 diferencia estas células das CTs
origindrias da linhagem hematopoiética®.

Apesar dos inimeros trabalhos defendendo diferentes acha-
dos sobre a origem ¢ identidade da CTAS, acredita-se que ne-
nhum estudo usou um nimero considerdvel de marcadores mo-
leculares. Além disso, houve heterogencidade de técnicas para
isolamento e purificagio dessa populagio celular, considerando
diferentes fendtipos. Isso tudo colabora para uma indefini¢ao
sobre o uso/necessidade clinica deste tipo de CT'¢.Se for consi-
derada a caracterizago fenotipica prévia do conjunto celular en-
contrado na fracdo vascular estromal do lipoaspirado ¢ possivel
dizer que existam CTAS, células endoteliais, células de muscula-
tura lisa, pericitos, fibroblastos, CTs hematopoiéticas ou células

endoteliais progenitoras, ou seja, populacdes de diferentes célu-
las, sendo algumas com potencial de diferenciacio comum as
CTAS. Assim, o resultado terapéutico encontrado nos trabalhos
que descrevem o uso do lipoaspirado seria resultante do conjunto
celular encontrado neste contetido e nio somente as CTAS"™'¢",
Células tronco derivadas do tecido adiposo
subcutaneo e reconstrucao mamaria

A glandula mamiria é formada basicamente por dois tipos de
tecido: epitelial e mesenquimal. O predominio de cada um
deles depende da constitui¢do genética do individuo e da sua
massa corporal.

A presenca do tecido adiposo interposto entre o fibroso d4
sustentacdo ao tecido epitelial glandular e auxilia na génese do
contorno da mama". Assim como o tecido glandular, o adiposo
¢ organizado em lébulos de gordura, que podem ser distinguidos
em exame de ultrassonografia, pois sio morfologicamente unida-
des independentes e contém, em média, 10%a 10° adipdcitos. Cada
adipécito maduro tem 90% de seu volume formado por lipideo
acumulado no citoplasma, e o tecido adiposo possui grande poten-
cial de adaptacio e mudanca com volume e suplemento vascular,
podendo aumentar ou diminuir dependendo do estimulo®®.

Devido as caracteristicas do tecido adiposo subcutineo, in-
cluindo o fato de conter um grande niimero de CTs (conforme
caracterizagdo descrita nesse trabalho), o uso de lipoaspirados
oferece um grande potencial para a reconstru¢io do volume
mamdério pds-mastectomia'”*®. Isso pode ser considerado tanto
em reconstru¢do imediata quanto tardia, associando rotagio
de retalho miocuténeo (Figura 1), ou préteses. Além do volume

s

Figura 1. Aspecto clinico pré (A) e pos (B) lipoenxertia em segundo tempo de reconstrucéo tardia com rotagdo do musculo grande dorsal — definicao do contorno
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resultante de injecdo de lipoaspirado contendo CTAS, também

¢ possivel a melhora clinica dos sintomas locorregionais causa-

dos pelo tratamento com radioterapia no plastrio mamdrio®.
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