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RESUMO

Introducido: O enxerto de gordura vem sendo amplamente usado na
reconstru¢do de mama sem evidéncia clinica de risco oncolédgico. Entretanto,
as cé¢lulas-tronco do tecido adiposo vém demonstrando em varios estudos in
vitro ¢ in vivo capacidade de promover crescimento e disseminagao tumoral
do céncer de mama. Objetivo: Avaliar o impacto da lipoenxertia sobre
caracteristicas macroscopicas € microscopicas de tumores em modelo
experimental de neoplasia mamaria residual em camundongos. Método: 40
camundongos-fémea NOD-SCID gamma receberam xenoenxerto de 1000
células MCF7 em quatro sitios de glandulas mamarias. Apos duas semanas,
lipoaspirado humano preparado conforme técnica de Coleman (n=20, grupo
lipo) ou solugdo salina estéril (N=20, grupo salina) foram injetados nos sitios
tumorais. Em oito semanas, os tumores foram avaliados quanto a volume,
massa, grau histologico, indice de Ki67 e ocorréncia de metastases em
figado, pulmao e baco. Resultados: Todos os sitios enxertados com células
neoplasicas formaram tumores e todos os enxertos de gordura integraram e
foram detectados adjacentes aos tumores ao final do seguimento. Tumores
de animais do grupo lipo apresentaram significantemente menor volume
(p=0,046), menor massa (p=0,038) e menor proliferagcdo medida pelo indice
de Ki67 (p=0,01) que os do grupo salina. O indice histologico foi o0 mesmo
em ambos os grupos e nao foram detectadas metastases nos oOrgaos
analisados. Conclusao: A lipoenxertia num modelo animal de tumor residual
em camundongos ndao promoveu impacto negativo nas caracteristicas

macroscopicas e microscopicas do cancer de mama.
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ABSTRACT

Introduction: Autologous fat grafting is becoming widely used for breast
reconstruction with no evidence of increased oncologic risk. However, the
bioactive adipose stromal cells have been shown in many in vitro and animal
studies to promote cancer cell growth and dissemination. Objective: Assess
the impact of fat grafting on macroscopic and microscopic features of tumors
in a clinically relevant animal model of residual breast cancer. Methods: 40
female NOD-SCID gamma mice were injected with 1K MCF7 breast cancer
cells in four sites of mammary fat pads. After tumor engraftment in two
weeks, injections of human lipoaspirate prepared according to Coleman’s
technique (N=20, lipo group) or sterile saline (N=20, saline group) were
performed at tumor sites. In eight weeks, tumors were assessed for volume,
mass, histological grade, Ki67 positivity index and metastatic spread.
Results: All sites injected with breast cancer cells formed macroscopic
tumors and all fat grafts were retained and collocated with breast cancer at
the end of follow-up. Tumors from animals in the lipo group presented
significantly lower volume (p=0.046), lower mass (p=0.038) and lower Ki67
proliferation index assessed by Ki67 positivity (p=0.01) compared to the
saline group. Histological grade was the same for both groups and no
metastatic lesion was identified in lung, liver or spleen of any animal.
Conclusion: Fat grafting performed in the setting of residual breast tumor in
an animal model did not cause any worsening in macroscopic or microscopic

features of breast cancer.
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Introducido

1. INTRODUCAO

O cancer de mama invasivo afeta uma em cada oito mulheres
americanas ao longo da vida. Tanto nos Estados Unidos da América (EUA)
quanto no Brasil, trata-se da neoplasia maligna mais frequentemente
diagnosticada na populacdo feminina, excluindo-se as neoplasias cutaneas

ndo melanoma, somando entre as americanas 30% de todos os diagnosticos

de cancer e entre as brasileiras, 28% (SIEGEL et al., 2017; INCA, 2017).

O manejo de repercussdes psicossociais do tratamento do cancer de
mama ¢ considerado uma das prioridades na assisténcia as sobreviventes
(RUNOWICZ et al., 2016). Nesse contexto, a reconstru¢gdo de mama
constitui parte indispensavel do tratamento das pacientes portadoras de

neoplasia mamaria.

Além de demonstrar ndo interferir negativamente no tratamento
oncologico das pacientes, a reconstrugdo acarreta efeitos positivos na
melhora da qualidade de vida, satisfagao com a aparéncia, nivel de atividade
fisica, funcao sexual e psicossocial (VEIGA et al., 2004; KOKUBA et al.,
2008; ELTAHIR et al., 2013; NETO et al., 2013; YANG et al., 2015;
PINELL-WHITE et al., 2015a; AGUIAR et al., 2017).

A reconstru¢dao de mama possui duas modalidades bésicas: a autéloga
¢ a baseada em implantes. A reconstrugao autdloga, que emprega tecidos da
propria paciente classicamente por meio da confecgdo de retalhos, tem sido
considerada superior a reconstru¢cdo com implantes em termos de resultados
em longo prazo e da satisfacdo das pacientes (ELTAHIR et al., 2015;
WEICHMAN et al., 2015). No entanto, requer um tempo de recuperagao

mais longo e um maior numero de procedimentos de refinamento, além de
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gerar morbidade na area doadora. A reconstru¢do baseada em implantes, por
sua vez, permite uma recuperagao mais rapida e sem morbidade de areas
doadoras. Entretanto, apresenta diversas complicagdes a curto e longo prazo
como mau posicionamento de implantes, infec¢do, contratura capsular,
ruptura do implante, podendo requerer remogdo com ou sem substitui¢cao do

implante e reintervengao cirargica (FDA, 2011).

O enxerto de gordura ¢ uma opgao efetiva de reconstru¢ao de mama
autologa, pouco invasiva e de baixa morbidade. Pode ser aplicado a pacientes
mastectomizadas, submetidas a cirurgia conservadora no tratamento do
cancer de mama, e at¢é mesmo no tratamento da radiodermite pods-
radioterapia (AMAR et al., 2008, DELAY et al., 2008, RIGOTTI et al.,
2007). As vantagens da gordura na restituicdo volumétrica de tecidos moles
sdo inumeras: total biocompatibilidade, ampla disponibilidade, baixo custo,
estabilidade, potencial de longa permanéncia, possibilidade de remocao,
facilidade de coleta e processo de integracdo natural ao sitio enxertado

(COLEMAN, 2006).

Ainda na década de 1980, a American Society of Plastic Surgery
(ASPS) emitiu uma avaliacdo sobre o enxerto de gordura em mamas,
condenando de forma unanime o seu uso pelo possivel prejuizo no
rastreamento do cancer de mama por mamografia, devido a formagdo de
calcificagdes na area enxertada, podendo confundir clinicos e radiologistas

quanto a presenga de lesdes malignas ou benignas (KLING et al., 2013).

No entanto, as recomendagdes atuais, a respeito do uso de lipoenxertia
na mama, tornaram-se mais moderadas. Em 2009, a ASPS manifestou-se
novamente e atestou a incapacidade de realizar recomendagdes formais para
o uso da lipoenxertia, pela falta de estudos adequados. No entanto, nao

apresentou contraindicagdes ao procedimento, mas apenas recomendou
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cautela na sele¢do de pacientes com maior risco intrinseco de recidiva, como
as portadoras de historia familiar positiva ou mutacdes genéticas
(GUTOWSKI, 2009). O ultimo relatério da ASPS acerca do enxerto de
gordura em mamas ap6s mastectomia, publicado em 2015, indicou que o
procedimento apresentava 6timo resultado estético; frequente necessidade
de ser realizado em multiplas sessdes; baixo indice de complicagdes,
podendo este ser elevado pelo uso prévio de radioterapia; e incapacidade de
interferir no diagnostico precoce do cancer de mama ou de aumentar o risco
de recorréncia, sendo, portanto, considerado seguro e efetivo nesse grupo de

pacientes (ASPS, 2015).

O tecido adiposo, no entanto, nao se trata de um preenchedor inerte.
Nas ultimas décadas, foi reconhecido como uma rica fonte de células-tronco
multipotentes (ZUK et al., 2002) e de células residentes do sistema
imunologico (SILVA et al., 2016). Além da capacidade de reestabelecer o
volume nas reconstrucdes de partes moles e, em especial, na reconstrucao de
mama, a gordura pode ter efeitos angiogénicos, melhorar viabilidade de
retalhos e ser capaz de orquestrar uma resposta de cicatrizag¢do de feridas por
meio, principalmente da agdo das células-tronco do tecido adiposo
(SUARTZ et al., 2014, GIMBLE et al., 2016). A gordura ¢ muito ativa
quanto ao potencial secretério, podendo produzir e liberar diversos fatores
de crescimento e citocinas (KAPUR & KATZ, 2013, SCHAFFLER,
SCHOLMERIC & BUECHLER, 2007), mantendo tais caracteristicas,
mesmo apos criopreservacao (ZANATA et al., 2016). Isso rende ao tecido
adiposo um enorme potencial de interagdes autdcrinas, paracrinas e
endocrinas. Nesse potencial, residem ao mesmo tempo as melhores

expectativas € 0s maiores receios quanto ao enxerto de gordura em mamas.
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Os estudos experimentais sobre a interacao entre células do cancer de
mama e cé¢lulas-tronco do tecido adiposo (ASCs), em sua maioria,
demonstram o favorecimento da proliferacdo e da disseminacdo tumoral.
Uma revisao publicada por SCHWEIZER et al., em 2015, reuniu 26 estudos,
incluindo experimentos in vitro € in vivo e a quase totalidade deles apontava
para um aumento do crescimento tumoral, do potencial metastatico, da
transi¢do epitelial-mesenquimal e da angiogénese. Experimentos com ASCs
humanas e linhagens celulares de neoplasia mamaria demonstram que as
ASCs migram em dire¢do a sitios tumorais e podem realizar a transcri¢ao de

fatores pré e antitumorigénicos (SENST et al., 2013).

Os primeiros estudos clinicos sobre esse topico consistiram em séries
de casos. Avaliaram o resultado estético e a satisfacdo das pacientes apos
enxertia gordurosa nas mamas com resultados favordveis (ILLOUZ &
STERODIMAS, 2009). Como refinamento em procedimentos da
reconstru¢do pos-mastectomia ou nas reconstrugdes de cirurgia
conservadora da mama, ndo apontaram aumento de recidiva do cancer apos
enxerto de gordura, além de sugerir que se trata de procedimento de baixo
indice de complicagdes, e nao interfere no seguimento radiologico das
pacientes (PETIT et al., 2011, RIETJENS et al., 2011, IHRAI et al., 2013,
KAOUTZANIS et al., 2016). Em pacientes tratados com cirurgia
conservadora da mama ndo foi evidenciado aumento de recidiva da

neoplasia, apos reconstru¢ao com enxertia gordurosa (BRENELLI et al.,

2014).

Em seguida, foram realizados estudos do tipo coorte retrospectiva com
controles pareados, nos quais nao houve evidéncia de relagdo entre o enxerto
de gordura nas mamas ¢ a recidiva da neoplasia mamaria (PETIT et al., 2012,

GALE et al., 2015, KRONOWITZ et al., 2016). Apenas em um estudo
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realizado em pacientes com neoplasias intraepiteliais o enxerto de gordura
foi associado a um maior indice de recidiva, que ndo se manteve em

seguimento em longo prazo (PETIT et al., 2013, PETIT et al., 2017).

Portanto, os estudos clinicos nao fornecem substrato em suas
conclusdes para determinar condutas clinicas. Todavia, as publicacdes t€m
sido muito consistentes € concordantes em apontar a inexisténcia de
associacdo da enxertia gordurosa nas mamas com a recidiva local ou

sistémica da neoplasia.

A clara dissociagao entre resultados de estudos pré-clinicos e clinicos,
quanto a repercussao da enxertia gordurosa em mamas com neoplasia
maligna, ¢ um impedimento critico para a elabora¢dao de conclusdes sélidas,
capazes de embasar diretrizes para cirurgides plasticos, mastologistas e
oncologistas. A realizacdo de coortes prospectivas e de novos estudos com
modelos experimentais, que se aproximem do cendrio clinico, faz-se
imprescindivel para o esclarecimento da seguranga oncologica do enxerto de

gordura nas mamas de pacientes portadoras da neoplasia mamaria.
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2. OBJETIVO

Avaliar o impacto da lipoenxertia sobre caracteristicas
macroscopicas € microscopicas de tumores em modelo
experimental de neoplasia mamaria residual em

camundongos.
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3. LITERATURA

3.1. Lipoenxertia na Cirurgia Plastica geral e a descoberta de seu

potencial regenerativo

NEUBER (1893) descreveu o primeiro caso do uso de enxerto de
gordura na Cirurgia Plastica reparadora. Utilizou pequenos fragmentos de
gordura do membro superior para reparar defeito volumétrico conico,
decorrente de depressao cicatricial na regido infraorbitaria de um individuo
masculino de 20 anos, causado por osteite tuberculosa na infincia. O

procedimento teve bom resultado estético e ndo apresentou complicacdes.

CZERNY (1895) publicou o caso da primeira reconstrucao de mama
com gordura. Uma paciente de 41 anos, portadora de mastite intersticial com
suspeita de evolucdo para adenofibroma, foi indicada a submeter-se a
mastectomia. Por tratar-se de paciente com mamas hipertroéficas, uma
notavel assimetria adviria desse procedimento cirurgico. Um volumoso
lipoma, localizado no flanco direito, foi transplantado com capsula integra
para a mama como procedimento de reconstru¢dao. A mama enxertada foi
avaliada como levemente menor e mais escura que a contralateral, mas foi

considerada com boa evolucao.

PEER (1950) propds-se a estudar em humanos a perda de volume e
peso dos enxertos de gordura. Desejava resolver duvidas cruciais acerca da

lipoenxertia: mecanismo de integracdo da gordura autdloga e homologa,
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tamanho ideal, percentual de perda volumétrica, absor¢do e invasdo por
células hospedeiras, e vascularizagdo. Demonstrou completa absorcdo de
enxertos 1s6genos em um seguimento de seis meses. Enxertos autdlogos de
multiplos fragmentos perderam mais massa (79%) do que os enxertos em
bloco (45%). Analise histologica demonstrou degeneragdo inicial nao
centralizada da gordura enxertada, formagdo de cistos, vascularizacao
crescente por inosculacdo e formagado de capsula. O autor propde ainda uma
estabilizacdo volumétrica do enxerto apos um ano, exceto em casos de
grandes variacdes ponderais do receptor. Conclui com a “teoria da
sobrevivéncia celular” e postula que uma célula adiposa componente do
enxerto pode ter dois destinos: sobreviver e manter suas caracteristicas, ou

morrer € ser substituida por tecido fibroso.

ILLOUZ (1983) foi o pioneiro ao propor a lipoaspiragao como método
de correcao de deformidades da lipodistrofia, sem grandes descolamentos ou
ressecgoes cutaneas. 3447 pacientes foram submetidas a aspiracdo com
canula romba, de ponta redonda e com orificios voltados para o subcutaneo
a uma profundidade de um centimetro (cm) da pele em diversas topografias:
flancos, culotes, abdome, tornozelo, submento, face interna dos joelhos e
bracos. O limite de aspiracao foi definido em seis libras. O autor considerou
os resultados bons por meio de critérios proprios, € sem considerar o ponto

de vista das pacientes. Nenhum tipo de complicacao foi citado.

COLEMAN (1995) publicou uma série de casos de lipoenxertia com
seguimento de até seis anos. Na metodologia, detalhou a técnica de Coleman
para obtengdo e preparo do enxerto de gordura, que consiste na aspiragao
com canula romba de trés milimetros (mm) de didmetro conectada a seringa

de 10 mililitros (ml) com baixa pressao negativa, para reduzir o trauma ao
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tecido adiposo; seguida de preparo por centrifugagdo, durante trés minutos a
3000 rotagdes por minuto (rpm), para separar os componentes do
lipoaspirado entre adiposos, aquosos € oleosos; e, por fim, a enxertia em
multiplos tuneis por meio de canula romba em contato proximo a tecidos

bem vascularizados.

ZUK et al. (2001) buscavam uma fonte de obten¢ao de células-tronco
para aplicagdes em medicina regenerativa com melhor rendimento € menor
morbidade na coleta que a medula dssea. Descobriram em seu estudo que, a
partir da lipoaspiracao, era possivel obter uma populagado celular semelhante
a fibroblastos, que chamaram de lipoaspirado processado (PLA). O
processamento da gordura para obtencdo de PLA foi feito por meio de
lavagem, digestdo enzimdtica da matriz extracelular com colagenase,
centrifugacdo e lise de hemacias, obtendo-se um botdo celular da fracao
estromal vascular. As células componentes do botao foram submetidas a
cultura em frasco pléstico. A fracdo celular que aderiu ao plastico foi
chamada inicialmente de lipoaspirado processado e, logo mais, de células-
tronco derivadas do tecido adiposo (ASCs). Tais células demonstraram perfil
de marcadores de superficie de linhagem mesodérmica e capacidade de
manutengdo estavel e duplicacdo in vitro por periodos longos, sem evoluir
para senescéncia. Apresentaram potencial de diferenciacdo, quando
estimuladas por meio de cultura especifica, em adipocitos, condrdcitos,
ostedcitos e mideitos. Consideraram essas células multipotentes possiveis

alternativas ao uso de células-tronco da medula Ossea.

ZUK et al. (2002) prosseguiram com o estudo da caracterizagdao das
células do PLA e de seus clones ¢ a comparacdo as células-tronco

mesenquimais derivadas da medula ¢ssea. Ambas as populagdes
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apresentaram marcadores de superficies de células-tronco mesenquimais,
com pequenas diferencas quanto a expressdao de cluster of differentiation
(CDs) 49d e 106, o que confirma tratarem-se de diferentes populacdes de
células-tronco mesenquimais. A diferenciagdo das ASCs em linhagens
adipogénica, osteogénica, condrogénica, miogénica € neurogénica teve
comprovagdo nio apenas morfologica, mas também por expressao génica e
sintese protéica, com diferencas leves em relagdo aos seus pares medulares.
Nao apenas as ASCs isoladas, mas os seus clones mantiveram a capacidade
de pluridiferenciagdo. S3o considerados achados muito promissores a
multipotencialidade e a plasticidade dos clones das ASCs como uma nova

fonte de recurso para a medicina regenerativa.

KOKALI et al. (2016) produziram um estudo sobre a manutencdo da
funcdo das ASCs com o avanco da idade. A perspectiva de utilizar ASCs
para terapias regenerativas levou varios pacientes a optar por manter as suas
células em bancos celulares. No entanto, nao ha defini¢do de uma idade ideal
para a coleta celular. Foram comparadas as taxas de recuperagao celular, a
viabilidade e a composi¢do celular de fragdes estromais vasculares e a
capacidade de proliferagdo e diferenciacao das ASCs de trés individuos
coletadas com intervalos de tempo de 7 a 12 anos a partir do mesmo
individuo. A subpopulagdo de ASCs representou até 2% das células
recuperadas a partir da gordura. Nao foram evidenciadas diferencas
estatisticamente significantes entre composicao ou taxa de recuperagao

celular, capacidade proliferativa ou de tridiferenciacao.
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3.2. Estudos clinicos sobre lipoenxertia na reconstru¢io de mama

RIETJENS et al. (2011) publicaram uma série de 158 casos de
pacientes submetidas a lipoenxertia segundo a técnica de Coleman (1995)
para reconstrucdo mamaria, das quais 98% possuiam cancer de mama.
Descreveram complicagdes imediatas pouco moérbidas como liponecrose e
infeccao local em até 3,6% casos. Demonstraram pequena incidéncia (5,9%)
de alteragdes mamograficas em seguimento pos-operatorio de seis meses,
sendo todas elas sugestivas de benignidade. Defenderam o enxerto de
gordura como modalidade factivel e pouco modrbida na reconstru¢do de
mama, mas destacaram a necessidade de mais estudos quanto a reteng¢do do
volume enxertado e ao risco potencial de ativacdo de células tumorais

“adormecidas” na promogao da recorréncia local.

PETIT et al. (2011) fizeram uma série de casos em 3 servigos distintos
de cirurgia plastica europeus e reuniram 646 pacientes com o critério de
inclusdo abrangente de ter sido submetida a enxerto de gordura nas mamas
apos tratamento cirtirgico de neoplasia mamaria, sem distingao de subgrupos
por variaveis oncoldgicas ou grupo controle sem lipoenxertia. As taxas de
recidiva loco-regional total de 2,4% e de 1,5% ao ano foram condizentes com
achados de estudos semelhantes prévios. Foram avaliadas ainda alteragdes
radiologicas pos-enxerto de gordura, que ocorreram em 10,1% das pacientes
avaliadas e resultaram em apenas dois casos de recidiva (16,6% das
pacientes com alteracdes radiologicas). As complicagdes ocorreram em
2,8% dos casos, sendo a liponecrose isolada responsavel por 2%. Devido ao
delineamento do estudo, as conclusdes possiveis foram apenas a baixa taxa

de complicacdes associada ao procedimento e a incapacidade de o enxerto
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de gordura interferir no seguimento radioldgico pos-operatdrio das pacientes

portadoras de neoplasia mamaria.

PARIKH et al. (2012) estudaram retrospectivamente prontudrios de
286 pacientes submetidas a reconstru¢cdo de mama com lipoenxertia como
refinamento de contorno em procedimento secundario. 37 pacientes
apresentaram 66 massas palpaveis nas mamas e foram submetidas a exame
de imagem. Os exames foram avaliados por um radiologista “cego” e
classificadas conforme a escala Breast Imaging Reporting and Data System
(BIRADS) para ultrassonografia em cinco categorias diferentes, sendo
apenas uma suspeita de malignidade. Apenas uma das 66 lesdes estudadas
era maligna, mas havia se desenvolvido em sitio distante da lipoenxertia.
Todas as demais lesdes, incluindo 85,7% das lesdes suspeitas de malignidade
eram, na verdade, esteatonecroses. Um total de 29 dessas lesoes foram
submetidas a ultrassonografia de controle em seis meses € nao revelaram
nenhuma alteracdo em tamanho ou vascularizacdo. Propde-se que a ultra-
sonografia pode ser um método confidvel para diferenciar lesdes palpaveis
entre necrose gordurosa e recorréncia tumoral, no entanto, estudos
prospectivos sdo necessarios para confirmar a reprodutibilidade e validade

desse método.

RUBIN ef al. (2012) realizaram um estudo comparando alteragdes
radiograficas em mamas apos lipoenxertia enriquecida com fragao estromal
para aumento primdrio numa populacdo de 27 mulheres japonesas e apos
mamoplastia redutora de pediculo medial ou infero-medial em 23 mulheres
americanas. Exames mamograficos realizados para seguimento pods-
operatorio em um ano foram avaliados por oito radiologistas diferentes e

“cegos”. Cicatrizes, calcificacdes benignas e massas requerendo biopsia
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foram significantemente menos comuns no grupo da lipoenxertia assim
como a pontuacao na Escala de BIRADS. Diante dos resultados, os autores
advogaram pela seguranca do enxerto de gordura nas mamas, no que diz
respeito ao rastreamento do cancer de mama. Defenderam que as alteragdes
mamograficas produzidas por esse procedimento ndo foram maiores do que
as provocadas pela mamoplastia redutora, cirurgia consagrada e nao

considerada potencial prejuizo ao rastreamento da neoplasia mamaria.

PEREZ-CANO et al. (2012) desenvolveram um ensaio clinico
prospectivo, multicéntrico e ndo randomizado para avaliar o uso de enxerto
de gordura enriquecidos com células estromais derivadas do tecido adiposo.
Foram recrutadas 67 pacientes (68 mamas) em quatro paises e submetidas
ao enxerto de gordura para reconstrucdo de defeitos volumétricos apos
cirurgia conservadora para tratamento do cancer de mama. Os focos
principais do estudo eram satisfacdo de pacientes e cirurgides com o
resultado estético, melhora de sintomas e sinais de radiodermite (61
pacientes tinham sido submetidas a radioterapia), correcao de deformidades
volumétricas avaliadas por ressonancia magnética. A satisfagcdo foi relatada
como alta tanto por pacientes como pelos cirurgides. A radiodermite nao
apresentou melhoras significativas, mas isso pode ter sido devido a exclusao
de pacientes com casos mais avangados, o que reduz o potencial de aferi¢ao
de mudancas. As imagens de ressonancia magnética apresentaram bastante
dificuldade de revelar mudancas volumétricas nas mamas, levando a uma
discrepancia entre as imagens e os resultados clinicamente observados e
sugerindo que outros métodos de imagem em trés dimensdes deveriam ser
empregados nessa avaliagdo com maior potencial de correlagcdo clinica.
Também foi evidenciado que nenhuma das pacientes apresentou recorréncia

tumoral local, ap6s o procedimento de lipoenxertia, enriquecida com células
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estromais, derivadas do tecido adiposo em seguimento de um ano. Embora
o periodo seja curto, esse dado foi apresentado pelos autores como promissor

¢ fomentador da necessidade de novas investigagoes.

PETIT et al. (2012) publicaram uma série de 963 pacientes do Instituto
Europeu de Oncologia, cujos prontuarios foram avaliados
retrospectivamente, sendo 321 pacientes submetidas a lipoenxertia e 642
controles pareados. O pareamento dos grupos foi feito quanto a idade, tipo e
tempo da cirurgia primaria para tratamento do cancer de mama, tipo e grau
histologico do tumor e status dos receptores estrogénicos. O seguimento
médio foi de 56 meses desde o tratamento primario da neoplasia mamaria e
26 meses a partir de uma linha de base, que seria a data do enxerto de gordura
para o grupo estudo e o mesmo tempo livre de recidiva decorrido desde a
cirurgia primaria no grupo controle. Nao houve diferenca na incidéncia
cumulativa de eventos locais em ambos os grupos, independentemente da
forma de tratamento primaria do tumor, entre as quais a mastectomia foi mais
comum (59%) que a cirurgia conservadora. Uma andlise de subgrupo foi
feita para pacientes com neoplasias intra-epiteliais, onde as pacientes
submetidas ao enxerto gorduroso apresentaram niveis de recidiva tumoral
local significantemente maiores. No entanto, tratava-se apenas de 37
pacientes e uma populacdo heterogénea no que se refere a caracteristicas
tumorais, de modo que mais estudos precisariam esclarecer se trata-se apenas
de um viés de selecdo ou se tais resultados podem ser clinicamente
relevantes. Uma consideragdo importante foi feita quanto ao fato de
pacientes submetidas a lipoenxertia terem sido submetidas a avaliacao
clinica antes do procedimento de modo que foram excluidas por
contraindicagdo cirurgica aquelas que apresentassem alteragdes clinicas.

Dessa forma, foi realizada uma analise especifica considerando um periodo
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de seis meses a partir da linha de base para ambos os grupos (periodo em que
haveria maior risco de recidiva) e, ainda assim, nenhuma diferenca de risco

de recorréncia foi detectada.

PETIT et al. (2013) publicaram um trabalho subsequente com enfoque
especifico em neoplasias intraepiteliais. Foram selecionadas 59 pacientes e,
para cada uma delas, dois controles foram pareados quanto a idade,
caracteristicas do tumor (histologia lobular ou ductal e positividade para
receptores estrogénicos) e tratamento (tipo € momento da cirurgia primaria,
status das margens de ressecc¢ao, radioterapia e uso de terapia hormonal). O
seguimento médio foi de 63 meses para o grupo estudo e 66 meses, para o
controle. A incidéncia cumulativa em cinco anos de recorréncia foi 18% para
pacientes que receberam enxerto de gordura e 3% para as que nao receberam,
sendo essa diferenca estatisticamente significante. O tempo de ocorréncia
das recidivas também foi mais curto para o grupo estudo (36 meses versus
56 meses). Uma analise de subgrupo exploratdria foi realizada apontando
para idade menor que 50 anos, quadrantectomia como tratamento primario,
tempo entre tratamento do tumor e lipoenxertia, tumores de alto grau
histoldégico e Ki67 maior ou igual a 14 como fatores de possivel aumento de
risco para recidiva apos lipoenxertia. No entanto, devido ao pequeno niimero
de pacientes incluidas nessa analise, ela nao gerou conclusdes solidas e
generalizaveis. Para justificar o risco aumentado de recorréncia tumoral
nesse grupo de pacientes, foi aventada a hipdtese de que neoplasias
intraepiteliais, por acumularem menos alteragdes genéticas que as demais,
podem ser mais suscetiveis a sinalizacdo de estimulo proliferativo

proveniente das células estromais derivadas do tecido adiposo.
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KLING et al. (2013) enviaram um questiondrio por meio de correio
eletronico a 2584 membros da Sociedade Americana de Cirurgia Pléstica
com perguntas relacionadas a prevaléncia e aplicagdes da lipoenxertia na
mama. Obtiveram resposta de 456 membros e 62% declararam fazer uso
frequente do enxerto de gordura na reconstru¢do de mama, principalmente
como terapia adjuvante ao uso de implantes ou retalhos, e 28%, na cirurgia
estética da mama. 87% dos cirurgides que indicaram regularmente o enxerto
de gordura na reconstru¢do de mama, o fizeram, inclusive, na cirurgia
conservadora para tratamento do cancer de mama. A coleta mais comumente
utilizada era feita com canulas a partir da gordura abdominal, e os modos de
preparo mais usados eram filtracdo e centrifugacdo. Metade dos
entrevistados julgava como obstadculo ao uso o enxerto de gordura a baixa
previsibilidade de retencao e a possibilidade de interferir com o rastreamento
do cancer; 49% apontaram a falta de evidéncia sobre o impacto da
lipoenxertia no risco de surgimento ou recorréncia da neoplasia mamaria.
Sugeriram a necessidade de padronizagdo técnica do procedimento e a
criagdo de um banco de dados clinicos nacional e prospectivo do uso da

lipoenxertia em cirurgia estética e reconstru¢do de mama.

SKILLMAN et al. (2013) elaboraram um questionario sobre
frequéncia do uso da lipoenxertia e familiaridade com a técnica. Enviaram-
no por correio eletronico e ofereceram em eventos cientificos. Obtiveram um
total de 228 respostas entre cirurgides plasticos e mastologistas britanicos.
69% dos cirurgides plasticos declararam fazer enxerto de gordura nas mamas
regularmente. Cirurgides mais jovens tenderam a utilizar essa técnica de
forma mais frequente. Mais de 60% dos cirurgides acreditavam que os
beneficios da lipoenxertia superam os riscos, embora eles levantassem

alguns pontos de ressalva como a falta de estudos prospectivos com
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seguimento longo, a preocupacao com o conteudo de células-tronco na
gordura enxertada, as alteracdes radioldgicas decorrentes do procedimento,
a necessidade de multiplos procedimentos e a possivel necessidade de
bidpsia em areas de esteatonecrose. Concluiram estimulando a criagdo de um
sistema de informacgdes, incluindo dados sobre recorréncia, sequela

radiologica e resultado cosmético nas pacientes.

IHRALI et al. (2013) descreveram uma série retrospectiva de casos
franceses de 64 pacientes submetidas a reconstrugdo mamaria tardia com
lipoenxertia e seguidas por, em média, 124.7 meses, na qual apenas dois
casos apresentaram recidiva tumoral. Particularmente, as duas pacientes que
sofreram recidiva tinham, primariamente, tumores de estddio mais avancado,
naturalmente com maior risco de recidiva, e receberam lipoenxertia 13.2
meses € 7.7 meses apos a mastectomia. Comparado as demais séries de
casos publicadas, o periodo entre tratamento primario do cancer e enxerto
gorduroso foi mais curto, o que pode ter favorecido as recorréncias em um
territorio jA mais propenso pelas caracteristicas iniciais dos tumores.
Sugeriram o uso de escores padronizados de risco de recidiva em cinco ou

dez anos para auxiliar a individualiza¢ao da indicagao do enxerto de gordura.

BRENELLI et al. (2014) apresentaram uma série prospectiva de
casos. 59 pacientes tratadas cirurgicamente para neoplasia mamaria com
cirurgia conservadora foram submetidas a reconstrucio de mama com
enxerto de gordura em média 76 meses apOs o tratamento oncoldgico. A
maioria (69,3%) das pacientes apresentava estagios precoces de neoplasia
mamaria e 94,9% tinham sido submetidas a radioterapia adjuvante. Recidiva

de 4% e risco de recidiva de 1,4% ao ano foram condizentes com a literatura
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atual. E mais uma vez ndo se provou aumento da recidiva da neoplasia

mamaria apos a realiza¢do de enxerto de gordura em mamas.

GALE et al. (2015) reproduziram com casuistica britanica uma
metodologia muito semelhante ao trabalho de Petit ef al.,, em 2012. Uma
série de 211 casos foi analisada retrospectivamente e comparada a 422
controles pareados por idade, tempo decorrido entre a cirurgia e o tratamento
do cancer, tipo de cirurgia, histologia tumoral, positividade para receptores
estrogénicos e tempo livre de doenca até o enxerto de gordura. Nenhuma
associagao significante entre lipoenxertia e recorréncia do cancer de mama
foi observada. A subpopulacdo submetida a tratamento cirrgico
conservador da neoplasia mamaria foi apenas 16.6% e, nesse grupo, a
recorréncia foi mais alta que nos seus controles pareados, mas ndo atingiu
significancia estatistica. Foi ressaltada a importante questdo de o tempo
decorrido entre o tratamento do tumor e a lipoenxertia poder relacionar-se
ao risco de recidiva, sendo esta maior quanto menor for aquele.
Consideragdes quanto as bases moleculares desses achados foram discutidas,
como o papel secretor angiogé€nico, antiapoptdtico e imunomodulatoério das
células derivadas do tecido adiposo. Ainda foram feitas hipoteses de
atividade imunoldgica e maior complexidade bioldgica para explicar a
divergéncia entre resultados clinicos, apontando em direcdo a segurancga da
lipoenxertia como meétodo de reconstru¢do da mama e a profusdo de
trabalhos experimentais in vitro € in vivo, apresentando maior proliferagdo e
disseminacdo de células de neoplasia mamaria em contato com células

estromais do tecido adiposo.
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PINELL-WHITE et al. (2015b) fizeram um estudo prospectivo de
coorte com pacientes submetidas a reconstru¢do de mama com lipoenxertia
¢ controles pareados por idade no momento da reconstrugdao, tempo
decorrido desde a reconstrucao e tipo de reconstru¢ao (implantes ou tecido
autologo). Foram analisadas imagens do seguimento oncoldgico de até
quatro anos de 51 mamas reconstruidas. Pacientes que receberam enxerto de
gordura necessitaram de mais exames de imagem em seu seguimento ¢ de
maior niumero de bidpsias, sem significancia estatistica. A incidéncia de
achados anormais de imagem foi idéntica entre os grupos e foi encontrada
uma baixa correlagdo entre a area desses achados e os sitios de lipoenxertia.
Os autores sugeriram que mamas com enxerto de gordura sofreram um
nimero maior de procedimentos cirurgicos € essa frequéncia de reoperacoes,
e ndo o enxerto de gordura em si, pode ser responsavel pela maior incidéncia

de alteracdes radiologicas.

KAOUTZANIS et al. (2016) relataram uma série de casos de
pacientes americanas em Michigan, avaliando recorréncia de neoplasia
mamaria especificamente no grupo que recebeu enxerto de gordura na sua
indicacdo mais difundida: os refinamentos em reconstru¢cdo de mama.
Pacientes submetidas a mastectomia e reconstru¢do autéloga ou baseada em
implantes tiveram seus prontudarios revisados de forma retrospectiva. 107
pacientes (167 mamas) foram seguidas, em média por 20,2 meses. 31,7% das
pacientes (53/167 mamas) tiveram de ser submetidas a investigacdo
diagndstica da mama apds a lipoenxertia. Dessas, 28 o fizeram por
procedimento de vigilancia proprio da instituicdo onde eram tratadas e 25 o
fizeram por indicacao clinica (lesdo palpavel, dor persistente, hipotese de
ruptura capsular). Apenas oito necessitaram de biopsia apos exame de

imagem e em nenhum desses casos malignidade foi confirmada. Isso veio a
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reforgar a hipotese de que o enxerto de gordura, em sua aplicagcdo mais

comum, nao demonstrou estar associado a maior indice de recorréncia.

KRONOWITZ et al. (2016) realizaram um estudo retrospectivo de
controles pareados no MD Anderson Cancer Center (Texas, EUA) com a
maior casuistica at¢ o momento (1024 casos e 670 controles pareados).
Compararam pacientes submetidas a mastectomia e reconstru¢ao, com ou
sem enxerto de gordura, quanto a incidéncia de recidiva tumoral e avaliaram
ainda um grupo de pacientes que se submeteram a mastectomia redutora de
risco ¢ lipoenxertia, quanto ao risco de desenvolverem tumores primarios da
mama. Apesar das heterogeneidades dos grupos controle e caso quanto a
idade, estagio da neoplasia, positividade para HER2-neu (Human Epidermal
growth factor Receptor 2, receptor do fator de crescimento epidérmico
humano 2), uso de quimioterapia e hormonioterapia, os autores defenderam
que as diferencas convergiram de modo a ndo comprometer a
comparabilidade dos grupos. De um modo geral, diferencas em recorréncia
local ou sistémica nao foram encontradas. Em se tratando de recorréncia
local, evidenciou-se numa analise de subgrupo um aumento de risco nas
pacientes em uso de hormonioterapia € cujas mamas foram reconstruidas
com lipoenxertia. Nenhuma paciente no grupo de mastectomia redutora de
risco evoluiu com neoplasia mamaria num seguimento de 33,6 meses,
mesmo no subgrupo com genes BRCA positivos. As diferencas entre os
grupos controle e caso e o delineamento retrospectivo do estudo mantiveram
as suas contribui¢cdes relevantes, porém dignas de ressalvas e ainda
insuficientes para determinacdo de conduta terapéutica. Seus autores, no
entanto, concluiram, com uma visdo otimista que, até¢ a definigdo dos reais
riscos da lipoenxertia, ndo reconheciam motivos para o abandono ou a

restri¢ao dessa modalidade na reconstru¢do de mama.
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PETIT et al. (2017) avaliaram pacientes que receberam tratamento
cirtirgico conservador para o cancer de mama e enxerto de gordura como
modalidade de reconstru¢ao. Num estudo de caso-controle, recrutaram um
total de 644 pacientes com neoplasia mamaria (322 controles e 322 casos),
pareadas quanto a idade, tamanho do tumor, nimero de linfonodos
acometidos, status do receptor de estrogénio, indice proliferativo de Ki67,
status de superexpressdo de HER-2, uso de quimioterapia neoadjuvante e
tipo de radioterapia adjuvante. O tempo médio de seguimento foi de 4,8 anos
para casos e 4,4 para controles. Nao foram observadas diferencas no
desenvolvimento de recorréncia ipsilateral, metastases linfonodais ou a
distancia, cancer de mama contralateral, novo tumor primario da mama ou
mortalidade. Neste estudo, mencionaram ainda dados nao publicados de uma
analise estatistica com maior tempo de seguimento da coorte publicada em
2013 com pacientes portadoras de neoplasia intraepitelial. No seguimento
mais longo, ndo foi possivel comprovar o aumento de recorréncia em

pacientes submetidas a lipoenxertia.

3.3. Revisoes e regulamentacio da lipoenxertia em mamas

A American Society of Plastic and Reconstructive Surgery - ASPRS
(1987) emitiu comunicado oficial, com base nos estudos disponiveis até o
momento, contraindicando o uso de enxerto de gordura autélogo no aumento
mamario. Justificavam que a integracao do enxerto era baixa ¢ a resposta do
tecido ndo integrado era formacao de fibrose e calcificacdo. Como resultado,
acreditava-se que isso dificultaria o exame clinico e, principalmente, a

deteccdo do cancer de mama por meio da mamografia.
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GUTOWSKI (2009) relatou o resultado de uma forca-tarefa criada
pela American Society of Plastic Surgeons dedicada a elaborar uma revisao
baseada em evidéncias sobre a eficacia e a seguranga do enxerto de gordura
nas mamas, e fornecer recomendagdes praticas. A busca de literatura foi feita
nas bases PubMed e Cochrane, apenas em lingua inglesa e francesa, e
estudos em humanos, resultando em 110 artigos. As recomendacdes foram:
a lipoenxertia poderia ser indicada para mamoplastia de aumento e
reconstru¢do de mama, no entanto, os resultados eram dependentes da
técnica e da experiéncia do cirurgido; a lipoenxertia mamaria poderia ser
considerada um método seguro, porém as pacientes deveriam ser
esclarecidas sobre possiveis complica¢des, sendo a infeccdo a principal
delas, e assinar termo de consentimento; na determinacdo da paciente
candidata a lipoenxertia nas mamas, o cirurgido deveria ser cauteloso com
as que possuem antecedentes pessoais ou familiares de neoplasia mamaria
ou mutacdes génicas de alto risco para cancer de mama; no pré-operatorio
da lipoenxertia, deveria ser solicitada mamografia. Ressalvas foram feitas
acerca do pequeno numero de estudos e da baixa qualidade metodologica
deles, impedindo recomendacdes especificas e de alto nivel de evidéncia em

diversos topicos.

LOHSIRIWAT et al. (2011) publicaram uma revisao narrativa sobre
o papel do enxerto de gordura nas pacientes com cancer de mama.
Reconhecido como uma ferramenta importante e de uso comum no arsenal
da reconstru¢do mamaria, o enxerto gorduroso ndo apenas restabelece
volume, mas também ¢ capaz e melhorar cicatrizes e danos da radiodermite.
A interacdo da gordura enxertada com as células tumorais parece dar-se
muito mais por meio da composicao estromal e extracelular do tumor do que

por uma acao célula-célula. O tecido adiposo ¢ capaz de secretar diversas
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adipocinas, fatores com acdo endocrina, paricrina e autdcrina. Dentre as
principais adipocinas, destacam-se a leptina e a adiponectina. A primeira
parece ter relagdo independente com a carcinogénese mamaria € esta
aumentada em pacientes com outros tipos de neoplasia também (pulmao,
estdmago, colon, rim, tumores epiteliais e leucemias). A adiponectina, por
outro lado, parece estar reduzida em pacientes com neoplasia mamaria e
pode reduzir a proliferacao e viabilidade de linhagens celulares de cancer de
mama comercialmente disponiveis. O aprisionamento de células em fases do
ciclo celular onde nao ha proliferagdo parece ser o principal mecanismo.
Possivelmente, por essas agdes divergentes de fatores secretados, também
sdo identificados discrepantes efeitos de populagdes celulares, podendo os
adipdcitos estimularem o crescimento tumoral e os pré-adipocitos o inibirem
sob as mesmas condi¢des. Outros fatores como estromalisina-3, matriz
metaloproteinase e colageno tipo VI também sdo implicados nessa relacao
tumor-estroma e parecem favorecer proliferacdo da neoplasia mamaria in
vitro. Estudos translacionais sdo apontados como o caminho para esclarecer

essas questoes.

A Société Frangaise de Chirurgie Plastique Reconstructrice et
Esthétique - SOFCPRE (2012) emitiu um parecer sobre o enxerto de gordura
em mamas, revogando o anterior de 2008. Reconhecem o risco de formar
calcificagdes que podem atrapalhar o rastreamento do cancer de mama e a
incerteza acerca do aumento do risco de neoplasia mamaria, embora nao
houvesse at¢ 0 momento estudos comprovando esse aumento. Propuseram
que a lipoenxertia para aumento primdrio das mamas fosse indicada a
mulheres acima de 35 anos, sem antecedentes pessoais ou familiares de
neoplasia mamaria e com mamografia normal. Na reconstru¢do mamaria,

acreditavam que a gordura enxertada poderia se opor ao efeito da
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radioterapia e aumentar a recidiva local. Sugeriram apenas indicéa-la apos
trés anos do controle da neoplasia em pacientes maiores de 50 anos, ou com
intervalos maiores, conforme a idade das pacientes. Recomendaram também

a criagdo de uma base nacional de dados sobre a lipoenxertia nas mamas.

A American Society of Plastic Surgeons - ASPS (2012) atualizou as
recomendagdes quanto a lipoenxertia em mamas pds-mastectomia,
realizadas previamente em 2009. Um comité formado para avaliar a
seguranca dos pacientes foi designado para revisar a literatura. Detectaram
que a lipoenxertia ¢ efetiva e segura para a reconstru¢ado de mama pos-
mastectomia, quando ndo hé tecido mamario residual, promovendo bom
resultado estético e altos niveis de satisfagdo das pacientes, principalmente
quando realizada em multiplas etapas. Foram demonstrados bons resultados
na sindrome de dor pods-mastectomia e na radiodermite. A revisdao
contabilizou baixos indices de complicagdes € ndo evidenciou aumento de
recorréncia ou dificuldades na detec¢cdo do cancer de mama apos o enxerto

de gordura.

KASEM et al. (2015) discorreram em sua revisao sobre as aplicagdes
clinicas e as dificuldades iniciais da lipoenxertia, como a variavel retengao
volumétrica e os artefatos radiograficos. Destacaram que havia uma pobreza
de estudos para regulamentagdo da técnica do enxerto gorduroso. A coleta
era realizada, de modo geral, com canula romba apo6s infiltracao de solugao
vasoconstritora. A preparacdo do enxerto seguia mais comumente a técnica
de Coleman (1995), que consiste na coleta em seringas seguida de
centrifugacao da gordura, com descarte das camadas inferior e sobrenadante.
Citaram o enriquecimento do enxerto com ASCs (transferéncia de gordura

assistida por células) e fatores de crescimento e o preparo do leito por
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expansao como estratégias para uma melhor retencdo volumétrica. Em se
tratando de evidéncias clinicas, apenas foi sugerida a possibilidade de maior
recorréncia em paciente com neoplasia intraepitelial que receberam
lipoenxertia. Concluiram que, embora a experiéncia clinica sugira a
seguranca oncologica do enxerto de gordura, as pacientes com fatores de
risco para recidiva local deveriam ser esclarecidas sobre os riscos potenciais

dessa modalidade de reconstrucao de mama.

AGHA et al. (2015) realizaram uma meticulosa revisao sistematica
com metanalise sobre o uso de enxerto de gordura autdlogo para
reconstru¢do de mama. A maioria dos estudos selecionados foi avaliada
como de baixa ou muito baixa qualidade. Os desfechos oncologicos foram
avaliados e nenhuma correlagdo entre recorréncia da neoplasia e enxerto de
gordura foi encontrada. Quanto aos desfechos clinicos, esteatonecrose foi o
achado mais comum, mas considerado de baixa gravidade requerendo
minima intervencgao clinica ou observagdo. Desfechos estéticos relatados
pelo paciente ndo foram avaliados nos estudos-base por métodos
padronizados, o que limitou a analise. Desfechos radioldgicos mostraram
que 11,5% das pacientes apresentaram achados radiologicos e necessitaram
de uma solicitagdo de mamografia extra no seu seguimento; e 2,7%
necessitaram realizar biopsia, o que pode ter representado impacto
psicologico negativo para esse grupo. Devido a baixa qualidade e
heterogeneidade dos estudos disponiveis para inclusdo, nao foi possivel
realizar uma metandlise. Atestaram que a presente revisdo sistematica

deveria ser considerada com bastante cautela.
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BERTOLINI, PETIT, KOLONIN (2015) escreveram um artigo de
revisdo sobre a influéncia do tecido adiposo branco utilizado em
reconstrugdes de mama e a recorréncia da neoplasia. A semelhanca entre os
componentes da fragdo estromal da gordura e os do microambiente tumoral
levantaram hipoteses de que o enxerto gorduroso poderia favorecer o
crescimento e a disseminag¢do de tumores assim como apontaram para a
possibilidade de um precursor comum entre as células estromais
mesenquimais € os fibroblastos associados ao cancer. As células estromais
do enxerto gorduroso reconheceriam o tumor como uma area de
hipdxia/inflamacao, migrariam em sua direcdo e secretariam localmente
fatores angiogénicos e proliferativos. Estudos clinicos de metodologia
rigorosa, porém retrospectivos, ndo comprovaram aumento de recorréncia
do cancer de mama em pacientes tratadas com lipoenxertia. Como solugdes
para essa aparente contradi¢do, os autores propuseram a associagdo de
cirurgides plasticos com estaticistas a fim de revisar e fabricar evidéncias
estatisticamente legitimas a partir de dados retrospectivos ja existentes;
melhoria de modelos experimentais ortotopicos para o estudo da gordura
como capaz de promover a reconstru¢do de partes moles sem estimular
recorréncia ou metastase em tumores de mama; estudar pré-clinicamente e
em ensaios clinicos a eficacia de intervengdes que possam reduzir a
recorréncia da neoplasia mamadria na populacdo de pacientes candidatas a
reconstru¢do com lipoenxertia, sejam essas farmacologicas (como o uso de
metformina) ou ndo farmacolédgicas (como o combate a obesidade). Como
conclusdes, apontaram como prioridade a realizacdo de revisdes e estudos
retrospectivos para que sejam estabelecidas, em curto prazo, medidas
regulatérias que garantam a seguranca das pacientes; e, em paralelo, estudos
pré-clinicos e clinicos deveriam ser iniciados para fornecer evidéncias

cientificas acerca desse tratamento.
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CHARVET et al. (2015) realizaram revisdo ndo sistemadtica entre
janeiro de 2010 e dezembro de 2014 nas bases PubMed e Google Scholar
sobre o enxerto de gordura e a neoplasia mamaria. Reuniram 16 estudos
clinicos e nove estudos experimentais. A partir dos estudos in vitro € in vivo,
concluiram que as ASCs poderiam criar um microambiente favoravel ao
aumento de tumorigenicidade das células do cancer de mama, seja por meio
de interagdes célula a célula ou por meio de fatores secretorios. Além das
ASCs, relataram estudos evidenciando implicagdes de progenitores
endoteliais favorecendo a angiogénese tumoral. Destacaram ainda as
evidéncias de aumento da expressdao de genes associados a inflamacao,
proliferacdo, invasdo e migracdo no tecido gorduroso adjacente a neoplasia
mamaria. Dentre os estudos clinicos, totalizaram 2100 pacientes com taxa de
recidiva local de 2,2%. Nos estudos comparativos com grupo controle,
apenas pacientes com neoplasia intraepitelial foram relatadas como
portadoras de taxa de recorréncia significantemente maior quando
submetidas a lipoenxertia. Em suas conclusdes, destacaram a dissociagao
entre achados clinicos e experimentais e teceram criticas aos delineamentos
experimentais como o uso de linhagens celulares imortalizadas e de grandes
concentragdes de células-tronco, incompativeis com a composicao de um
enxerto de gordura. Criticaram também os delineamentos clinicos, cuja falta
de padronizagdo técnica e de controles adequados, analise retrospectiva e

seguimentos curtos determinam baixo nivel de evidéncia.

DE DECKER ef al. (2016) propuseram-se a realizar revisao
sistematica para avaliar eficacia, seguranca e complicacdes da lipoenxertia
em mamas apds cirurgia para o tratamento da neoplasia maméria.
Consultaram as bases Pubmed, Science Direct € Thomson Reuters Web of

Science em busca de artigos na espécie humana com enxerto de gordura em
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mamas apds neoplasia. Foram selecionados artigos originais em inglés e
francés e submetidos a avaliacao de qualidade pelo critério do Oxford Centre
for Evidence-based Medicine. Foram reunidos dados numéricos de 2419
pacientes submetidas ao enxerto de gordura, na sua maioria preparada
conforme a técnica de Coleman (1995), extraidos de areas do abdome, coxas,
gluteos e flancos, para reconstrucdo de mama apds cancer. Destacaram nao
haver uma padronizacdo técnica do preparo do enxerto, de modo que
diversos autores fizeram pequenas modificacdes a técnica de Coleman
(1995). O indice de satisfagdao foi de 75-95% de pacientes satisfeitas ou
muito satisfeitas, e o indice de complicagdes menores como esteatonecrose,
infeccdo, formagao de cistos oleosos, seromas e hematomas foi abaixo de
10%. A recorréncia local, pesquisada em todos os estudos, refletindo a
preocupacdo atual com o tema, foi de 1,96% num seguimento de seis meses
a 7,5 anos (comparado a 1,46% no grupo que sofreu mastectomia sem
reconstru¢do ¢ 2,17% no grupo submetido a cirurgia conservadora para o
tratamento da neoplasia mamaria sem reconstrucao). As limitagdes mais
evidentes discutidas no estudo foram a auséncia de ensaios clinicos
aleatorizados no assunto, seguida do periodo de seguimento variavel dos
estudos. O baixo indice de recorréncia local teve como hipoteses a seguranca
oncologica do procedimento ou um viés de selecdo, que consistia na
indicacdo do enxerto de gordura em pacientes com melhor prognostico e

menor risco de recidiva por fatores oncoldgicos.
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3.4. Estudos experimentais sobre o cincer de mama e a sua interacao

com o tecido adiposo

VONA-DAVIS & ROSE (2007) chamaram de adipocinas o grupo
composto por leptina, adiponectina e fator de crescimento de hepatocitos
(HGF), fatores secretados pelo tecido adiposo descobertos como importantes
participantes dos mecanismos pelos quais a obesidade e as doencas
metabolicas associadas a ela interferem no risco de cancer de mama. Seus
efeitos poderiam ser diretos e indiretos por meio de acdes enddcrina,
paracrina e autocrina. Relataram que a leptina atuaria primariamente no
cancer de mama pela estimulacao de receptores de estrogenos, mas também
poderia atuar em vias metabolicas independentes do estrogeno. A
adiponectina, um sensibilizador enddgeno da insulina, foi apresentada como
inibidora da proliferagao de células neoplasicas e da angiogénese tumoral, e
estimuladora da apoptose de células do cancer de mama. O fator de
crescimento hepatocitdrio, por sua vez, foi descrito como promotor da

invasao tumoral e estimulador da angiogénese.

WALTER ef al. (2009) buscaram elucidar a interagdo entre o tecido
adiposo e a progressdo tumoral em neoplasia de mama estrogénio-
independente. Realizaram estudo in vifro e em modelo animal com
cotransplante em xenoenxerto de ASCs humanas e células neoplésicas.
Obtiveram maior invasao € migrac¢ao in vitro de células MCF7 e MDA MB
231 e maior invasao de MDA MB 231 in vivo. A cofilina, um importante
regulador da dindmica da actina, e a Interleucina-6 (IL-6) mostraram-se

determinantes para a atividade promotora de invasdo tumoral das ASCs.
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Concluiram que o efeito pro-invasao das ASCs sobre a neoplasia mamaria

envolveria acao sobre o citoesqueleto.

SUN et al. (2009) realizaram um estudo com trés modelos
experimentais de neoplasia mamaria diferentes: injecdo local de células-
tronco em tumor pré-estabelecido, coinjecdes de células-tronco com células
neoplésicas e inje¢do intravenosa de células-tronco em camundongo com
tumor. Foram utilizadas a linhagem celular MDA MB 231, metastatica e
invasiva, e células-tronco derivadas de cordao umbilical e do tecido adiposo.
A injecao intravenosa de células-tronco em camundongos levou a redugao
do volume tumoral e do indice de metéstases. Foi detectada a migragdo das
c€lulas-tronco para o sitio tumoral quando administradas na corrente
sanguinea e o aumento da clivagem de proteinas vitais para a apoptose
(caspase 3 e poli adenosina difosfato-ribose polimerase 1). Também no
modelo de coinjec¢do, as células-tronco reduziram a formagao e progressao
tumoral e a ocorréncia de metastases pulmonares. Concluiram que o
potencial antineopldsico das células-tronco, embora bastante promissor,

ainda necessita de estudos para sua aplicagao.

JOTZU et al. (2010) investigaram a origem dos fibroblastos
associados ao carcinoma, células que contribuem para o crescimento ¢ a
invasao tumoral e para a ocorréncia de metastases, supondo que pudessem
ser derivados de ASCs. Demonstraram que meio de cultura condicionado por
MDA MB 231 e MCF7 induziu por meio do fator transformador de
crescimento beta (TGF beta) um fendtipo de miofibroblasto nas ASCs,
estimulando a expressdo de actina alfa de muasculo liso e tenascina-C. Essas
ASCs transformadas apresentam ainda propriedades funcionais dos

fibroblastos associados ao carcinoma como a habilidade de promover a
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invasao tumoral, confirmado em ensaios de invasao in vitro ¢ a secre¢ao de

fator derivado de células estromais 1 e de seu receptor.

DONNENBERG et al. (2010) revisaram os riscos do uso da terapia
regenerativa em procedimentos reparadores apds o tratamento do cancer,
com énfase principalmente na reconstru¢do de mama. Destacaram que o
enriquecimento de enxertos gordurosos com células-tronco derivadas do
tecido adiposo surge como uma estratégia para aumento dos indices de
retencdo, mas suscita o receio de que células com capacidade de
autorrenovagao, diferenciagdo e angiogénese possam favorecer a reativagao
de células tumorais adormecidas ou ocultas. Criticaram a falta de realismo
clinico dos modelos experimentais em cocultura e xenoenxerto utilizando
linhagens celulares e demonstram que os isolados de tumores primarios
continham subpopulagdes de células tumorais CD90+ ativas ou quiescentes,
sendo as ultimas células dormentes, de efeito subclinico, responsaveis pela
recorréncia apos sobrevida livre de doenga. Apontaram que o fator mais
determinante do risco de recidiva tumoral, apds uso de terapia regenerativa,

¢ o estagio ativo ou dormente do tumor residual.

DIRAT et al. (2011) demonstraram interacdo bidirecional em
cocultura de ASCs com células tumorais murinas e humanas. Nas células
neoplésicas, houve aumento da invasdo tumoral. Nas ASCs, houve reducao
da expressdo de fenotipo adipocitico e ativagao da secre¢ao de proteases,
como a metaloproteinase-11, e citocinas pro-inflamatérias como a IL-6.
Essa citocina demonstrou importante papel no efeito pré-invasao tumoral das
ASCs e estava superexpressa em adipocitos adjacentes aos tumores de maior
tamanho e¢ com acometimento linfonodal. Chamaram esses adipocitos

adjacentes aos tumores, fenotipicamente modificados e secretores de IL-6,
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de adipdcitos associados ao cancer. Destacaram a importancia de
compreender essas interagdes em seu carater ciclico, de modo que os
tumores agem sobre as ASCs, induzindo nelas um fenétipo secretorio que

estimulara o crescimento € a invasao tumoral.

KUCEROVA ef al. (2011) analisaram a influéncia das células-tronco
do tecido adiposo na capacidade proliferativa de linhagens celulares da
neoplasia mamaria (MDA MB 361, T47D e MCF7). Todas as células
testadas tiveram a proliferacdo estimulada pela presenca das ASCs em
cocultura ou do meio de cultura condicionado pelas ASCs, sendo o maior
estimulo quando esse meio foi usado na proporcao de 1:2 com meio nao
condicionado. Realizaram estudo dos receptores de fatores de crescimento
expressos pelas linhagens de células neoplasicas, identificando o receptor de
fator de crescimento de hepatocitos e o receptor para o fator derivado
estromal 1 nas células MCF7. Detectou-se a expressao de fator de
crescimento endotelial vascular A e B, fator de crescimento derivado de
plaquetas, fator derivado estromal 1 alfa, fator de crescimento de
hepatoécitos, fator de células-tronco e ligante de citocina 5. Concluiram que
a interacao pro-proliferativa entre ASCs e células neoplasicas decorria tanto
de fatores secretdrios como do contato célula-célula. E a compreensao dessa
interacdo seria fundamental para os avangos no uso das ASCs como

elementos de terapia regenerativa no cancer.

ZIMMERLIN ef al. (2011) realizaram estudo em isolados primarios
de efusdo pleural metastatica do cancer de mama para avaliar a interacao de
ASCs com células do cancer de mama. Caracterizaram nessa amostra
tecidual, duas populagdes celulares distintas: células CD 90+ pequenas com

fenotipo quiescente e menor expressao de marcadores epiteliais e de células-
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tronco; células CD90+ grandes com grande proliferagdo e maior expressao
dos marcadores citados. Em cocultura da populagdo geral de células
neopléasicas com ASCs, observaram o estimulo a proliferacdo de células
tumorais. Em modelo de xenoenxerto com 100 células por sitio em glandulas
mamarias, observaram um aumento de tumorigenicidade das células CD90+
grandes (ativas) quando em contato com ASCs, o que ndo foi observado nas
células CD90+ pequenas (quiescentes). Concluiram que a acdo das ASCs
sobre diferentes subpopulacdes de células neoplasicas da mama depende dos
requerimentos das células tumorais para a prolifera¢dao, podendo ser esses
mais complexos do que a presenca € o secretoma das ASCs. Dessa forma,

em tumores quiescentes, as ASCs seriam potencialmente indcuas.

DEVARAIJAN et al. (2012) estudaram o efeito das ASCs sobre a
transi¢do epitelial-mesenquimal, fendmeno em que as células neoplésicas
mudam sua morfologia para fusiforme, perdem as jungdes celulares
epiteliais, reorganizam o citoesqueleto e assumem propriedades de células-
tronco. Demonstraram por experimentos in vitro que as ASCs induzem em
células 4T1 do cancer de mama murino a expressao de fibronectina, actina
alfa de musculo liso e vimentina. Também as células humanas de neoplasia
da mama MCF7, BT474 ¢ TD47 apresentaram aumento dos mesmos
marcadores mesenquimais em detrimento da queda dos epiteliais, como a E-
caderina. Meio de cultura condicionado por ASCs promove o crescimento
independente de ancoragem de células das linhagens T47D, BT474 e MCF7.
Esse efeito mostrou-se dependente de fator de crescimento derivado de
plaquetas, podendo oferecer perspectivas para novas terapias-alvo contra

essa citocina no cancer de mama.



37

Literatura

WATERMAN, HENKLE, BETANCOURT (2012), baseados em
estudos prévios que sugeriram a possibilidade de polarizagdao de células-
tronco mesenquimais (MSC) em dire¢ao a um fendtipo pro-inflamatorio ou
anti-inflamatdrio, estudaram a influéncia dessa polarizag¢do na interacdo das
MSC com tumores de ovario, pancreas € mama. As cé¢lulas com perfil pro-
inflamatorio diminuiram a proliferagdo tumoral, a migragdo e a invasao; e
promoveram maior concentragdo de fatores inflamatdrios e pro-apoptoticos.
Em modelo animal de cancer de ovario, as MSCs proé-inflamatorias levaram
a tumores menores, auséncia de ascite ou metastases. As células com perfil
anti-inflamatoério tiveram resultados diametralmente opostos in vitro € in
vivo. Destacaram, por fim, que a seguranca, a facil obtencao e expansao em
cultura e a capacidade de imunomodulagdo e migracao para sitios tumorais,
sdo caracteristicas que tornam as MSCs instrumentos ideais para o uso no
tratamento do cancer. O novo modelo de polarizacao ajuda a compreender a

complexa e, por vezes, contraditdria interacao entre cancer e células-tronco.

KUCEROVA et al. (2013) estudaram a agao de ASCs em neoplasia
mamaria positiva para o HER2, representadas pela linhagem SKBR3.
Coculturas diretas na proporcao de duas células neoplésicas para 1 (um) ASC
¢ coculturas indiretas em meio condicionado por ASCs foram realizadas
resultando em aumento da formacdo de mamosferas e transi¢do epitelial-
mesenquimal. Em ambas as modalidades de cultura, a proliferagdo de células
neoplasicas foi reduzida de forma dose-dependente, por mecanismos que
incluiram a agdo do fator derivado de células estromais 1 alfa. Foi
demonstrada ainda uma maior quimiossensibilidade a doxorrubicina e 5-
fluoracil das células SKBR3 em presenca de ASCs, mas ndo para a
cisplatina. Destacaram que a interacdo tumor/estroma determina o

comportamento biologico do tumor e a sensibilidade ao tratamento
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quimioterapico. Essa interacao, no entanto, era dinamica e poderia variar de
acordo com o tipo de cé€lula tumoral e, principalmente, com os estimulos que

as ASCs recebem do microambiente em que estdao inseridos.

BARTENEVA et al. (2013) realizaram revisdo sobre as aplicagdes da
distribuicdo celular automatizada e suas novas perspectivas. Relatam que a
heterogeneidade intratumoral tem aumentado devido a pressdes de selecao
ambiental e o estudo da estrutura subclonal dos tumores ganha importancia
crescente. Os avancos recentes em lasers, tecnologia de computadores e
optica levaram ao surgimento de novas geracoes de citometros de fluxo e
distribuidores celulares capazes de processar a altas velocidades solucdes
celulares. A combinacao de tais equipamentos avancados com métodos de
biologia molecular, protedmica e imagem tém contribuido para a
caracterizagdo de populacdes celulares primarias e metastaticas, doenga
residual e células tumorais isoladas. Esses métodos vém sendo utilizados
com frequéncia para a selecdo de populagdes celulares para xenoenxerto,
permitindo ainda a vantagem de selecionar células vivas dentre as
apoptoticas e mortas, e células individuais dos agregados celulares, aspectos

vitais na confec¢ao dos xenoenxertos de pequenas quantidades de células.

BURDALL et al. (2013) discorreram sobre o uso de linhagens
celulares na pesquisa translacional em cancer de mama. Apontaram como as
principais vantagens delas a facilidade de manipulacao, a alta replicacdo ¢ a
homogeneidade. No entanto, apontaram a possibilidade da emergéncia de
subpopulagdes com diferentes caracteristicas fenotipicas. Destacaram a
MCF-7 como a linhagem celular de cancer de mama mais utilizada no
mundo, mas ressaltaram que a maioria das linhagens trata-se de células

metastaticas e representam melhor tumores rapidamente progressivos e de
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estadiamento avancado. Evidenciaram as culturas primarias de tumor como
excelente fonte de células para pesquisas, mas ainda limitadas pela
dificuldade da padronizacdo técnica dos procedimentos de explante e
cultura, pela lenta replicagdo, pela rapida senescéncia e pela possibilidade de
modificagdo fenotipica apods isolamento e cultura. Concluiram que as
distintas células neoplésicas da mama disponiveis para a pesquisa prestam
diferentes contribuicdes e embasam a elaboracdo de diversos modelos
experimentais, de modo que, apesar dos avancos constantes, todas elas
mantém, ao mesmo tempo, um rico potencial de contribuicdo para o

conhecimento cientifico e uma série de limitacdes a serem consideradas.

RYU et al. (2014) estudaram as ASCs em culturas de alta densidade
(40.000 células/cm?) e detectaram uma produgdo aumentada de interferon I
(IFN). Foi detectado efeito indireto pelo meio de cultura condicionado por
essas células suprimindo o crescimento de células MCF7 e MDA MB 231 in
vitro por um mecanismo dependente de IFN beta ativando a via JAK-STAT.
Também em cocultura de MCF7 ¢ ASC em alta densidade, houve aumento
de apoptose nas cé€lulas neoplésicas. Foi realizada analise particularizada
para checar se a reducdo de proliferagdo poderia se dever apenas a reducgao
da disponibilidade de glicose devido a alta densidade celular. Detectaram
que o efeito negativo sobre a proliferacio ¢ o estimulo a apoptose
ocasionados pela deprivagao de glicose eram intensificados na presenca de
IFN beta. Elaboraram a suposi¢ao de que também a agdo do IFN beta pode

ser usada como recurso terapéutico antineoplasico.

BIELLI et al. (2014) revisaram a caracterizagado das ASCs, o seu
potencial de pluridiferenciacdo e as possiveis interagdes com o cancer de

mama. A capacidade angiogénica das células-tronco, grande trunfo para seu
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uso na medicina regenerativa, foi apontada como ponto crucial para
favorecer o crescimento tumoral. A relagdo entre adipocitos maduros e
células neoplasicas da mama foi dissecada pelos autores em seus aspectos
paracrinos e enddcrinos, revelando o efeito positivo das adipocinas sobre o
cancer de mama. Em se tratando de ASCs os estudos revisados mostraram-
se controversos, demonstrando aumento da proliferacdo e invasdo tumoral
em alguns casos, acao heterogénea em diferentes populagdes celulares de um
mesmo tumor e capacidade de induzir a apoptose de cé¢lulas neoplésicas da
mama. As ASCs também foram relatadas como potenciais agentes
terapéuticos por meio do transporte de drogas citotoxicas e citocinas
inibidoras de tumor, ou por meio de modificagdes genéticas (com uso de

plasmidios virais) a fim de secretar agentes antitumorais.

ETERNO et al (2014) destacaram a contradi¢do entre o promissor
potencial regenerativo das ASCs e as preocupagdes com a seguranga
oncologica do uso do enxerto de gordura na reconstru¢do de mama.
Propuseram um modelo experimental de ASCs combinadas a células
saudaveis da mama e células neoplasicas primarias de doadores humanos in
vitro € in vivo para o estudo das interagdes entre essas populagdes celulares.
Foi demonstrado que as ASCs ndo tiveram efeito tumorigénico, sendo
incapazes de estimular a formagao de tumores a partir de células mamarias
saudaveis. No entanto, estimularam a criagdo de um ambiente pro-
inflamatério, exacerbando o comportamento tumorigénico de células
neoplasicas positivas para o receptor do HGF (HGFR) e estimulando a
proliferacdo e a angiogénese. Ainda foi evidenciado que o fator de
crescimento hepatocitario age em seus receptores favorecendo o
comportamento metastatico e a invasao tumoral. Por imuno-histoquimica,

foi elucidado que pacientes com tumores recorrentes expressam maiores
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quantidades de HGFR que pacientes sem recorréncia. Dentre as linhagens
celulares utilizadas, as ASCs estimularam a proliferacdo e a invasdo de
células MDA MB 231, mas ndao das MCF7, que apresentaram menor
expressao de HGFR. Propuseram que a expressao do receptor de HGF pode
ser um fator preditivo do risco de recidiva tumoral apds uso de lipoenxertia
na reconstru¢do de mama, podendo auxiliar a individualiza¢ao da indicacao

desse procedimento.

SUN et al. (2014) revisaram os efeitos do microambiente tumoral
inflamatorio na agdo de MSCs. Relataram que o comportamento bioldgico
de um tumor era determinado ndo apenas pelas células componentes do
tumor, mas também pelas células que integram o microambiente tumoral. As
MSCs eram parte desse grupo de células, seja como residentes ou atraidas
pela caracteristica inflamatéria do microambiente. A migracdo das MSCs
poderia ser estimulada por diversos fatores como fator de necrose tumoral
alfa (TNF-alfa), IL1-beta, IFN gama, IL-6, fator derivado de células
estromais 1 (SDF-1), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e
HGF. Uma vez instaladas no ambiente peritumoral, as MSCs poderiam
continuar como MSCs, diferenciarem-se como miofibroblastos associados
ao tumor ou como células endoteliais, resultando em efeito positivo sobre o
crescimento e a invasao tumoral. Foi detectada, no entanto, a existéncia de
MSCs de origem tumoral, que exibiram alteragdes cromossOmicas
semelhantes as dos tumores, grande capacidade proliferativa e de
diferenciacdo. As MSCs de origem extratumoral apresentaram efeitos
bidirecionais sobre os tumores, podendo aumentar a proliferacao, induzir
apoptose, reduzir angiogénese, aumentar células-tronco neoplésicas e
suprimir resposta imune antitumoral. Esses efeitos contraditérios foram

justificados pelos diferentes delineamentos experimentais e, pela limitagao
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inerente dos estudos in vitro ao representar fendmenos isolados em cada
experimento. As MSCs tumorais exibiram efeitos muito mais contundentes
no favorecimento a progressao tumoral por meio de efeito imunossupressivo
local, estimulo a proliferagdo e transicao epitelial-mesenquimal e aumento
de células-tronco neoplasicas. Na realidade, foram citados estudos recentes
que sustentam a hipotese de polarizagdo das MSCs para fendtipos proé ou
antitumorigénicos a depender do perfil secretorio do microambiente em que
estao inseridas. Dessa forma, o microambiente tumoral, rico em citocinas
pro-inflamatorias como TNF alfa e IFN gama estimularam as MSCs a
secretar fatores proO-metastaticos, pro-angiogénicos, genes relacionados a
multipoténcia de células tumorais, criando um circulo de autossustentagdo
da neoplasia. Concluiram que o estudo dessa estratégia de prote¢ao tumoral

pode abrir excelentes perspectivas para novas propostas terapéuticas.

RITTER et al. (2015) compararam ASCs provenientes da gordura
subcutanea e visceral demonstrando diferengas morfologicas, menor
potencial de diferenciagdo na por¢ao subcutinea, mesmo perfil de
marcadores de superficie e secrecdo. As ASCs de ambas as origens foram
atraidas por células de neoplasia mamaria (MDA MB 231 e MCF7), de
neoplasia cervical (HelLa) e fibroblastos, mas nao por epitélio mamario
normal (MCF10); sendo esse efeito maior nas de origem subcutanea. Ambos
os tipos de ASCs foram capazes de estimular a proliferacdo de MCF7, mas
nao de MDA MB 231 em cocultura direta ¢ ndo na indireta, indicando a
necessidade de contato celular para tanto. Em sistemas transwell, ASCs
foram capazes de induzir transi¢do epitelial-mesenquimal em MCF7, sendo
as viscerais mais rapidas e eficazes que as subcutaneas, em acordo com o
perfil secretorio. Dentre as diversas vias fisioldgicas, a do inibidor de

fosfatidilinositol 3-quinase teve papel chave. Em experimentos de migracao
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e invasdo, as ASCs viscerais foram capazes de estimular as MCF7 (células
naturalmente menos invasivas), mas nao alteraram as MDA MB 231 (células
naturalmente metastaticas e invasivas). Concluiram que a demonstragdo de
efeitos pro-tumorigénicos das ASCs € evidente, mas novos estudos clinicos
e experimentais devem ser feitos para elucidar riscos da lipoenxertia nas

pacientes com cancer de mama.

FEISS, MEIDINGER, LOCKE (2015) revisaram o potencial
terapéutico do uso de ASCs. A caracterizacao dessas células, ponto inicial a
ser padronizado parece bem estabelecida. As vias de administracdo podem
ser sistémicas ou locais, de modo que, na administragao sistémica, observou-
se a valiosa propriedade de localizagdo em sitios tumorais ou de doencas
inflamatorias. Incialmente acreditava-se que a capacidade de diferenciacao
das ASCs era o seu maior potencial terapéutico, entretanto, estudos mais
atuais indicaram que a modulagdao de microambiente, o secretoma ¢ a agao
imunomodulatoria sdo efeitos muito promissores. Citam pesquisas mais
atuais que vém pré-condicionando ASCs a fim de exacerbar a sua capacidade
de localizacdo em sitios especificos ou favorecer um determinado perfil
secretor desejado. No campo do transporte de drogas, além do simples
carregamento da droga ao sitio desejado, tém-se realizado coadministracao
de ASCs com drogas e pro-drogas para potencializar o efeito dessas por meio
de reacdes enzimaticas ou secre¢do paracrina. Esses potenciais vém sendo
explorados atualmente por 177 ensaios clinicos em humanos registrados na

plataforma Clinical Trials.

SCHWEIZER et al. (2015) destacaram em sua revisao narrativa que o
uso de gordura como preenchedor natural das mamas nas reconstrugdes apos

ressecgoes tumorais tem excelentes resultados estéticos, mas carece de
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confiabilidade quanto a taxa de retencdo. Dessa dificuldade, motivou-se o
surgimento dos enxertos gordurosos enriquecidos com ASCs para aumentar
a integracdo da gordura. No entanto, levantaram a duvida de se as células-
tronco poderiam promover prolifera¢do, diferenciacdo e metéastases ou
estimular novos focos de carcinogénese. As ASCs tiveram suas propriedades
antiapoptdtica, pro-angiogénica, anti-inflamatoria, imunomoduladora e
antifibrose, amplamente estudadas pelos estudos revisados. Destacaram
como as principais publicagdes recentes: 13 estudos experimentais in vitro,
dos quais 100% indicaram aumento de proliferacdo e migracdo de células de
multiplas linhagens neoplasicas e isoladas primarios na presenca de ASCs
ou do meio de cultura por elas condicionadas; 13 estudos experimentais in
vivo, dos quais apenas um apontou para a reducao do tamanho de tumores
em presenga de ASCs. Discorrem ainda sobre os mecanismos célula-célula,
paracrinos e enddcrinos pelos quais as ASCs podem estimular a migragdo, a
invasdo e a transicdo epitelial-mesenquimal da neoplasia mamaria. As
repercussoes clinicas da lipoenxertia em mamas previamente tratadas para
cancer, antes concentradas em artefatos radioldgicos no rastreamento e
seguimento mamografico, foram redirecionadas para questdes de seguranga
oncologica em virtude da atividade bioldgica das ASCs. Ressaltaram nao
haver, at¢é o momento, evidéncias clinicas que sustentem as preocupacoes
geradas pelos estudos experimentais. Concluiram que a solucdo da
discordancia entre estudos clinicos e pré-clinicos passaria pela elaboragao de
modelos experimentais mais congruentes com a necessidade de translagdo
do conhecimento e com a realizagcdo de estudos clinicos com metodologia

adequada a avaliacao de risco de recidiva e seguimento longo.
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3.5. Modelos experimentais em cancer de mama

SOULE et al. (1973) relataram a cultura de longo prazo de células
epiteliais mamarias neoplasicas humanas provenientes de derrame pleural
neoplésico as Michigan Cancer Foundation 7 (MCF7). A paciente-fonte era
uma mulher caucasiana, tipo sanguineo O positivo, com historia de
mastectomia esquerda trés anos antes do inicio da cultura, recidiva em
parede toracica, radioterapia e hormonioterapia. As células sobrenadantes da
efusdo pleural foram cultivadas em meio minimo essencial de Eagle, com
adicao de antibioticos e soro fetal bovino. Relataram dificuldades com o
supercrescimento de fibroblastos em algumas culturas, que sofreram
descarte, senescéncia e morte celular precoce, e baixa sobrevida das células
as multiplas transferéncias, superada ao utilizarem as cé€lulas ja
sobrenadantes. As células observadas apds multiplas passagens exibiam
morfologia epitelial, com forma poligonal e tendéncia a formagdo de
aglomerados em rosetas ao atingirem a confluéncia. O padrao cromossdmico
dessas células era tipicamente humano, com predominancia metacéntrica e
subtelocéntrica. A confirmacao da natureza humana das células também foi
feita por imunofluorescéncia com marcadores de superficie das membranas
celulares especificos antissoro humano, e por meio da determinagdo do peso
molecular do RNA ribossomal. As células foram testadas para presenca de
micoplasma em cultura, obtendo resultado negativo. Concluiram sugerindo
perspectivas para estudos com essa linhagem celular para isolamento de

virus no cancer de mama humano.
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OSBORNE, HOBBS, TRENT (1987) estudaram as diferencas em
propriedades bioldgicas de células MCF-7 provindas de diferentes
fornecedores na intencao de compreender resultados conflitantes publicados.
Quatro fornecedores diferentes foram estudados: células provenientes
diretamente da Michigan Cancer Foundation (MCF) em passagem 200;
células que vieram da MCF e foram cultivadas por 10 anos no laboratério
dos autores em passagem 300; células obtidas do National Institute of Health
(NIH) em passagem 300; e cé€lulas obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC). A morfologia das cé€lulas em cultura de monocamada
foi semelhante. A analise cromossomica revelou que células da ATCC nao
apresentavam alteragdes cromossdmicas, ao contrario das demais, que
exibiam padrao semelhante dessas alteracdes. Todas as linhagens testadas
tinham quantidades variaveis de receptores para estrégeno e progesterona. A
taxa de crescimento das células da ATCC era 50% mais baixa que as demais
¢ ndo era afetada por tratamento com estrogeno ou antiestrogenos. A
clonogenicidade das linhagens variou em até 10 vezes. A tumorigenicidade
em camundongos atimicos exibiu grande variabilidade entre as linhagens,
sendo que a da ATCC cresceu sem necessidade de suplementagdao
estrogénica e ndo foi inibida por antiestrogenos, enquanto as demais tiveram
comportamento oposto. As diferengas cariotipicas e biologicas da MCF-7
distribuida pela ATCC, além de polimorfismos génicos ja relatados
previamente, levaram a crer que essa linhagem ¢ derivada de um paciente
completamente diferente em relagdo as demais. No entanto, esse fato ndo
invalidaria os estudos utilizando linhagens de diferentes procedéncias, mas

imp0oe ressalvas a comparacao entre eles.
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HOVEY, MCFADDEN, AKERS (1999) publicaram uma revisao
narrativa sobre as variagdes do crescimento e da morfogénese mamaria entre
as espécies, destacando que esses fendomenos sao regulados por um grande
conjunto de fatores locais e sistémicos. O corpo gorduroso da mama,
composto por tecido adiposo e conectivo, foi apontado como agente central
dessa regulacdo por sua capacidade de mediar acdo hormonal e sintetizar
inimeras moléculas regulatérias do crescimento mamario como proteases,
fatores de crescimento e componentes da matriz extracelular. Os diferentes
elementos celulares e estruturais do corpo gorduroso da mama entre as
espécies de roedores, mamiferos ruminantes e seres humanos foram
destacados como motivo fundamental para os distintos processos de
desenvolvimento do parénquima mamario. Sugeriram que em caso de
comparagdes de fenomenos proliferativos e morfogénicos da mama entre
espécies, como nos modelos experimentais de xenoenxertos, tais diferencas

devem ser levadas em consideragdo a fim de evitar extrapolacdes indevidas.

WAGNER (2003) realizou uma revisao critica dos modelos animais
em cancer de mama exaltando a sua contribui¢do inestimavel para o avango
do conhecimento dos mecanismos moleculares e celulares da tumorigénese.
No entanto, muitas criticas foram feitas a esses modelos, principalmente
baseadas nas diferengas fisiologicas interespécies e nos distintos caminhos
genéticos para o surgimento tumoral em murinos em humanos. O autor
apontou que o um modelo experimental ideal para o cancer de mama deveria
refletir a doenga humana em seus aspectos etiologico, genético e
fisiopatoldgico; garantir formacdo tumoral em 100% dos animais
manipulados e apresentar pequena laténcia para o surgimento de tumores.
Destacou que os xenoenxertos apresentavam a vantagem de ser menos

custosos que os a manipulagdo genética dos animais, no entanto, formavam
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tumores rapidamente e careciam de um ambiente estromal adequado para o
tumor. Criticou também a necessidade do uso de animais imunossuprimidos
nos modelos com células neoplasicas humanas, uma vez que muitos recursos
terapéuticos a serem estudados dependem de um sistema imune intacto.
Concluiu que por tratar-se de patologia muito heterogénea, certamente a
neoplasia mamaria ndo apresentard um modelo experimental ideal unico,

mas diversos modelos adequados ao estudo de suas diferentes facetas.

CHENG et al. (2009) fizeram um experimento com células murinas
ndo metastaticas de neoplasia mamadria (67NR), que crescem formando
esferdides. Esses aglomerados tumorais organizados foram submetidos ao
estresse solido em gel de agarose e detectou-se que a forma dos esferdides ¢
ditada pela forma do campo externo de pressdo mecanica e esse efeito
decorre da supressdo da proliferagdo e da indugcdo de apoptose
desencadeadas pelo estresse mecanico. A morte celular programada pela
pressdo externa demonstra aumento da acdo da caspase 3, superior ao visto
na privacdo de nutrientes, € ocorre pela via metabolica mitocondrial,

podendo ser inibida pela superexpressao do gene Bcl-2.

HOLLIDAY & SPEIRS (2011) discorreram sobre a dificil escolha da
linhagem celular correta para a pesquisa, uma vez que a neoplasia mamaria
¢ uma doenga complexa e heterogénea. Relataram que as linhagens celulares
fornecem um suprimento infinito de populagcdo celular relativamente
homogénea com replicagdo em meio de cultura. Destacaram a MCF7 como
a linhagem mais utilizada em estudos da neoplasia mamaria, devido a
positividade para receptor de estrégeno. Desde a classificagdo molecular
entre tipos luminal A e B, basal, HER-2 positivo e normal, a comunidade de

pesquisadores tem se voltado para definir que linhagens celulares



49|

Literatura

representariam os diferentes tipos moleculares de tumores. A MCF7 ¢ citada
como a principal representante dos tumores luminais A, tipo mais prevalente
na populacdo mundial. Relataram a inclusdo de modelos tridimensionais
como uma perspectiva de novos estudos. Em se tratando de modelos de
xenoenxertos, destacaram a importancia do estroma e a realizacao do enxerto
ortotopico. Langaram a perspectiva de desenvolver linhagens celulares que
representem tipos mais raros de tumor, como o cancer de mama masculino.
Concluiram que os estudos em linhagens celulares permitiram consideraveis

avangos na compreensao da biologia da neoplasia mamaria.

TSE et al. (2012), baseados em estudos prévios sugerindo que a
compressao mecanica pode induzir um fenotipo mais maligno e agressivo
em tumores mamarios, testaram 5 linhagens celulares diferentes em ordem
crescente de potencial invasivo, incluindo a MCF-7. Observaram que o
estresse mecanico em intensidade semelhante ao existente no microambiente
tumoral do cancer de mama promoveu aumento da migragdo e invasdo em
linhagens mais agressivas e que ja tinham sofrido transi¢cdo epitelial para
mesenquimal. No caso das MCF10 e MCF7, houve, na verdade, supressao
da invasao. Esse aumento da migragdao envolveu mudangas evidenciadas na
organizacdo do citoesqueleto e células da periferia tumoral tomam a
lideranga no processo de migracao secretando fibronectina para a adesao

celular aos substratos durante a invasao.

PICKERING, BAST JR, KEYOMARSI (2015) questionaram como
recrutar, treinar € manter médicos na Pesquisa Translacional. Destacaram a
importancia da Pesquisa Translacional como ponte que liga a pesquisa basica
experimental e a pesquisa clinica. Os achados clinicos, as imagens e os

espécimens obtidos de pacientes deveriam retornar aos laboratdrios de
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ciéncia bésica para orientar a elaboracdo e o refinamento de delineamentos
das pesquisas experimentais. Apontaram a queda da participagdo dos
médicos em atividades de pesquisa e estabeleceram como desafios para frear
essa queda o complexo treinamento em pesquisa basica, a ma remuneracao,
0 escasso tempo para dedicacdo a pesquisa e a dificuldade em estabelecer
uma verba especifica nas universidades para estimular o treinamento desses
profissionais. Aos profissionais de ciéncia basica, sugerem a participacdo em
programas universitarios que permitam a convivéncia com a pratica clinica,
ainda que observacional, a fim de compreender a importancia da relevancia
clinica nas pesquisas de laboratorio, de modo que possam compreender os
contextos mais amplos em que estdo inseridos os objetos de seus
experimentos. O estabelecimento de grupos multidisciplinares com médicos
e cientistas foi aventado como uma possibilidade de combinar esfor¢os na
intencao de ampliar a realizacao da Pesquisa Translacional e poder transpor

seus beneficios aos pacientes, objetivo final da pesquisa na area de saude.

STYLIANOPOULOS (2017) produziu uma revisao narrativa sobre a
mecanica de sélidos no cancer. Destacou que o desenvolvimento de um
tumor solido estd intimamente associado com a geracdo e o acumulo de
estresse mecanico ao seu redor, que pode agir de forma direta ou indireta
sobre o tumor. A acdo direta consistia na compressdo celular e reduzia a
proliferagado, induzia a apoptose € aumentava o potencial metastatico. A acao
indireta dava-se por meio da compressao de vasos sanguineos e linfaticos, o
que resultava no bindrio hipoperfusdo/hipoxia e na elevacdo da pressdo
intersticial criando um gradiente centrifugo de fatores de crescimento e
c€lulas tumorais. A hipoxia tumoral seria fomentadora do seu crescimento e
da sua resisténcia a tratamentos, contribuindo para a redu¢do da atividade de

células imunes, indu¢do de um perfil de célula-tronco neoplésica, promocgao
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da transi¢do epitelial-mesenquimal, indu¢dao da angiogénese e reducao da
eficacia da radioterapia. Ambas hipoperfusdo e hipertensdo intersticial
também constituiam barreiras a distribuicdo de drogas antineoplasicas no
microambiente tumoral. Langou a perspectiva de que a compreensdo da
biomecanica tumoral € o uso de estratégias para aliviar o estresse mecanico
no microambiente tumoral seriam campos promissores para estudos em

terapia antineoplésica.

3.6. Avalia¢ao prognostica do cincer de mama

HAYBITTLE et al. (1982) fizeram um estudo com modelo estatistico
de regressao multipla pelo método de Cox para analisar possiveis fatores
prognosticos em relagdo a sobrevida no cancer de mama. Esse método
permitiu estudar as variaveis independentemente, mas considerando o efeito
de todas as outras variaveis. Foram testados idade, status de menopausa,
tamanho do tumor, envolvimento linfonodal, reagdo celular, presenca de
seios histiocitarios nos linfonodos, positividade para receptores de estrogeno
e grau histologico, segundo Bloom & Richardson. 387 pacientes portadoras
de neoplasia primaria da mama foram incluidas no estudo. O tamanho do
tumor, o grau histologico e o estado de acometimento dos linfonodos
demonstraram correlacdo com a sobrevida livre de doenca em cinco anos. A
partir desses dados, desenvolveram uma formula numérica para determinar
0 prognostico e confeccionar curvas de sobrevida, o indice prognéstico de

Nottingham.
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TODD et al. (1987) utilizaram o método numérico de célculo
prognostico descrito por HAYBITTLE et al. em 1982 em uma nova
populacdo e na mesma popula¢ao do estudo original com um seguimento
mais longo. Provaram que o célculo progndstico ¢ valido por um periodo de
até 78 meses e para grupos com tumores de agressividade alta, intermediaria
ou baixa. Concluiram que poderiam ser derivados do indice de prognostico
de Nottingham perfis preditivos de sobrevida em pacientes com neoplasia
primaria da mama tratadas com mastectomia, permitindo estratificar as
pacientes. Esse indice poderia ser usado para comparar modalidades

terapéuticas novas com tratamentos tradicionais.

ELSTON & ELLIS (1991) destacaram a grande quantidade de
evidéncias em favor da utilidade prognostica do grau de diferenciacao
tumoral no cancer de mama. No entanto, reconheceram que a
reprodutibilidade e consisténcia eram os principais obstaculos para a sua
aceitagao como procedimento de rotina. Utilizaram o método de Bloom &
Richardson (1957) e modificaram-no para uma avaliacdo semiquantitativa
de trés caracteristicas morfoldgicas: porcentagem de formagdo tubular, grau
de pleomorfismo nuclear e contagem mitotica em campo definido. A cada
caracteristica foi atribuida uma pontuacdo numérica ¢ a somatoéria define o
grau histologico final entre trés categorias. Utilizaram esse escore
modificado por 18 anos em 1831 pacientes com neoplasia primaria da mama,
demonstrando forte correlagdo com a sobrevida e sugerindo boa
reprodutibilidade. O grau histolégico passou a compor o indice prognostico

de Nottingham, associado ao tamanho tumoral e o status linfonodal.
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ELLIS et al. (1996) compararam a utilidade do anticorpo anti-Ki67
MIB 1 em relagdao a uma outra medida de proliferagdo consagrada, a fracao
de células em fase S do ciclo celular. A grande vantagem em relacao aos
demais anticorpos anti-Ki67 prévios consistia no fato de o MIB-1, um
anticorpo recombinante contra partes desse antigeno, ser adequado ao uso
em espécimes fixados em formalina, e ndo apenas em espécimes congeladas.
A mesma lesdao de neoplasia mamaria de cada paciente era submetida a dois
métodos: citometria de fluxo na amostra de pun¢do por agulha fina para
calcular a fracdo celular em fase S; ¢ a fixacdo em formalina e a coloracao
com MIB-1 para o calculo de um escore de positividade. Uma intima
correlagdo foi encontrada entre esses dois métodos e a imuno-histoquimica
para MIB-1 foi considerada um método efetivo para avaliar a proliferacao

celular em neoplasias mamarias.

PEROU et al. (2000) publicou o que chamou de “retratos moleculares
dos tumores de mama humanos”. Por meio do estudo da variacao de padroes
de expressdo génica em 65 pecas cirargicas provenientes de 42 pacientes
portadoras de neoplasia mamaria, realizaram a classificacdo dessa neoplasia
em subtipos de acordo com caracteristicas moleculares. Apontaram que 0s
tumores t€ém uma variacdo na expressao génica ampla e multidimensional,
que reflete as relagcdes entre genes, entre os tumores € as conexoes entre
genes e tumores. Conforme a expressao de determinados grupos de genes,
as neoplasias foram divididas em basais ou luminais, refletindo o tipo
predominante de célula epitelial e a positividade para o receptor de
estrogeno. Um grupo especifico de tumores apresentou hiperexpressao de
HER-2 e outro apresentou perfil semelhante ao tecido mamario normal. Um

achado de destaque foi o fato de essas caracteristicas permanecerem
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preservadas em amostras pareadas de linfonodos metastaticos, sugerindo a

retencdo da programagao molecular do tumor primario nas metéstases.

BOTTINI et al. (2001) demonstraram a relagdo entre a redugdo de
volume e da expressio de Ki67 em neoplasia mamaria humana apos
quimioterapia (QT) primaria. Num estudo clinico com 157 pacientes
submetidas a QT neoadjuvante e tratamento cirargico, foram avaliados, antes
a ap6s a QT, tamanho tumoral, Ki67, p53, bcl-2, c-erbB2 e receptores de
esterdides. A reducao de mais de 50% do tamanho tumoral foi observada em
72,4% dos pacientes e correlacionou-se em analise uni e multivariada com o
decréscimo na expressao de Ki67. Os demais aspectos estudados foram
pouco afetados pela QT, o que permitiu compreender que ela teve bom efeito
na reducao do tumor ¢ na reducao das células em fases ativas do ciclo celular,
mas nao na biologia e agressividade do tumor. Nesse estudo, o Ki67, apesar
de correlacionar-se a resposta clinica, ndo apresentou relagio com o

progndstico em termo de sobrevida livre de doenca.

VERONESI et al (2002) apresentaram um seguimento de 20 anos a
partir do inicio do uso da cirurgia conservadora no tratamento do cancer de
mama. Na década de 70, foi iniciado um ensaio clinico aleatorizado para a
comparagdo entre as chamadas quadrantectomias e as mastectomias radicais.
Ainda no final da mesma década, publicaram resultados preliminares
demonstrando taxas de sobrevida equivalentes. No entanto, tais resultados
foram criticados por seu curto periodo de seguimento. Os autores
mantiveram, entdo, por 20 anos o seguimento de 701 pacientes com tumores
menores que dois centimetros e sem linfonodos palpéveis, aleatorizadas em
um grupo tratado com mastectomia (N=349) e outro tratado com cirurgia

conservadora da mama (N=352). A recorréncia tumoral foi
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significantemente maior no grupo da quadrantectomia (0,63 por 100
mulheres-ano) comparado ao da mastectomia (0,17 por 100 mulheres-ano),
¢ ocorreu, em média, apos 92 meses de seguimento. No entanto, as taxas de
sobrevida global e cancer de mama-especifica em 20 anos nio apresentaram
diferenca. Esses resultados corroboraram o estudo prévio dos autores e a sua
hipotese de que o tratamento da doenca ndo interfere na sobrevida, mas sim
os acometimentos metastaticos. Propuseram na conclusdo a quadrantectomia
como uma modalidade segura de tratamento da neoplasia mamaria, capaz de

beneficiar um grande numero de pacientes em termos de qualidade de vida.

HARRIS et al. (2007) publicaram uma recomendag¢do atualizada da
American Society of Clinical Oncology sobre o uso de marcadores tumorais
no cancer de mama. Utilizaram o método de revisdo critica de artigos
publicados e indexados nas bases MEDLINE e Cochrane Collaboration
Library desde o ano de 1999, analisados por um comité de especialistas. Os
marcadores cujo uso clinico ¢ recomendado sdo: CA 15-3, CA 27.29,
antigeno carcinoembriondrio, receptor de estrogeno, receptor de
progesterona, HER-2, uroquinase ativadora de plasminogénio, inibidor do
ativador de plasminogénio tipo 1 e ensaios multiparamétricos de expressao
génica. Quanto ao Ki67, declararam nao haver estudos suficientes para
recomendar seu uso clinico como fator prognostico. As principais
dificuldades na interpretacao da literatura sobre esse marcador residiam na
falta de padronizacdo de reagentes utilizados, procedimentos para preparo
histologico e contagem celular para elaboracdo do indice, impedindo a

comparag¢do exata entre diferentes estudos.
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JONAT & ARNOLD (2011) revisaram estudos sobre o Ki67 a fim de
justificar o seu uso clinico. Relataram que o Ki67 € um anticorpo monoclonal
que reage com uma proteina nuclear ndo histona presente exclusivamente
em células que estdo se proliferando, ou seja, nas fases G1, S, G2 e M do
ciclo celular, mas nao na fase GO das células quiescentes. A sua expressao ¢
crescente em direcdo a fase de mitose. Relataram estudos com o Ki67 e
apontam esse método como custo-efetivo e promissor para determinar
prognostico e sensibilidade a regimes terapéuticos. No entanto,
reconheceram a necessidade de mais estudos no assunto e padronizacao
técnica e analitica para adotar de modo corrente o uso de indice de Ki67 na

pratica clinica.

TASHIMA et al. (2015) relataram que o indice de Ki67 seria um
importante biomarcador de proliferagdao e efetivo fator de progndstico no
cancer de mama, contando com uma metodologia de facil aplicagdo e
reprodutibilidade. No entanto, carecia de um ponto de corte numérico
padrao. Realizaram um estudo retrospectivo com 4329 amostras de tumores
primarios. Em andlise uni e multivariada, o indice de Ki67 apresentou-se
como fator significante para sobrevida global e livre de doenga. Vérios
valores de ponto de corte foram testados e o valor de 20% teve a melhor
correlagdo com o risco de mau progndstico, considerando-se apenas o
subtipo luminal A (HER 2 negativo). Nos demais subtipos, os diferentes
valores de Ki67 ndo se correlacionaram a sobrevida global. Também nesse
estudo, o tamanho do tumor apareceu como um fator prognodstico

estatisticamente significante para a sobrevida global.
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CHO et al. (2016) dedicaram-se também a estudar um possivel ponto
de corte numérico para o indice de Ki67. Além disso, propuseram-se a
comparar dois métodos de contagem para definigao do indice de Ki67: um
método manual estimado (contagem por estimativa visual de todo o slide) e
um meétodo semiautomatizado (com auxilio de fotografias microscopicas e
de software de processamento de imagem). Avaliaram materiais de tumores
primarios, invasivos e ressecaveis. Em andlise univariada, o tamanho
tumoral, grau histologico, grau nuclear, status linfonodal, positividade para
receptores hormonais, status de HER2 e o indice de Ki67 (com valores de
corte de 14% ou 20%) foram apontados como fatores progndsticos de
sobrevida especifica ao cancer de mama. As melhores correlagdes entre os
métodos manual e automatizado de contagem do indice de Ki67 foram
encontradas no ponto de corte de 20%, assim como também nesse valor foi
encontrada a melhor correlagdo prognostica com sobrevida especifica ao
cancer de mama em pacientes portadoras de neoplasia com receptores
hormonais positivos e linfonodos metastaticos. Destacaram que a escolha
do ponto de corte do indice de Ki67 pode variar de acordo com o objetivo
clinico, como excluir pacientes com tumores pouco proliferativos de
supertratamento, selecionar pacientes sensiveis a quimioterapia ou realizar

estimativas de sobrevida.
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4. METODO

4.1. Desenho de pesquisa

Trata-se de estudo primario, intervencional, experimental,

longitudinal, prospectivo, analitico, controlado, aleatorizado.

Todos os cuidados e procedimentos realizados nos animais foram
revisados e aprovados pelo Institutional Animal Care and Use Committee da
Universidade de Pittsburgh (Pittsburgh, Pennsylvania, EUA) sob o niumero
1506677 (Apéndice 1), e pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da
Universidade Federal de Sao Paulo, parecer nimero 9923060814 (Apéndice
2).

O presente estudo foi financiado pelo National Institute of Health e
pela Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior por

meio de bolsa no Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior.

O delinecamento do presente estudo e a elaboracdo de todos os
manuscritos dele advindos foi feita considerando-se o0 ARRIVE Guideline

(KILKENNY et al., 2010).

4.2. Amostra

Os animais utilizados no presente estudo foram camundongos do tipo
NOD-SCID gamma (Jackson Laboratory - Bar Harbor, ME, Estados Unidos
da América, EUA - nimero de estoque 005557), caracterizados pela
deficiéncia de linfocitos T € B maduros, de natural killers ativos, de

macrofagos e células dendriticas, e da sinalizagdo por meio de citocinas.
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Para o experimento em questdo, 40 fémeas com idade entre oito e dez
semanas, peso médio de 22,1 gramas (g) +/- 1,8g foram adquiridas do
referido laboratorio e mantidas por uma semana para aclimatagao no biotério
da Universidade de Pittsburgh (Pittsburgh, Pennsylvania, EUA). Foram
acomodadas em gaiolas em grupos de cinco animais, identificadas por
perfuracdo de pavilhdo auricular, com agua e ragdo animal adequada
(Labdiet™, Saint Louis, MO, EUA) ad libitum, ciclo claro-escuro de 12/12

horas e em ambiente livre de patdgenos.

O calculo amostral foi realizado com base em um estudo-piloto
(Apéndice 3) e teve como objetivo um poder de 91,3% para detectar
diferencas de uma vez e meia em tamanho de tumores, correspondendo a
uma diferenga de aproximadamente 0,4 milimetros de didmetro, com nivel

de significancia de 0,05.

4.3. Delineamento de pesquisa

Os animais utilizados no estudo foram distribuidos de forma aleatoria
em dois grupos de acordo com a intervencdo a serem submetidos. A
aleatorizagdo foi realizada por clusters, sendo que as gaiolas foram
submetidas a sorteio para defini¢do de que intervengao seria aplicada a todos

0s animais habitantes de cada uma delas.

Todos os animais foram submetidos ao xenoenxerto de células
neopldsicas num primeiro momento, conforme descrito a seguir. Duas
semanas apds o inicio do experimento, metade dos animais foi alocada no
grupo salina e recebeu intervencdo com injecao de solucdo salina estéril,

enquanto a outra metade dos animais foi alocada no grupo lipo e recebeu
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injecdo de enxerto de gordura humana, conforme detalhado no item

Procedimentos.

4.4. Procedimentos

4.4.1. Xenoenxerto de células MCF7

A primeira intervencdo realizada nos animais foi a inocula¢do de
xenoenxertos de células de neoplasia mamaria da linhagem MCEF7,

adquiridas por meio de compra da American Type Culture Collection

(Manassas,VA, EUA).

As células MCF7 sao humanas, com morfologia epitelial e derivadas
de efusdo pleural de um adenocarcinoma mamario de paciente do género
feminino, caucasiana e de 69 anos. Sdo comercializadas criopreservadas sob
protocolo-padrdo. Expressam receptores de estrogeno e de fatores de
crescimento semelhantes a insulina. Mantém diversas caracteristicas de
epitélio mamario diferenciado como o processamento de estradiol por via
citoplasmatica e a capacidade de formar aglomerados celulares. Todos os
procedimentos envolvendo células foram realizados em cabines de cultura

celular classe 11 de biosseguranga.

As células foram mantidas em cultura em meio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM), com soro bovino fetal 10%, penicilina /
estreptomicina 1% (Penicilina 10.000 unidades/mililitros- U/ml - e
Estreptomicina 10.000 microgramas/ml - pg/ml) e anfotericina B 0,5%
(anfotericina B 250 pg/ml), em estufas com condi¢des controladas de 37

graus Celsius (°C) e 5% dioxido de carbono, sendo observadas diariamente
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por microscopia e sofrendo troca de meio de cultura a cada trés dias. Todos
os produtos para cultura celular foram adquiridos da BioWhittaker® Lonza®

(Basel, Suiga), exceto quando especificada outra procedéncia.

No dia do experimento, as células encontravam-se em 70% de
confluéncia. Foram submetidas a digestdo enzimatica com tripsina
acondicionadas em meio de transporte composto por DMEM/F12 1:1, soro
bovino fetal 20%, dacido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanossulfonico-

HEPES 1 milimol (mM), 2-mercapto-etanol 50 mM.

Duas aliquotas celulares foram preparadas: a de c€lulas carregadoras
e a de células ativas. As células carregadoras foram submetidas a irradiacao
com 100 grays (Gy) em um irradiador Gammacell 1000® (Nordion®, Otawa,
Canadd) para sua inativacao proliferativa, contudo mantendo sua viabilidade
(Figura 1). O objetivo das células carregadores era garantir que o maximo de
células ativas chegasse aos animais, reduzindo a chance de quantidade
significante das células ativas ficarem detidas nas placas de pogos, seringas
ou agulhas utilizadas no procedimento de xenoenxerto, uma vez que estariam

dispersas num nimero 10 vezes maior de células carregadoras.
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Figura 1 — Proliferacdo de células MCF7 carregadoras e ativas em 10
dias.
As células estdo em cultura no meio DMEM, 10 dias apds semeadura inicial
em 3000 células/centimetro quadrado (cm?). Na figura 1A, observam-se
c€lulas da aliquota carreadora, que foram irradiadas com 100 Gy previamente
a semeadura. Na figura 1B, observam-se células da aliquota ativa, ndo
irradiadas. As células ativas apresentam padrao de crescimento habitual para
a linhagem celular, enquanto as células carregadoras exibem importante
reducdo de seu potencial proliferativo, sustentando a hipdtese de que nos
xenoenxertos ndo interfeririam no crescimento tumoral por parte das células
ativas. Barras de escala representam 200 pm.
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As células ativas foram submetidas a coloragdo com 4°,6- diamidino-
2-fenilindol (DAPI), marcador fluorescente de DNA, a fim de evidenciar
células apoptdticas e garantir que apenas células vidaveis fossem utilizadas
para o xenoenxerto. As células com viabilidade confirmada foram
distribuidas por meio de um citometro de fluxo em doses de 1000 células por
poco em duas placas de 96 pogos contendo 10.000 células carregadoras por
pogo.

A distribuig¢do de células nas placas de pogos foi feita pelo citdmetro
Moflo Astrios (Beckman Coulter® Indianapolis, IN, EUA). Foram utilizados
lasers de 488 nandmetros (nm) ¢ 405 nm. O laser de 488nm permitiu a
obtencao de dois parametros: a dispersao anterior (forward scatter - FSC) e,
por meio desta, inferiu-se a complexidade interna das particulas; e a
dispersao lateral (side scatter - SSC), por meio da qual se inferiu o tamanho
das particulas. O laser de 405 nm, por sua vez, foi utilizado para excitagao
de DAPI. A sequéncia de andlise e definicdo de portdes foi: area de SSC x
largura de SSC para distingdo entre c€lulas individuais e aglomeradas; FSC
x DAPI para distingdo entre células viaveis e nao viaveis; FSC x SSC para
disting¢ao entre c€lulas e debris. Apenas cé€lulas que satisfizessem os critérios
das trés areas definidas pelos portdes citados eram distribuidas nas placas. A
logica de distribuigdo estd ilustrada na Figura 2. As células foram
distribuidas utilizando-se ponta de 100 micrometros (Lm) a uma pressao de
2,02 quilogramas-for¢a/cm?. O aparelho foi calibrado para menos de 1000

eventos por segundo.
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Figura 2 — Légica de distribuicio das células ativas MCF7 em placas de po¢o para

0 xenoenxerto.

Da esquerda para a direita: células individuais (73,9% do total de eventos) foram
discriminadas de aglomerados celulares (A); exclusdo de células apoptoticas por DAPI
foi utilizada como critério de viabilidade celular (74,6% dos eventos selecionados na
etapa anterior mostraram-se células viaveis - B); o produto final da distribuicdo celular
inclui apenas células individuais, viaveis e com dispersdo de luz tipica (92,6% dos
eventos selecionados na etapa anterior - C).

A cada pogo foi acrescentado o volume de 25 microlitros (ul) de
Matrigel® (Corning®, Tewksbury, MA, EUA), uma matriz protéica secretada
por células de sarcoma de camundongos Engelbreth-Holm-Swarm,
produzida e comercializada para uso como arcabouco em culturas e

experimentos envolvendo células.

O volume final de cada pog¢o contendo células ativas, células
carregadoras € Matrigel® era de 50 pl. As placas contendo esse preparado
final foram mantidas sob refrigeracao a 4°C até o momento exato da inje¢ao

dos xenoenxertos.

Todo o procedimento com os animais foi realizado em cabines de
biosseguranca classe II. Os animais foram anestesiados com isoflurano 3%
em aparelho vaporizador para roedores e o oxigénio foi fornecido aos
animais na razao de 1:1, em relacdo ao anestésico, durante todo o

procedimento. A antissepsia foi feita com etanol 70% em area compreendida
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entre as regides cervical e inguinal dos sujeitos. O conteudo de cada pogo foi
aspirado em seringa de 0,5 ml acoplada permanentemente a uma agulha de
28 Gauge (1/2 mL BD Lo-Dose® U-100 insulin syringe with 28 Gauge x 1/2
inche, Becton Dickinson®, Franklin Lakes, NJ, EUA) e injetado em sitios
anatomicos consistentes com a localizagdo das glandulas mamarias dos
animais (conforme esquema na Figura 3), sendo quatro sitios por animal
(superior direito, superior esquerdo, inferior direito, inferior esquerdo),

conforme ilustra a Figura 4.

A B

Figura 3: Esquema ilustrativo de inje¢io em glindulas mamaérias das camundongo-
fémeas.

Na figura 3A, uma ilustra-se a distribuicao em pares das glandulas mamarias na porg¢ao
ventral do corpo do animal e, em detalhe, a estrutura microscopica da glandula e do
sistema lactifero. Na figura 3B, ilustra-se uma injec¢ao realizada na glandula mamaria de
um animal.

Fonte: aegiscreative.com, acesso em 20/02/2018.
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Figura 4 — Procedimento de xenoenxerto de células
MCF7 em glindulas mamadarias das camundongos-
fémea.

Na figura 4A, animal submetido a anestesia inalatoria e
antissepsia com etanol 70% em tronco anterior e abdome;
na figura 4B, injecdo de xenoenxerto em sitio inferior
direito; e na figura 4C, xenoenxerto em sitio superior
direito.
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Apoés a injecdo dos xenoenxertos os animais receberam uma dose
subcutdnea de cetoprofeno de cinco miligramas/quilograma. Foram
observados atentamente por 72 horas para deteccdo de sinais de dor ou
desconforto como reducao de atividade, do apetite ou da ingestdo hidrica;
posicdo de defesa; automutilagdes; aumento de agressividade ou
vocalizagdes; aversao aos companheiros de gaiola; piloerecdo; postura
arqueada; descarga nasal ou ocular; permanéncia longa em posicao deitada.
Caso tais sintomas fossem observados, a dose de cetoprofeno seria repetida
a cada 12 horas até remissao dos mesmos. No entanto, nenhum animal
apresentou tal sintomatologia apos qualquer intervencao realizada neste

estudo. O procedimento de xenoenxerto ocorreu sem intercorréncias.

Os animais foram acompanhados a partir de entdo semanalmente para
avaliacao de condigdes gerais de saude e crescimento de tumores. O tamanho
tumoral foi aferido por palpa¢do local por tnico observador e medida com
paquimetro digital quando atingiam tamanho palpéavel. Conforme normas de
cuidados com os animais no referido biotério, em caso de tumores maiores
que dois centimetros (cm), considerados capazes de gerar sofrimento e
limitar o sujeito em suas atividades basicas, o animal portador deveria ser
sacrificado. No entanto, isso ndo ocorreu com nenhum dos sujeitos do
presente estudo. A ficha de seguimento semanal de cada animal esta

demonstrada no Apéndice 4.

4.5. Intervencio com injecao de solu¢io salina ou enxerto de gordura

Duas semanas apds o xenoenxerto, os animais foram submetidos a
segunda intervenc¢do e, para tal, foram divididos em dois grupos: grupo

Salina (inje¢do de solugdo estéril de cloreto de sddio a 0,9%) e grupo Lipo
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(injecao de enxerto gorduroso humano). Ambos os grupos continham 20
individuos e tiveram os animais submetidos a anestesia e antissepsia

conforme descrito acima para o xenoenxerto.

O grupo Salina recebeu em cada sitio previamente injetado com
células tumorais uma nova injecao de 100 pl de solugdo estéril de cloreto de
s6dio a 0,9% por meio de cinula romba 16 G Monoject® (Covidien®,
Minneapolis, MN, EUA). A injecdo com canula romba era precedida por
uma perfuragdo Unica e a distdncia para cada sitio por agulha de 16 G,
determinando um orificio e um pertuito em direcdo a glandula mamaria por
onde a canula romba foi inserida. Os orificios de insercao da canula tiveram
suas bordas aproximadas por pingas cirargicas e seladas com Vetbond®

(3M®, Saint Paul, MN, EUA), conforme a Figura 5.

No grupo Lipo, o procedimento ocorreu da mesma forma do grupo
Salina, exceto que o conteudo da inje¢dao era 100 pl de enxerto gorduroso
preparado a partir de lipoaspirado humano, conforme a técnica de Coleman,
(COLEMAN, 1995). O material foi obtido por meio de isencao concedida
pelo Institutional Review Board da Universidade de Pittsburgh (IRB niimero
0511186 — Apéndice 5) para coleta de materiais de descarte cirargico sem
identificacdo da paciente doadora. Apenas a idade de 57 anos e indice de
massa corpdrea de 28 kg/metro quadrado (m?) eram conhecidos e
coincidentes com o perfil demografico geral de pacientes portadoras de
neoplasia mamadria. O lipoaspirado foi coletado de tecido subcutaneo
abdominal por meio de lipoaspiracdo com canula romba 3 milimetros (mm)
de didmetro, com 3 orificios distais e inferiores, acoplada a seringas de 10ml,
cujos €émbolos foram tracionados gerando vacuo utilizado para aspiracdo da
gordura. As seringas tiveram os émbolos removidos e foram seladas com

tampas e filme estéril e centrifugadas a 1286 gravidades (g) por 3 minutos.
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Foram descartadas as fragdes liquida e oleosa. Com um transferidor, o
conteudo de gordura foi distribuido em seringas de 01 ml Luer-Lok®
(Becton Dickinson®, Franklin Lakes, NJ, EUA). Toda a manipula¢do da
gordura foi realizada sob condi¢des estéreis em cabines de biosseguranga

classe II.
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Figura 5 — Procedimento de lipoenxertia em glandulas
mamarias das camundongos-fémea.

Na figura 5A, confeccdo de perfuracdo unica remota com
agulha 16 G para lipoenxertia de sitios superiores. Na figura
5B, injecdo de enxerto gorduroso em sitio superior direito por
meio de canula 16 G introduzida em pertuito formado pela
perfuragdo com agulha descrita acima. Na figura 5C,
aproximagao de bordas cutdneas com pingca anatomica e
aplicacdo de cola de tecidos sintética para sintese das

perfuracdes.
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A partir de entdo, o seguimento semanal prosseguiu sob a mesma
rotina descrita acima por um periodo total de oito semanas a partir do

xenoenxerto.

4.6. Morte indolor induzida dos animais e avaliacdo geral dos tumores,

enxertos gordurosos e orgaos-sede de metastases

Apos oito semanas de seguimento, a morte indolor induzida foi
realizada primariamente em camara de didxido de carbono e
secundariamente por deslocamento cervical. O ato evoluiu sem

intercorréncias para todos os sujeitos.

Cada animal foi submetido a necropsia imediata e foram dissecados
os tumores, os enxertos gordurosos (para os animais do grupo Lipo), o

figado, o baco e os pulmdes.

Tumores e enxertos gordurosos foram medidos com régua
milimetrada, pesados em balanca de precisdo (Sartorius Weighing
Technology®, Goettingen, Alemanha) e tiveram seus volumes aferidos por
meio de Picndometro (AccuPyc® II 1340, Micrometrics, Norcross, GA,
EUA). Todas as amostras foram prontamente fixadas em formalina 10% e

identificadas por etiqueta codificada.

Os figados, bagos e pulmdes coletados foram avaliados

macroscopicamente para evidéncias de tumores.

A documentagdo fotografica da necropsia incluiu a identificacao dos
animais e o aspecto in situ e apds disseccdo dos tumores e enxertos

gordurosos.
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4.7. Avaliacao histologica de tumores, enxertos gordurosos e orgaos-

sede de metastases

As amostras permaneceram fixadas em formalina a 10% por sete dias
e foram processadas e embebidas em parafina para a confec¢ao de laminas e

analise histologica.

Cada amostra de tumor teve laminas submetidas a coloragdo por
hematoxilina e eosina (HE) e imunohistoquimica para Ki67. Materiais de
histologia sdo da marca Dako® (Carpinteria, CA, EUA), exceto se

especificada outra procedéncia.

Brevemente, para coloracio de HE, as amostras foram
desparafinizadas em xileno e reidratadas em etanol em concentragdao
regressiva (100%, 95% e 70%) conforme protocolo-padrao de histologia. Em
seguida, foram incubadas em hematoxilina de Weighers por 10 minutos.
Foram diferenciadas numa solugdo alcodlica de acido cloridrico por um
minuto, incubadas em Scoft’s tap water por dois minutos € em solugao
alcodlica de eosina por dois minutos. Os cortes histologicos foram
desidratados em etanol com concentragdes progressivas (70%, 95% e 100%),
seguidas de imersdo em xileno e as 1aminas foram montadas com Permount®
(ThermoFisher Scientific®, Grand Island, NY, EUA). Seguiu-se secagem por
12 horas.

Para coloragdo de imunohistoquimica de Ki67 humano, brevemente,
as laminas foram desparafinizadas em xileno e reidratadas em etanol
conforme protocolo-padrao de histologia. A recuperagdo antigénica foi feita
com uma soluc¢do de pH 6,2 do tipo Diva Decloaker® (Biocare Medical®,
Concord, CA, EUA) em uma Decloaking chamber®, a 120°C. As laminas

foram coradas no Autostainer plus® com solugdo tampéo salina de 2-Amino-
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2-(hidroximetil) propano-1,3-diol (tris) e solucdo surfactante de polisorbato
20. O anticorpo primario murino anti-ki67 humano Clone MIB-1 foi
aplicado utilizando a diluicdo 1:100. O anticorpo secundario consistia no
Envision Dual Link® associado a polimero de peroxidase de rabanete
(horseradish peroxidase - HPR). O substrato foi o 3,3-diaminobenzidina,
gerando marca¢do em cor marrom. Finalmente as laminas foram coradas
para contraste de fundo com hematoxilina, desidratadas e montadas com

Permount.

As laminas de enxertos de gordura foram coradas para HE e perilipina.
Para coloracdo de HE, foi seguido o mesmo protocolo descrito para as

amostras de tumores.

Para coloragao com perilipina, as laminas foram desparafinizadas em
xileno e reidratadas em etanol conforme protocolo-padrao de histologia.
Recuperacao antigénica foi feita com solucao tampao e citrato pH 6 a 100°C.
As laminas foram lavadas com solugdo tampao salina de tris e solucao
surfactante de polisorbato 20. Em seguida, o corante Sudan Black B foi
aplicado. O anticorpo primario utilizado era policlonal de porquinho-da-
india anti-humano para perilipina PLIN1, localizada na superficie de
goticulas de gordura intracelulares dos adipdcitos (Progen®, Heidelberg,
Alemanha) e foi usado na dilui¢ao 1:50. O anticorpo secundario consistia em
um conjugado com tetrametilrodamina (corante fluorescente de cor laranja)
anti-porquinho-da-india, numa diluicdo de 1:100. O substrato foi o 3,3-
diaminobenzidina, gerando marca¢ao em cor marrom. Finalmente as laminas
foram coradas para contraste de fundo com DAPI, desidratadas e montadas

com meio de montagem fluorescente.

As amostras de figado, bago e pulmdes foram coradas em HE

conforme protocolo descrito para amostras de tumores.
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A anélise histologica foi feita por um patologista “cego” e especialista
em patologia da mama, considerando a identificagdo dos tumores, grau
histologico de BLOOM & RICHARDSON (1957), modificado por
ELSTON & ELLIS (1991), e percentual de positividade de Ki67 dos

tumores; e presenca de metastases em baco, figado e pulmdes.

O escore de BLOOM & RICHARDSON (1957) modificado por
ELSTON & ELLIS (1991) ¢ uma medida de grau histolégico da neoplasia
mamaria e do seu potencial de agressividade. Sdo analisados trés aspectos e
cada um deles ¢ pontuado de um a trés: diferenciacdo (capacidade de formar
glandula mamaria), pleomorfismo nuclear e atividade mitética. O escore
varia de trés a nove e corresponde aos seguintes graus histologicos: escore
de trés a cinco, grau um; escores de seis e sete, grau dois; escore de oito e

nove, grau trés.

O indice proliferativo dos tumores foi avaliado pela propor¢do de
células positivas para ki67 em relagao ao total de células; e ¢ expressa em
porcentagem. A proteina Ki67 ¢ um marcador direto de proliferacao celular,
sendo expressa em todas as fases ativas do ciclo celular e ndo expressa na

fase de repouso.

As amostras de enxertos gordurosos foram analisadas pelos proprios
pesquisadores quanto a integridade da arquitetura tecidual adiposa como

preditor de viabilidade.

4.8. Analise estatistica

Os dados de volume e massa tumoral e os indices de positividade do

Ki67 foram comparados entre os grupos pelo teste T de Student, sendo que
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os valores de volume e massa sofreram transformacdo logaritmica para
satisfazer o critério de distribuicao normal. A afericdo de normalidade foi

feita pelo teste de Shapiro-Wilks.

A velocidade de surgimento e crescimento tumoral foi comparada
entre os grupos por meio de analise de sobrevida de Kaplan-Meier e teste de
Mantel. A presenga de invasdao macroscopica foi comparada pelo teste de
Qui-quadrado com probabilidade de Yates. E o grau histologico foi

comparado por meio do teste de Mann-Whitney.

Todos os testes tiveram nivel de significancia estabelecido em p<0,05
e foram realizados nos programas SYSTAT 13.1 (Systat Software Inc,
Chicago, IL, EUA) e SPSS, versao 20 (IBM, Armonk, NY, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1. Acompanhamento dos animais

Ap06s o procedimento de intervencao com injecao de lipoaspirado humano,
um dos animais do grupo Lipo, evoluiu em 72 horas com hipotermia e
hipoatividade culminando em 6bito. Nenhuma causa associada ao procedimento
ou a qualquer etapa do protocolo de pesquisa foi identificada para a perda do
animal. A partir de entdo, o seguimento semanal prosseguiu sob a mesma rotina

e sem demais intercorréncias.

5.2. Prevaléncia e crescimento tumoral

Nao houve diferenga entre os grupos quanto ao surgimento de tumores
palpéveis ou a velocidade de crescimento tumoral. Os dados sdo expressos por
meio de andlise de sobrevida de Kaplan-Meier em termos de sitios livres de

tumores (Figuras 6, 7 € 8).
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Figura 6 — Analise de sobrevida de Kaplan-Meier para surgimento de tumores em
sitios submetidos ao xenoenxerto.

Expressa-se a queda da proporg¢do de sitios livres de tumor (no eixo y) em funcdo do
tempo em semanas (no €ixo x) para o grupo Salina (curva azul) e Lipo (curva vermelha).
Linhas pontilhadas representam os intervalos de confianca. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos quanto ao tempo de surgimento de tumores
palpaveis (p=0,54; teste de Mantel).
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Figura 7 — Analise de sobrevida de Kaplan-Meier para surgimento de tumores
maiores que 1 mm em sitios submetidos ao xenoenxerto.

Expressa-se a queda da proporg¢do de sitios livres de tumor maior que 1 mm (no eixo
y) em fungdo do tempo em semanas (no €ixo x) para o grupo Salina (curva azul) e Lipo
(curva vermelha). Linhas pontilhadas representam os intervalos de confianca. Houve
diferenga estatisticamente significante entre os grupos quanto ao tempo de surgimento
de tumores maiores que um mm, sendo esses mais precoces no grupo Salina (p=0,027;
teste de Mantel). No entanto, ao final do seguimento, observa-se que o numero de
tumores maiores que um mm nao ¢ estatisticamente diferente entre os grupos. Assim,
parece ter havido um retardo temporario no crescimento tumoral para essa faixa de
tamanho no grupo Lipo entre a quinta e a sétima semanas, porém esse atraso foi
revertido até o fim do seguimento em 8 semanas.
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Figura 8 — Analise de sobrevida de Kaplan-Meier para surgimento de tumores
maiores que 5 mm em sitios submetidos ao xenoenxerto.

Expressa-se a queda da proporg¢ao de sitios livres de tumor maior que Smm (no eixo
y) em fun¢do do tempo em semanas (no eixo x) para o grupo Salina (curva azul) e
Lipo (curva vermelha). Linhas pontilhadas representam os intervalos de confianca.
Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos quanto ao tempo
de surgimento de tumores maiores que cinco mm (p=0,53; teste de Mantel).

Ao final do seguimento em oito semanas, tumores papaveis eram
detectados em 86,25% dos sitios submetidos aos xenoenxertos no grupo Salina e

em 85,53% dos sitios do grupo Lipo.
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Durante a necropsia, todos os sitios de glandulas mamarias previamente
injetados com células MCF7 apresentavam tumores macroscopicos. O aspecto

macroscopico de tumores in situ esta ilustrado na Figura 9.

Figura 9 — Aspecto macroscépico in situ dos tumores obtidos por
meio dos xenoenxertos.

Na figura 9A, tumor em glandula mamaria superior esquerda; na figura
9B, tumor em glandula mamaria inferior D. Observa-se a contigiiidade
do tumor em relagdo ao tecido mamario. Referéncia de tamanho por
meio de régua milimetrada em ambas as fotos.
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5.3.Volume e massa tumoral

O tamanho maximo dos tumores foi de 0,49 centimetros ctibicos (cm?), o
que ndo causou desconforto significante e ndo determinou necessidade de

eutanasia precoce, requerida em casos de tumores maiores que dois cm.

O volume e a massa dos tumores foram significantemente menores no
grupo Lipo comparados ao grupo Salina (p=0,046 e p=0,038, respectivamente),

demonstrado nas Figuras 10 e 11.
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Figura 10 — Representacido da média de volumes tumorais em centimetros cubicos
medidos por picndometro.

O grupo Lipo apresentou uma média de volume tumoral significantemente menor que o
grupo Salina ao final do seguimento de oito semanas. p=0,046, teste T de Student. Barras de
erro representam erro-padrdo. * Destaca significancia estatistica.
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Figura 11 — Representacao da média de massas tumorais em gramas medidas por
balanca de alta precisao.

O grupo Lipo apresentou uma média de massa tumoral significantemente menor que o grupo
Salina ao final do seguimento de oito semanas. p=0,038, teste T de Student. Barras de erro
representam erro-padrao. * Destaca significancia estatistica.

5.4. Grau histologico

Cada amostra de tumor teve laminas coradas por HE e recebeu um escore
de grau histologico conforme os critérios de BLOOM & RICHARDSON (1957)
modificado por ELSTON & ELLIS (1991). A Figura 12 demonstra exemplos de
laminas de tumores do grupo Salina e Lipo por meio das quais foi analisado o

grau histologico dos tumores.
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Figura 12 — Amostras de tumores corados em hematoxilina e eosina para determinacio

do grau histologico.
Na figura 12A, ilustra-se amostra do grupo Salina e na figura 12B, do grupo Lipo. A barra

de escala corresponde a 200 pm.
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Nao houve diferenca entre os grupos quanto aos escores de grau histologico

dos tumores (p=0,17), conforme ilustrado na Figura 13.

Grupo Salina

®m Grau 1 Grau2 mGrau3
p=0,17

Grupo Lipo

83%

m Grau 1 Grau2 =mGrau3

Figura 13 - Distribuicio percentual de tumores dos
grupos Salina e Lipo conforme o grau histolégico.

A comparagdo entre os grupos demonstrou nao haver
diferenca estatisticamente significante entre eles quanto ao
escore de grau histlogico (p=0,17; teste de Mann-Whitney).
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5.5. Indice proliferativo

A porcentagem de células positivas para Ki67 na imuno-histoquimica foi
contada para amostras de cada tumor. A Figura 14 ilustra o exemplo de laminas
de tumores provenientes de ambos os grupos preparadas para detec¢dao de Ki67

na imuno-histoquimica.
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Figura 14 — Amostras de tumores submetidos a método de
imuno-histoquimica para detec¢io de ki67.

Na figura 14A, ilustra-se amostra do grupo Salina e na figura 14B,
do grupo Lipo. A barra de escala corresponde a 200 um e as
células castanhas sdo células positivas para Ki67, sugerindo
atividade proliferava no tumor.



88|

Resultados

O indice proliferativo dos tumores no grupo Lipo (média de 24,5%) foi
significantemente menor que o do grupo Salina (27,7%), sugerindo que tumores
recebedores de enxertos gordurosos em seus arredores apresentaram menor
quantidade de células em fase ativa do ciclo celular em oito semanas de

seguimento (Figura 15).
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Figura 15 — Representacio da média de porcentagem de células

positivas para Kki67.
O grupo Lipo apresentou um indice proliferativo significantemente
menor que o grupo Salina ao final do seguimento de oito semanas.

p=0,01, teste T de Student. Barras de erro representam erro-padrdo. *
Destaca significancia estatistica.

5.6. Invasao macroscopica e metastases

Invasdo macroscopica foi detectada em ambos os grupos envolvendo
musculo, pele ou peritonio. A incidéncia de invasdo € expressa em termos de

porcentagem do total de tumores na Tabela 1.
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Foi significantemente mais freqiiente a ocorréncia de invasdao de tecidos
vizinhos no grupo Salina (p=0,003). A invasdo muscular esta ilustrada na Figura

16.

Tabela 1 — Invasido tumoral macroscopica a tecidos vizinhos.

Salina Lipo p
Miisculo 17.5 52 0.03 *
Pele 5 52 1
Peritonio 15 52 0.07
Total 37,5 15,6 0.003*

A incidéncia de invasdo tumoral macroscopica de tecidos vizinhos é expressa pela
porcentagem de tumores invasores em relagdo ao total de tumores por grupo. A
comparagao foi realizada pelo teste de Qui quadrado e a invasao muscular (p=0,03) e total
(p=0,003) foram significantemente menores no grupo Lipo. * Destaca significancia
estatistica.

eosina demonstrando invasio do tecido muscular adjacente. Barra de
escala representa 100um.

Nao foram encontradas linfonodomegalias axilares ou inguinais sugestivas

de disseminacao linfatica dos tumores em nenhum animal.
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Nao foram encontradas lesdes macroscdpicas sugestivas de metastases no

figado, baco ou pulmdes. Também na avaliagdo histolégica ndo foi identificada

nenhuma metastase a distancia (Figura 17).

Figura 17 — Exame macroscopico e microscopico de figado, baco e pulmdes para deteccio
de metastases a distancia.

Na figura 17A, o aspecto macroscopico dos referidos 6rgdos ndo demonstrando lesdes
sugestivas de metastases. A avaliagdo microscopica em hematoxilina e eosina demonstrou nao
haver metéstases em figado (ilustrado na figura 17B), bago (na figura 17C) e pulmdes (na figura
17D). As barras de escala correspondem a 100 pm.

5.7. Enxertos gordurosos

Todos os animais do grupo Lipo tinham enxertos gordurosos
macroscopicamente identificaveis nos sitios em que foram injetados. A retencao

volumétrica média dos enxertos gordurosos foi de 62,7% (+/- 22,3%).
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Todos os enxertos gordurosos estavam adjacentes aos tumores € em 43%
dos casos foram considerados aderidos aos tumores, de modo que ndo havia plano

de dissec¢ao claro entre os mesmos (Figura 18).

Figura 18 — Aspecto macroscopico in situ e apos dissec¢do dos enxertos de gordura
adjacentes aos tumores nas glandulas mamarias de camundongo-fémea do grupo Lipo ao
final do seguimento em 8 semanas.

Na figura 18A, observam-se tumores de glandulas mamarias nos sitios superiores direito e
esquerdo. Na figura 18B, detalhe do tumor superior esquerdo in situ com enxerto de gordura
contiguo. Na figura 18C, apds dissecgao e ressec¢ao do conjunto tumor e enxerto de gordura,

observa-se a auséncia de plano de clivagem entre ambos.

As amostras de enxertos gordurosos analisadas histologicamente
demonstraram manuten¢ao da arquitetura tissular em HE e adipocitos intactos e

viaveis na coloragdo de perilipina, que permitiu diferencia-los dos cistos oleosos
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(Figura 19). Ao final das oito semanas de seguimento, os enxertos gordurosos
peritumorais estavam vidveis, vascularizados e preservados morfologicamente

por meio de andlise macroscdpica € microscopica.

B

100 pm
Figura 19 — Aspecto microscopico dos enxertos gordurosos.
Na figura 19A, em coloragdo de hematoxilina e eosina, a arquitetura tecidual mostrou-se
preservada e foi possivel observar vascularizagao habitual. Na figura 19B, a microscopia
fluorescente para perilipina (corada em vermelho), demonstrou a presenca de adipdcitos
integros distinguiveis de cistos oleosos. Barras de escala representam 100pum.
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6. DISCUSSAO

6.1. Justificativa para a nessecidade de um novo modelo

O uso do enxerto de gordura para reconstrugao de partes moles em Cirurgia
Plastica nao ¢ um procedimento recente. Foi inicialmente descrito no século XIX
por NEUBER (1893) para preenchimento de defeitos volumétricos e
deformidades de contorno na face. Logo essa técnica inovadora foi introduzida
como modalidade de reconstru¢do mamaria, sendo utilizada pela primeira vez por
Czerny, em 1895, que transplantou um lipoma de flanco para a reconstrug¢ao de
mama pos-mastectomia (CZERNY, 1895). Desde entdo, vem sendo realizada em
diversos sitios anatomicos. Logo surgiram curiosidades a respeito de aspectos
técnicos da lipoenxertia: como seria o mecanismo de integragdo dos enxertos
autdlogos e homologos, qual o tamanho ideal do enxerto, quanto volume ¢
perdido, qual o papel das células hospedeiras na integracdo do enxerto € como
ocorre a vascularizacao da gordura enxertada. Os primeiros resultados de enxertos
em bloco foram animadores, mas logo a imprevisibilidade de reabsorc¢ao e a
tendéncia de formacao de cistos oleosos destacadas por PEER (1950) vieram a

desencorajar o seu uso.

A partir da década de 80, Ilouz apresentou a lipoaspiragdo como método de
correcao de lipodistrofia sem grandes descolamentos ou ressec¢des cutaneas
(ILLOUZ, 1983). Logo foi identificada como forma de obtencao de gordura em
pequenos fragmentos € com pequena morbidade de area doadora, contribuindo
para a retomada da lipoenxertia nos procedimentos reconstrutivos. E na década
de 90, por meio das publica¢des do Dr. Coleman, foram iniciados esforgos para a
padronizag¢do técnica da obtenc¢do e do preparo do enxerto gorduroso, facilitando
a disseminacdo de seu uso ¢ demonstrando entusiasmo com seus resultados. A

chamada técnica de Coleman para preparo do enxerto de gordura consistia na
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coleta de tecido adiposo com céanulas de trés mm a baixa pressao, centrifugacao a
3000 rpm por trés minutos e enxertia em tineis com canula romba (COLEMAN,

1995).

Nas ultimas décadas, o enxerto de gordura tem se tornado um topico
emergente na Cirurgia Plastica e o seu uso na reconstru¢do de mama ¢ pratica
corrente da maioria dos cirurgides plasticos americanos e britanicos, como
evidenciaram KLING et al. (2013) e SKILLMAN et al. (2013) em seus
levantamentos. Conforme publicado por KRONOWITZ et al. (2016), apenas nos
ultimos 20 anos, o numero de estudos sobre esse tema aumentou 60 vezes. No
entanto, ainda em pesquisa recente com cirurgides plasticos americanos, 49% dos
entrevistados acreditam que a falta de evidéncias cientificas acerca do impacto da
lipoenxertia no desenvolvimento e na recorréncia do cancer de mama representa
um obstaculo ao seu uso (KLING et al., 2013). Dessa forma, fica claro que, apesar
do crescimento do niimero de estudos publicados nesse assunto, ndo tém sido
produzidas evidéncias clinicamente relevantes com impacto na defini¢do de
condutas. Os cirurgides plasticos ainda carecem de diretrizes objetivas para a
indicacdo desse procedimento em pacientes oncoldgicas (SOFCPRE, 2012;
GUTOWSKI, 2009; ASPS, 2012). O devido estudo ¢ a comprovacdao da
seguranga oncologica do enxerto de gordura nas mamas permitird o beneficio de
maior numero de pacientes por meio da indicacdo desse procedimento autdlogo,
passivel de repeticdo, de baixo custo, de baixa morbidade e com excelentes

resultados estéticos tanto no aumento primario como nas reconstrugcdes de mama.

Calcificagdes provenientes das areas de necrose dos enxertos gordurosos
foram as primeiras fontes de duvidas a respeito da seguranca da lipoenxertia em
casos oncologicos. Acreditava-se que essas calcificagdes poderiam confundir os

radiologistas ao analisar mamografias e dificultar o diagnostico e o rastreamento
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do cancer de mama por meio de tal exame. Esse foi o principal motivo para, em
1987, a American Society of Plastic and Reconstructive Surgery (ASPRS)
posicionar-se em comunicado oficial contra o uso do tecido gorduroso na
reconstru¢ao de mama (ASPRS, 1987). No entanto, estudos de PARIKH et al.
(2012); RIETJENS et al. (2011); AGHA et al. (2015); PINELL-WHITE et al.
(2015b) concluiram que as alteragdes radiologicas nas mamas submetidas ao
enxerto de gordura sdo pouco freqiientes, benignas e ndo requerem um protocolo
de seguimento oncologico ou de rastreamento particular. Comparado a
mamoplastia redutora, procedimento amplamente realizado e aceito sem ressalvas
na cirurgia de mama, no estudo de RUBIN et al. (2012), o enxerto de gordura
demonstrou produzir menos alteragdes radiologicas e escores de Breast Imaging

Reporting and Data System (BIRADS) mais favoraveis.

Superada a questao do impacto no seguimento radiologico do cancer, outras
questdes tém sido levantadas. Atualmente, as principais perspectivas do uso
terapéutico do enxerto gorduroso na medicina regenerativa e as principais
consideragdes acerca da seguranga do seu emprego em pacientes oncoldgicos
residem no mesmo fato: o tecido adiposo foi recentemente descoberto como uma
rica fonte de células-tronco mesenquimais (MSCs). Como as células-tronco sao
componentes habituais do enxerto de gordura, € necessario desenvolver estudos
experimentais e clinicos sobre o risco potencial e os limites de seguranga do
emprego do enxerto de gordura na populacao de pacientes oncoldgicas. Como no
presente estudo, os modelos experimentais devem também considerar as
perguntas clinicas, para que possam caminhar em dire¢do a respostas de questoes

praticas e ao beneficio das pacientes.

Até os anos de 2000, os estudos em medicina regenerativa enfrentavam os
entraves €ticos e legais do uso de células-tronco embriondrias e tinham nas MSCs
derivadas da medula 6ssea uma alternativa de excelente potencial regenerativo,

mas ainda de dificil obtencao e de baixo rendimento. Diante da necessidade de
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uma fonte ideal, onde a obtencao das células fosse facil, de baixa morbidade e alto
rendimento, aventou-se, entdo a possibilidade de estudar o tecido adiposo como
fonte de célula-tronco no organismo adulto. Para tanto, ZUK ef al. (2001), a partir
da gordura lipoaspirada realizaram um processamento em diversas etapas, a fim
de obter um botao celular da fracao estromal vascular. A por¢ao de células desse
botdo que aderiu ao plastico em cultura foi chamada inicialmente de lipoaspirado
processado e, logo mais, de células-tronco derivadas do tecido adiposo (ASCs).
Essas cé€lulas foram caracterizadas quanto ao tempo de duplicacdo, marcadores de
superficie e mostraram-se capazes de diferenciar-se em multiplos tipos celulares
de origem mesenquimal (osteogénese, condrogénese, miogénese € adipogénese),

quando expostas a meios de cultura indutores.

Em seguida, essas células foram testadas ainda por ZUK et al. (2002)
quanto a manutencao de suas caracteristicas multipotentes apos cultura, expessao
génica e sintese protéica diante de diferentes estimulos em meios de cultura,
mantendo potencial de pluridiferenciagdo dentro da linhagem mesodérmica e
ectodérmica. Foi realizada, ainda, a imprescindivel comparacdo entre as
consagradas células-tronco mesenquimais da medula dssea e as novas células-
tronco derivadas do tecido adiposo, evidenciando semelhancas fenotipicas e na
capacidade de diferenciagdo, mas apresentando algumas diferencas em
marcadores de superficie e na expressdao génica, provando tratarem-se de

diferentes populagdes celulares.

Desde entdo, as ASCs ja foram implicadas na recorréncia de tumores, seja
por meio da diferenciagdo e integragcdo a populagcdo tumoral ou pelo aumento da

proliferacdo de células neoplasicas.

LOHSIRIWAT et al. (2011); BIELLI et al. (2014); BERTOLINI et al.
(2015); CHARVET et al. (2015) revisaram as interagdes € potenciais
complicagdes do uso de enxerto de gordura em ambiente tumoral da neoplasia

mamdria e citaram diversos estudos experimentais defendendo que a interacao



98|

Discussdao

entre células mamarias neoplésicas e ASCs ¢ favoravel a formagao e recorréncia

tumoral.

Essa interagdo ocorre tanto por contato célula-célula como por acdo de
fatores secretorios. Em uma revisao narrativa, VONA-DAVIS & ROSE (2007)
descreveram adipocinas como um termo genérico utilizado para definir fatores
pardcrinos e enddcrinos produzidos e secretados pelo tecido adiposo, e capazes
de interferir no surgimento e na progressao de neoplasias. Sdo exemplos de
adipocinas: adiponectina, leptina, resistina, metaloproteinase 11, fator de
crescimento derivado de hepatodcitos (HGF), coldgeno VI derivado de adipocitos,
interleucinas 6 e 8, fatores de crescimento transformadores alfa e beta, fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento vascular

endotelial e fator derivado de células estromais 1.

Multiplos estudos apontam que esses fatores estdo implicados na interagao
positiva com a neoplasia mamaria contribuindo para maior proliferagao de células
tumorais, aumento no potencial invasor € metastatico € na expressao de genes
associados a maior malignidade. Em experimentos in vitro € in vivo, diversos
autores tentaram clucidar diferentes fatores secretérios envolvidos na interacao
das ASCs com a neoplasia mamaria. WALTER et al. (2009) citaram a
importancia da Interleucina-6 na migracdo e invasdao tumoral; DEVARAJAN et
al. (2012) exploraram a participagdo do fator de crescimento derivado de
plaquetas na transicao epitelial-mesenquimal; e ETERNO et al. (2014) estudaram
a ac¢do do receptor de HGF na proliferacdo e migracdo de células do cancer de

mama.

Ocorre, na verdade, um fenomeno ciclico, em que nao apenas as ASCs
atuam sobre a célula neoplasica, mas também sofrem influéncia dela, como
explanaram DIRAT et al. (2011). O cancer de mama ¢ capaz de induzir um
fendtipo em células do tecido adiposo adjacentes, como por exemplo, o aumento

de secre¢do de IL-6, que resulta numa maior invasdo tumoral, permitindo a
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sobrevivéncia e a disseminagdao do tumor. As células MDA MB 231 e MCF7
mostraram-se capazes de induzir um fen6tipo de fibroblastos associados ao cancer
nas ASCs, que auxiliam o processo de invasdao tumoral, como demonstrado por
JOTZU et al. (2010). Dessa forma, ¢ possivel compreender que o proprio

microambiente tumoral pode regular a expressao fenotipica das células adiposas.

O potencial de interagdo com as células da neoplasia mamaria pode variar
com a origem das ASCs, conforme estudaram RITTER et al. (2015). As ASCs de
origem visceral mostraram-se mais capazes que as subcutaneas de aumentar a
proliferacdo, a transicao epitelial-mesenquimal, a migracdo e invasdo, por meio

do contato direto célula-célula e da secrecao de IL-6 e IL-8.

Numa recente revisao narrativa abrangente publicada por SCHWEIZER et
al. (2015), foi evidenciada uma absoluta maioria de estudos experimentais in vitro
e in vivo, apontando para o efeito positivo das ASCs em relagdo aos tumores de
mama e sugerindo um potencial risco ao uso do enxerto de gordura na populagao

portadora dessa patologia.

No entanto, segundo PARIKH et al. (2012), até o momento, ndo ha dados
in vivo que comprovem a relacao entre o enxerto de gordura e a recorréncia loco-

regional do cancer de mama.

Por outro lado, conforme revisado por FEISS er al. (2015), as mesmas
ASCs ja foram apontadas como potenciais agentes terapéuticos contra o cancer.
Esse potencial vai muito além da possibilidade de pluridiferenciagdo e envolve
ainda a capacidade de transportar drogas a sitios tumorais e de inflamagao, o
potencial de interferir no microambiente tumoral por agdo secretoria, € a

habilidade de imunomodular tecidos e organismos.

Poucos estudos sugerem agao negativa das ASCs e do tecido gorduroso em
geral sobre a neoplasia mamaria. SUN et al. (2009) obtiveram resultados muito
semelhantes ao do presente estudo em termos de reducao de volume tumoral e

menor proliferacdo celular neoplésica. Entretanto, utilizaram linhagem celular
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mais agressiva, de origem mestastatica e morfologia mesenquimal (MDA MB
231); e a intervencdo foi realizada com ASCs em vez do enxerto de gordura
completo. Por outro lado, assemelha-se a este trabalho na ortotopia dos enxertos
de células neoplasicas e células-tronco no parénquima mamario. Foram testados
modelos de coinjecdo e de injecdo de ASCs apos estabelecimento tumoral. Em
ambos os modelos, os tumores mamarios em contato com as ASCS apresentaram,
assim como nos presentes resultados, menor volume final, além de menor

incidéncia de metastases.

KUCEROVA et al. (2013) demonstraram menor proliferacdo de células
negativas para receptores hormonais e com superexpressao de HER-2 (linhagem
SKBR3) e maior quimiossensibilidade na presen¢ca de ASCs em cocultura direta

e indireta.

RYU et al. (2014) utilizaram também as MCF7, como no presente estudo,
e obtiveram resultado de inibicdo da proliferagdo de células neoplésicas in vitro
em presenga de ASCs em alta densidade ou de meio de cultura condicionado por

elas.

Do ponto de vista clinico, a maior ressalva quanto a lipoenxertia em termos
de seguranga oncoldgica reside nas pacientes que recebem tratamento cirirgico
conservador do cancer de mama, como quadrantectomias, setorectomias ou
tumorectomias. Essa modalidade cirargica foi validada por um grupo italiano, que
iniciou na década de 70 um ensaio clinico randomizado, a fim de compara-la a
mastectomia. VERONESI et al. (2002) publicaram o seguimento de 29 anos de
um total de 701 pacientes com tumores menores que dois cm e sem linfonodos
palpaveis, evidenciando-se uma maior € mais precoce recorréncia nos casos de
tratamento conservador, mas nenhuma diferenca em metastases a distancia,
neoplasia em mama contralateral ou incidéncia de novo tumor primario. Nenhuma
diferenca foi encontrada na sobrevida global ou especifica para o cancer de mama.

O risco de realizar lipoenxertia nessas pacientes consiste na alta probabilidade de
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haver remanescentes tumorais microscOpicos nos sitios a serem reconstruidos e
de eles terem contato com células-tronco do tecido adiposo contidas nos enxertos

gordurosos.

Atualmente, o potencial neoplasico e estimulador da recidiva tumoral na
mama do tecido adiposo permanecem como uma preocupacgao tedrica advinda dos
estudos experimentais supracitados, mas vem diminuindo com a experiéncia
clinica. Nas recentes publicacdes de séries de casos e coortes retrospectivas,
RIETJENS et al. (2011); PETIT et al. (2011); PETIT et al. (2012); IHRAI et al.
(2013); BRENELLI et al. (2014); GALE et al. (2015); PINELL-WHITE et al.
(2015b); KRONOWITZ et al. (2016); PETIT et al. (2017) nao foram
demonstradas evidéncias de maior recidiva da neoplasia mamaria em sitios de
lipoenxertia, alteragdes radiograficas que possam impedir o rastreamento do

cancer de mama ou complicagdes importantes advindas desse procedimento.

Os estudos clinicos tém progredido rumo a abordagem de situagdes ainda
mais especificas. KAOUTZANIS et al. (2016) demonstraram que nas cirurgias
secundarias e nos procedimentos de refinamento das reconstru¢des mamarias com
enxerto de gordura, ndo houve nenhum aumento de recorréncia tumoral.
KRONOWITZ et al. (2016), detectaram que pacientes que receberam lipoenxertia
para reconstru¢do de mama em mastectomias redutoras de risco ndo apresentaram
maior incidéncia de tumores primarios. Um ensaio clinico ndo aleatorizado
desenvolvido por PEREZ-CANO et al. (2012), envolvendo pacientes submetidas
a enxerto de gordura enriquecido com células-tronco do tecido adiposo, nao

evidenciou aumento na recidiva local num seguimento de 12 meses.

PETIT et al. (2013) produziram um estudo particularizando a anélise de
casos de neoplasia intraepiteliais (in situ), € relataram um aumento na incidéncia
de recorréncia local ap6s o uso de lipoenxertia. No entanto, um viés de selecdo na
amostra de controles, que possuiam longo intervalo livre de doenga, pode ter sido

responsavel por um artefato estatistico e esse aumento de recorréncia nao se
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confirmou num seguimento do mesmo grupo de pacientes por periodo mais longo,

dados nao publicados, mas citados por PETIT et al. (2017).

Particularmente a respeito da situagdo clinica levantada nesta tese,
pacientes que receberam tratamento cirtrgico conservador para o cancer de mama
e enxerto de gordura como modalidade de reconstrucdo, foi corroborada por
PETIT et al. (2017) a auséncia de diferencas quanto ao desenvolvimento de
recorréncia ipsilateral, metastases linfonodais ou a distancia, cancer de mama
contralateral, novo tumor primdrio da mama ou & mortalidade, quando
comparadas a pacientes que ndo receberam lipoenxertia. Num estudo de caso-
controle incluiram 644 pacientes com neoplasia mamaria (322 controles e 322
casos), pareadas quanto a idade, tamanho do tumor, nimero de linfonodos
acometidos, status do receptor de estrogénio, indice proliferativo de Ki67, status
de superexpressao de HER-2, uso de quimioterapia neoadjuvante e tipo de
radioterapia adjuvante. O tempo médio de seguimento foi de 4,8 anos para casos

¢ 4,4 para controles.

As revisOes sistematicas sobre esse assunto, conforme destacado por
AGHA et al. (2015), ndo podem ser realizadas de forma satisfatoria em virtude
da heterogeneidade e da baixa qualidade dos estudos publicados até¢ o momento.
Apesar disso, todas as revisOes realizadas por LOHSIRIWAT et al. (2011),
AGHA et al. (2015); KASEM et al. (2015), BERTOLINI et al. (2015); DE
DECKER et al. (2016) corroboram os resultados clinicos citados acima. Nenhuma
evidéncia de correlacdo entre recorréncia tumoral e enxerto de gordura foi
estabelecida e a necessidade por melhores modelos experimentais ¢ destacada
como um ponto-chave para resolver a aparente contradicdo entre estudos

experimentais e clinicos nessa area.

Enquanto nao estdo disponiveis estudos de coortes prospectivas e ensaios

clinicos aleatorizados e controlados, os estudos retrospectivos e as revisoes
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narrativas podem ser Uteis como recursos para estabelecer orientagdes e politicas

regulatérias para garantir a seguranga das pacientes.

Na inten¢do de elaborar um novo delineamento de modelo experimental
animal com maior relevancia clinica, o presente estudo propde uma série de

mudancgas em relagdo a modelos previamente publicados.

6.2. Caracteristicas do novo modelo

Dentre os estudos experimentais acerca do assunto, a maioria envolve
linhagens celulares, desde as mais invasivas, como as basais triplo negativas, até
as de morfologia epitelial e baixa malignidade. Os resultados, ainda que utilizando
a mesma linhagem, podem parecer conflitantes, sendo demonstrada agdo pro-
proliferativa das ASCs no estudo de KUCEROVA et al. (2011); e antiproliferativa
nos experimentos de SUN et al. (2009), ambos utilizando cé¢lulas MCF7 de

mesma procedéncia.

A linhagem celular MCF7 foi estabelecida na Michigan Cancer
Foundation (de onde deriva a sigla que lhe d4 nome) por SOULE et al. (1973) a
partir da efusdo pleural de carcinoma ductal invasivo mamario de uma paciente
feminina de 69 anos. Ao longo do tempo, tornou-se a linhagem celular mais
utilizada em pesquisa no cancer de mama em todo o mundo. Em levantamento
mencionado por BURDALL et al. (2003), somente no periodo de janeiro de 1990
a dezembro de 2003, 5.774 citagdes foram encontradas sobre células MCF7 no

PubMed.

As principais vantagens do uso de uma linhagem celular na pesquisa sdo a
facilidade de sua manipulacdo, a reprodu¢do em cultura de forma ilimitada, a
ampla disponibilidade em rede comercial e o seu alto nivel de homogeneidade.

Para a elaboracao de um novo modelo experimental, em que se pretende modificar
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etapas fora do ambito da cultura celular, tais caracteristicas tornam-se ainda mais

valiosas.

Por outro lado, desvantagens também podem ser apontadas: linhagens
celulares sdo imortalizadas e, ao longo de suas reproducdes continuas em cultura,
podem sofrer mudangas genotipicas e fenotipicas, como por exemplo, a selecao
de uma subpopulacao de crescimento mais rapido. Conforme apontado no estudo
de OSBORNE et al. (1987), apesar de morfologicamente idénticas, as células de
uma mesma linhagem podem apresentar diferencas em contetido de receptores
hormonais, cariotipo e clonogenicidade. Essas diferencas foram evidenciadas
entre linhagens comercializadas por laboratérios distintos, podendo dificultar a
comparacao entre estudos que utilizam células de fornecedores diferentes, mas
ndo repercutindo diretamente em viés num experimento como o deste estudo,

cujas celulas neoplasicas t€ém a mesma procedéncia.

Os resultados do presente estudo demonstram uma homogeneidade
evidente entre os grupos quanto aos volumes tumorais aferidos e as caracteristicas
histoldgicas dos tumores encontrados, conforme os escores de grau histoldgico e
a andlise das laminas de tumores em HE. Essa homogeneidade desfavorece a
possibilidade de que a linhagem celular, ao reproduzir-se na formacao dos
tumores, possa ter alterado as suas caracteristicas bioldgicas a ponto de interferir
nos resultados. Por outro lado, a ocorréncia de tumores tdo homogéneos pode
dificultar a evidéncia de diferencas estatisticamente significantes entre as

intervengoes aplicadas.

Apesar de a linhagem celular utilizada ser derivada de efusdo pleural e,
portanto, representar populacdo celular metastatica, supostamente com maior
potencial proliferativo e disseminativo, as c¢lulas MCF7 sdao consagradas como
as mais utilizadas em modelos experimentais in vitro e in vivo para o estudo da
neoplasia mamaria primaria positiva para receptores hormonais. Além disso,

conforme destacado por HOLLIDAY & SPEIRS (2011), ela ¢ reconhecida por
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um perfil molecular semelhante ao luminal A, tipo mais frequente entre as
mulheres acometidas pelo cancer de mama. Esse perfil, segundo a classificacao
molecular proposta por PEROU et al. (2000), caracteriza-se por positividade para
receptores de estrogénio, positividade ou negatividade para receptor de
progesterona e negatividade para o receptor do fator de crescimento epidérmico
humano 2 (HER2), podendo-se predizer uma boa resposta a tratamento hormonal.
Geralmente, esses tumores tém baixo indice de ki67, o que demonstra baixa

proliferacdo.

A escolha da linhagem MCF7, neste estudo, ¢ concordante com os estudos
de WALTER et al. (2009); JOTZU et al. (2010); DEVARAJAN et al. (2012);
KUCEROVA ef al. (2011) e ETERNO et al. (2014), que optaram por usar essa
linhagem celular por tratar-se da melhor representagdo de tumores menos
invasivos, com morfologia epitelial e receptores hormonais. No presente estudo,
a intencao de representar tumores residuais em pacientes submetidas a cirurgia
conservadora da mama requeria uma linhagem celular com as caracteristicas
citadas. Este estudo opde-se aos de SUN et al. (2009), que utilizou MDA MB 231,
célula mesenquimal e triplo negativa; e de KUCEROVA et al. (2013), que utilizou
SKBR3, célula HER2 positiva e negativa para receptores hormonais; nos quais se
representam tipos mais agressivos de tumores, que sdo encontrados em menor
frequéncia no grupo de pacientes submetidas a cirurgia conservadora para o

tratamento do cancer de mama.

O uso de linhagens celulares, imortalizadas e capazes de proliferar-se
rapidamente, falha em incluir no modelo experimental os aspectos da
heterogeneidade da composi¢ao tumoral, as células ocultas e dormentes, o que ¢
especialmente importante quando se considera a associagdo entre tratamento
cirirgico conservador para o cancer de mama e terapia regenerativa.
DONNENERG et al. (2010) criticaram os vigentes modelos experimentais da

interacdo de ASCs e cancer de mama em cocultura e xenoenxerto por utilizarem
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majoritariamente linhagens celulares rapidamente proliferativas e com grande
potencial invasor, que representariam tumores de rapido crescimento e nao
responsivos a medidas terapé€uticas, situagao clinica na qual a reconstrucao de

mama nao seria indicada, contribuindo para uma falta notavel de realismo clinico.

Certamente as limitagdes decorrentes do uso de linhagens celulares
impulsionam o estudo em neoplasia mamaria a caminhar em dire¢do ao uso de
produtos celulares isolados de tumores primarios. A manutengdo de
caracteristicas moleculares e histologicas genuinas do tumor ¢ um grande
argumento em favor disso. No entanto, por mais cientificamente coerente, esse
caminho tem se mostrado longo e arduo. Conforme discutido por BURDALL et
al. (2003), ainda hoje as técnicas para explante das células epiteliais de um tumor
primario estdo em constante desenvolvimento e validag¢do. A regulacdo ética para
obtenc¢ao delas dificulta a ampla disponibilidade de material, uma vez que todo o
produto doado para uso em pesquisa sera uma parte do tumor ndo analisada pelo
patologista e ndo incluida no planejamento terapéutico da paciente doadora. E o
risco para as pacientes nao seria aceitdvel. A manutencdo de tais cé€lulas em
cultura e a sua aplicagdo em experimentos sao desafiadoras devido ao longo
tempo de duplicacdo populacional e a senescéncia precoce. Muitos dos isolados
primarios duram apenas duas ou trés passagens, o que ndo permite obter o nimero
de células necessario para um experimento de grande porte. Além disso, ndo deve
ser ignorado que, mesmo células primarias de tumor, uma vez isoladas e
cultivadas, podem assumir comportamento bioldgico diferente do que teriam
quando sdo parte de um tecido ou 6rgdo, uma vez que a interacao intercelular e

células-estroma tecidual € perdida na cultura in vitro.

Apesar de todas as questdes acerca da representatividade de linhagens
celulares em relagdo aos tumores primarios, € consenso que as elas ainda sao
recursos experimentais poderosos € em muitas situagoes tém fornecido evidéncias

translacionais para o beneficio clinico, como nos estudos de WALTER et al.
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(2009); JOTZU et al. (2010); DEVARAJAN et al. (2012); KUCEROVA et al.
(2011); ETERNO et al. (2014); SUN et al. (2009) e KUCEROVA et al. (2013).

Os modelos experimentais in vivo utilizados at¢ o momento, como em
WALTER et al. (2009); DEVARAJAN ef al. (2012) e ETERNO et al. (2014),
falham em simular a interacao entre o enxerto de gordura e sitios potencialmente
residuais de neoplasia mamaria, como as pacientes submetidas ao tratamento
cirargico conservador do cancer de mama. De modo geral, os xenoenxertos sao
compostos de células de linhagens comercialmente disponiveis preparadas por
dilui¢do seriada de suspensdes provenientes da digestdo enzimadtica de culturas e

utilizadas em grande nimero como milhdes ou centenas de milhares.

Neste modelo, no entanto, com a intencdo de simular tumores residuais,
optou-se por realizar xenoenxerto de apenas 1.000 células, testado em estudo
piloto como numero minimo capaz de formar tumores palpaveis em 100% dos
animais ao final do seguimento de oito semanas. Pela natureza propria das células
MCF7, elas tendem a formar aglomerados celulares quando digeridas por tripsina
a partir de uma cultura em camada Unica. Dessa forma, a dilui¢do seriada
apresenta uma grande perda de precisdo quanto ao numero final de células
presentes em cada xenoenxerto. Certamente, a fim de criar aliquotas com um
pequeno numero de células como 1.000, imprecisao no numero de células
injetadas criaria um importante viés. Conforme destacado na revisdo de
BARTENEVA et al. (2013), o método escolhido de distribuicao celular
automatizada, a distribuicdo ativada por citometria de fluxo (DACF), ¢ muito
preciso ao contar células individuais, diferencia-las de aglomerados celulares e
também células vidveis das apoptdticas ou mortas. Esse método permite o
isolamento e a purificagdo de células malignas para o estudo subsequente, seja ele
molecular, de sintese protéica, de expressdao génica, ensaios de clonogenicidade

ou xenotransplantes.
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Somente a andlise da dispersdo de luz anterior (FSC-forward scatter) e
lateral (SSC- side scatter), conforme realizado neste estudo, ja permite obter 3
populacdes de uma suspensao homogénea de cé€lulas: células vivas, células
apoptdticas e células mortas. O refinamento dessa separagdo celular pode ser
feito por meio de um corante de acido desoxirribonucleico (DNA), como o 4°, 6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), utilizado no presente método, que € capaz de
ligar-se ao DNA apos penetrar a membrana ndo integra das células, portanto
marca as cé¢lulas mortas e apoptdticas, ndo viaveis para o xenoenxerto. Ainda
conforme relataram BARTENEVA et al. (2013), a identificacao precisa de células
apoptdticas ¢ fundamental, uma vez que diferentes populagdes de células
neoplasicas tém sensibilidade variada para procedimentos de manipulacdo e
dissociagdo e podem gerar diferentes fragdes de cé€lulas apoptoticas, prejudicando

o potencial de formagao tumoral de um xenoenxerto.

Apds a obtencdo de uma aliquota precisa de 1.000 células vivas para cada
xenoenxerto a ser aplicado nos animais, diversas medidas foram empregadas para
reduzir a perda de células durante a manipulagdo do contetido apds a DACF. O
uso de células carregadoras em uma quantidade dez vezes superior a de células
viaveis foi importante para evitar perdas por adesao das c€lulas vivas as placas de
pocos, seringas e agulhas utilizadas para acondicionamento e transferéncia aos
animais das células tumorais. As células foram irradiadas para a inibicao de sua
capacidade proliferativa e foram testadas para tal, comprovando que nao
contribuiram para o crescimento tumoral, servindo apenas de veiculo para reduzir
perdas de células viaveis. Foram cultivadas isoladamente em placas por 14 dias e
ndo apresentaram proliferacdo. As placas, onde as células foram distribuidas,
tinham a base em “V” para facilitar a aspiragdo completa de seu contetudo, e eram
compostas de polipropileno, material plastico que ndo permite adesdo celular
como o poliestireno das placas de cultura habituais. Dessa forma, procurou-se

impedir a perda celular nas placas de transporte.
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A aplicacdo do enxerto de células neoplasicas foi feita isoladamente
precedendo a intervengdo que se deseja analisar (por exemplo, o enxerto de
gordura), o que ¢ muito importante quando se deseja elaborar um modelo
experimental clinicamente relevante. A maioria absoluta dos estudos prévios,
como, por exemplo, WALTER ef al. (2009); DEVARAJAN et al. (2012) e
ETERNO et al. (2014), realizam coinjecdes de células do cancer de mama com

células-tronco do tecido adiposo.

Tal situacao nao se correlaciona em absoluto com o cenario clinico, uma
vez que a reconstru¢do de mama em pacientes oncologicas ocorre em sitios onde
o tumor ja se instalou sem a interferéncia dos métodos de reconstrucao. Ou seja,
o enxerto de gordura € realizado em areas de tumores plenamente estabelecidos
sem a interferéncia paracrina do tecido adiposo, que produz diversos fatores
secretorios capazes de interferir no surgimento e crescimento tumoral no cancer
de mama. Também os estudos de JOTZU et al. (2010) e DIRAT et al. (2011),
destacaram a importancia da acdo do tumor sobre as ASCs induzindo nessas
cé¢lulas um fendtipo pro-proliferagdo e pro-invasdo tumoral, sugerindo que ao
realizar coinje¢do, estaria sendo estudado o efeito de ASCs ja expostas a

modificagdo pela a¢ao tumoral.

No presente estudo, apenas apos duas semanas, quando ja integrados (dado
confirmado em estudo piloto) e, em sua maioria com tamanho palpavel, os
tumores receberam a intervengdo, seja ela com solugdo salina ou enxerto de

gordura.

Em todo o seguimento do presente estudo e de seu estudo piloto, ao
contrario da constatacao de ZIMMERLIN et al. (2010), que tiveram um indice
de 36% de linfomas murinos espontdneos em experimento com a mesma
linhagem de camundongos imunossuprimidos, ndo foi identificado nenhum tumor
além da neoplasia mamaria nos sujeitos do presente estudo, seja nos sitios de

enxertos de MCF7 e gordura, ou a distancia.
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O contetido da intervencdo € outro topico que representa limitagdo nos
delineamentos experimentais. At€ 0 momento, os estudos tém se concentrado em
injetar ASCs isoladas e proliferadas em cultura e em niimeros bastante altos,
chegando a um milhdo de células por sitio tumoral, ou em proporgdes altas em
relacdo as células tumorais. No estudo de ETERNO et al. (2014), ASCs e células
neoplésicas foram coinjetadas em propor¢ao de 2:1; nos de WALTER et al
(2009) e DEVARAJAN et al. (2012), na de 1:1. No entanto, sabe-se, pelos
experimentos de KOKAI et al. (2016) e pelas observagdes de GALE et al., (2015),
que a proporcao de células-tronco em relagdo ao total de componentes do tecido
adiposo ¢ muito pequena, aproximadamente de 2 a 10%. Dessa forma, injetar
quantidades elevadas de ASCs, muitas vezes iguais ou até mesmo superiores ao
numero de células neoplasicas no xenoenxerto, ndo simula um microambiente real
e tende a superestimar a ac¢ao das células-tronco sobre os tumores. Além disso, a
administracdo a sujeitos humanos de cé€lulas-tronco isoladas e cultivadas nao ¢
permitida em varios paises, incluindo Brasil e Estados Unidos, o que refor¢a ainda
mais a irrelevancia clinica desse tipo de modelo, que promove compara¢ao nao
reprodutivel clinicamente e contribui para desfavorecer um procedimento

extremamente promissor baseado em conclusdes enviesadas.

Os modelos experimentais passardo a prestar maior contribuicdo para o
esclarecimento da seguranca oncoldgica do tecido adiposo na reconstru¢dao de
mama na medida em que se concentrarem em simular situacdes de enxerto de
gordura ou de fragdo estromal vascular (preparado de tecido adiposo por meio de

digestao enzimadtica e centrifugagdo, cujo uso € permitido clinicamente).

DONNENBERG et al. (2010) e CHARVET ef al. (2015) reforgaram as
consideragdes acima acerca das limitagdes dos modelos experimentais atuais.
Referem que a natureza das linhagens celulares mais utilizadas, como a MDA
MB 231 (extremamente invasiva, metastatica e triplo negativa) e a alta proporcao

de ASCs misturadas as células neoplédsicas em coinjegdes para xenoenxerto
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(superestimando a exposicdo dos tumores as células progenitoras) dificultam a
translacdo do conhecimento experimental para a pesquisa clinica, tornando cada
vez menor a contribui¢do de tais estudos para a solugao dos problemas praticos

no cuidado aos pacientes.

A realizagdo de experimento in vivo acrescenta a complexidade do
organismo aos estudos em detrimentos dos ensaios exclusivamente in vitro. O
camundongo NOD-SCID gamma ¢ considerado um modelo ideal para
xenoenxertos, por ndo apresentar reacoes imunologicas a presenca de células
humanas. E certo que a imunodeficiéncia, que permite essa tolerancia, traz
consigo a limitacao de poder interferir na formacgao e na progressao dos tumores

mamarios.

O sitio escolhido para a injecdo do xenoenxerto também ¢ de grande
importincia no delineamento experimental. Muitos dos estudos sobre a interacao
entre ASCs e neoplasia mamaria realizam xenoenxertos heterotopicos, como
ETERNO et al. (2014), no dorso de animais; ¢ WALTER et al. (2009), sob a
capsula renal. A presenca do tecido adiposo nos sitios de enxerto de células
mamarias € um requerimento importante para a proliferagao celular e a formacgao
ductal. No entanto, o tipo de gordura a receber um enxerto (mamaria, subcutanea,
peritoneal) pode alterar ou mesmo impedir o crescimento do tecido mamario.
Conforme revisdo de HOVEY et al. (1999), a gordura da mama ¢ favoravel ao
crescimento de tecido epitelial mamario enxertado. J4 a gordura subcutanea lhe
¢ desfavoravel, tornando a glandula maméria do camundongo um sitio mais
adequado para o xenoenxerto de cancer de mama do que o subcutaneo dorsal. Os
enxertos heterotopicos privam as células neoplédsicas e as células do tecido
adiposo de interagir com o tecido mamario ¢ tendem a expressar muito mais uma
interagdao célula-célula, negligenciando toda a complexidade do ambiente da
glandula mamaria. Além disso, podem introduzir o viés da interacdo com outras

populagdes celulares nao presentes na glandula mamaria, mas em outros tecidos.
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No presente estudo, assim como em DEVARAJAN et al. (2012), o
implante de células neopldasicas e o enxerto de gordura foram realizados em sitios
nas glandulas mamarias dos camundongos (dois toracicos e dois inguinais) € essa
topografia foi confirmada em necropsia de todos os animais, realizada pelo
mesmo avaliador. Desse modo, os processos bioldgicos estudados puderam
ocorrer ndo apenas num organismo vivo, mas no interior da glandula que abriga
naturalmente esse tipo de neoplasia. No entanto, conforme foi destacado por
HOVEY et al. (1999), ainda assim ha a ressalva de que as glandulas mamarias
humanas e de camundongos tém morfologia e componentes estromais diferentes.
Os fatores de crescimento, proteases € matriz extracelular sabidamente
sintetizados pela glandula mamaria, seja no seu componente adiposo ou glandular,
podem ter acOes diferentes sobre a neoplasia mamaria de acordo com a espécie de
que se originam. Essas consideracdes biologicas reforcam que os resultados
provenientes de estudos em roedores ndo podem ser extrapoladas para a espécie

humana.

6.3. Critérios de avaliacao do novo modelo

Quanto a escolha dos critérios de avaliacdo dos tumores, inumeros fatores
jé& foram estudados na inten¢do de definir seu papel progndstico na evolugao da
neoplasia mamaria. HAYBITTLE et al. (1982) e TODD et al. (1987) realizaram
uma analise de regressao multipla em estudos classicos do grupo britanico de
Nottingham, apontando trés fatores prognosticos principais do cancer de mama:
tamanho do tumor, grau histologico e acometimento linfonodal. No presente
estudo, optou-se por utilizar os dois primeiros fatores, por serem préprios do
tumor primdrio. Mais recentemente, em estudos de TASHIMA et al. (2015) e
CHO et al. (2016) também o terceiro parametro analisado no presente estudo, o

indice proliferativo medido pela expressdo de Ki67, foi apontado em analises
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univariadas e multivariadas como fator progndstico associado a sobrevida global

¢ livre de doenga.

O tamanho, expresso em volume, dos tumores que receberam intervencao
com enxerto de gordura foi menor que o dos que receberam solugao salina, e essa
diferenca fo1 estatisticamente significante. Em principio, a explicacao mais direta
para esse fato envolve o efeito compressivo do tecido gorduroso sobre o tumor,

nao exercido pela solugao salina.

A caracterizac¢do das propriedades mecanicas de tumores solidos e tecidos
vizinhos vem sendo estudada apenas recentemente, mas um fato claro ja foi
estabelecido: a progressao tumoral ¢ intimamente relacionada a geracdo e ao
acumulo de estresse mecanico nas adjacéncias do tumor, envolvendo tanto fluidos
quanto solidos. Tais achados podem permitir a compreensao ndo apenas da
redu¢do de volume, mas também da menor proliferacao celular nos tumores que
sofrecram o efeito de estresse mecanico do enxerto de gordura em sua

proximidade.

Conforme revisao de STYLIANOPOULOS (2017), o estresse mecanico
nas adjacéncias do tumor mamario, como a presenca do enxerto de gordura, pode
afetar o crescimento tumoral de duas formas: por compressao direta do tumor e
por compressao de vasos sanguineos e linfaticos que o irrigam. A compressao de
vasos sanguineos causa hipoperfusdo e hipoxia, que favorecem a progressao do
tumor; reducdo de resposta imune; indugdo de um fenotipo de célula-tronco
neopldsica, mais resistentes a hipoxia e potencialmente as drogas citotoxicas; e
resisténcia a tratamentos através da promog¢do de angiogénese e transicao
epitelial-mesenquimal, etapa fundamental para a ocorréncia de metastases. A
compressao de vasos linfaticos, por sua vez, causa aumento da pressio
hidrostatica intersticial, criando um gradiente de fatores de crescimento e de
c¢lulas tumorais em direcao centrifuga ao tumor, contribuindo para o crescimento,

a invasao local e a progressdo metastatica.
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A mesma linhagem celular usada no presente estudo, a MCF7, demonstrou
no estudo de CHENG et al. (2009), num modelo de microesferas tumorais de
neoplasia mamaria, que a compressao direta de células neopldsicas reduz a
proliferacdo celular e induz apoptose. Tais achados suportam os presentes
resultados em que tumores submetidos a compressao extrinseca pelo enxerto de

gordura apresentaram reducao de volume e do indice proliferativo.

A macroscopia, foi evidenciada uma incidéncia maior de invasio local no
grupo que recebeu solucdo salina. Houve invasao de pele, musculatura (nos sitios
superiores) e peritonio (nos sitios inferiores). Quanto a musculatura e a invasao
independentemente do tecido, o grupo do enxerto de gordura teve estatisticamente
menos invasao. Devido a necessidade de dissecar precisamente os tumores para
medida de peso e volume, ndo foi possivel avaliar invasao de tecidos vizinhos
microscopicamente. Nao foram detectados linfonodos aumentados ou lesdes
metastaticas em figado, baco e pulmdes na andlise macroscopica durante a

necropsia.

O estresse mecanico pode ser visto também como um fator causal para a
redu¢do de invasdao. No estudo de TSE et al. (2012), foram analisadas linhagens
celulares de cancer de mama com diferentes potenciais invasivos, incluindo a
MCF7, e observou-se que o estresse mecanico promoveu aumento da migracao €
invasdo em linhagens mais agressivas e que ja tinham sofrido transi¢do epitelial
para mesenquimal. No caso da MCF7, houve, na verdade, supressao da invasao.
Isso corrobora o resultado do presente estudo, em que os tumores formados de
células MCF7 e submetidos a lipoenxertia adjacente sofreram maior estresse
mecanico que o grupo controle, mas nao apresentaram aumento de metastases ou

invasao local.

Os achados sao concordantes com ETERNO et al. (2014), que
demonstraram nao haver aumento de proliferagao ou estimulagdo a migragao de

células MCF7 por meio do contato com ASCs, resultando em tumores sem
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aumento de volume ou do potencial metastatico. Esse efeito foi absolutamente
antagdénico ao obtido em cé¢lulas MDA MB 231. Os autores comprovaram por
imuno-histoquimica que as células MDA MB 231 expressam maiores quantidades
de receptor do fator de crescimento hepatocitario (HGFR) e fizeram a hipdtese de
que isso poderia estar implicado na diferente interagdo dessa linhagem celular

com as ASCs.

RITTER et al. (2015), por sua vez, apresentaram resultados conflitantes em
relagdo a ETERNO et al. (2014); TSE et al. (2012) e ao presente estudo. Em
experimentos exclusivamente in vitro, evidenciaram que ASCs de origem epitelial
e visceral foram capazes de estimular a proliferacdo, a migracao, a invasao ¢ a
transicao epitelial-mesenquimal em células MCF7 com uma intensidade maior
que em células mais invasivas como a MDA MB 231. Imputou esse efeito
contraditério a0 aumento da expressdao de proteina do linfoma de células B-6
(BCL-6), proteina inibidora de transcri¢do e fundamental para a progressao do

cancer de mama, nas MCF7, induzido pelo contato com ASCs.

No presente estudo, assim como em publicagdes prévias, fica evidente que
a reducao de proliferagao e tamanho tumoral provocados pelo estresse mecanico
ao redor do tumor ndo ocorrem necessariamente associadas a uma maior
disseminagdo de células tumorais, o que parecia fisiologicamente plausivel,
considerando-se que as células migrariam de forma centrifuga em busca de

melhor aporte de nutrientes e de oxigénio.

No entanto, diante de miriade de estudos apontando para a atividade
secretéria pardcrina e enddcrina da gordura como VONA-DAVIS & ROSE
(2007), WALTER et al. (2009) e DEVARAJAN ef al. (2012), KUCEROVA et
al. (2013), ETERNO et al (2014), RYU et al. (2014), RITTER et al. (2015),
GALE et al. (2015), seria limitado pensar que todo o efeito sobre os tumores foi
exclusivamente mecanico. Como destacaram FEISS et al. (2015), em detrimento

de todo o interesse em estudar a diferenciacdo e a acdo celular das ASCs, cada
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vez mais, elas sdo compreendidas por meio do estudo dos seus bystander effects,
que consistem na a¢do por meio de seu secretoma, podendo modular respostas
imunologicas e inflamatorias e modificar a constituicdo do microambiente em que
se inserem, alterando os componentes estromais, fundamentais a evolucdo

tumoral.

Nesse contexto, motivados por estudos prévios em que estimulos distintos
via receptores toll-like (TLR) induziram perfil pré-inflamatorio ou anti-
inflamatério em células-tronco mesenquimais, WATERMAN et al. (2012)
demonstraram que essas diferentes respostas imunologicas podem repercutir
diretamente na interagdo com os tumores mamarios. As células-tronco polarizadas
para o perfil pro-inflamatério promoveram menor crescimento, menor invasao,
menor formacgdo de colonias e menor ocorréncia de metastases nas células
neoplasicas. As células polarizadas para o perfil anti-inflamatério e
imunossupressor tiveram os efeitos opostos. Dessa forma, compreende-se que as
células-tronco do tecido adiposo sdo passiveis de polarizagio. E possivel supor,
portanto, que no interior do enxerto gorduroso preparado por lipoaspiracdo e
centrifugacao conforme a técnica de Coleman, em vez de isoladas e manipuladas
em cultura, as ASCs apresentem um perfil menos pro-tumorigénico ou at€¢ mesmo
antitumorigénico. Essa suposi¢do estaria em acordo com SUN et al. (2009),
KUCEROVA ef al. (2013) e RYU et al. (2014) e com os achados do presente
estudo de tumores menores € menos proliferativos no grupo que recebeu enxerto
de gordura. Estaria também em acordo com estudos clinicos, que ndo mostram
aumento de recidiva local dos tumores em paciente cujas mamas foram
reconstruidas com enxerto gorduroso. No entanto, apenas apds novos estudos na
area de imunologia e no uso de células-tronco mesenquimais no tratamento do

cancer sera possivel esclarecer se essa suposi¢ao ¢ pertinente.

Controvérsias e até mesmo contradicdes sdo comuns nos estudos pré-

clinicos e a interagdo entre o mesmo tipo de célula neoplasica e de célula-tronco



117]

Discussdao

pode oferecer resultados de aumento ou reducao da proliferacdo tumoral.
Conforme revisado por SUN et al. (2014), os efeitos do microambiente tumoral
sobre as MSCs podem induzir diferentes comportamentos bioldgicos nessas
células, principalmente em termos de secretoma, o que repercute diretamente em

diferentes efeitos sobre a proliferagdo progressao tumoral.

A maioria dos estudos nessa area tem se dedicado extensivamente a discutir
os efeitos das ASCs favoraveis a neoplasia mamaria. Por outro lado, o potencial
inibitério das ASCs nao foi esclarecido e seus mecanismos sao
predominantemente desconhecidos. Conforme destacado por DONNENBERG et
al. (2010), a heterogeneidade das células do cancer de mama e a diferente
interagdao de ASCs com cé¢lulas ativas e dormentes pode contribuir para a sele¢ao
correta de pacientes a receberem lipoenxertia para a reconstru¢ao de mama. Assim
como a mesma célula-tronco mesenquimal, dependendo do estimulo que a
polariza, pode ter diferentes acdes sobre uma célula tumoral, também € necessario
considerar que a mesma cé€lula-tronco pode ter diferentes agdes sobre diferentes
células que compdem o mesmo tumor. No estudo de ZIMMERLIN et al. (2011),
foram identificadas duas populagdes celulares dentre varios componentes da
efusdo pleural metastatica de cancer de mama: uma de cé€lulas grandes e ativas
(com contetdo de DNA denotando proliferacdo ativa) e uma de células pequenas
e quiescentes. Em um modelo in vivo, demonstraram que as ASCs estimularam o
crescimento tumoral a partir de c€lulas grandes e ativas possivelmente por meio
da secrecdo de fatores de crescimento e angiogénese, mas foram incapazes de
interferir na formagao e na proliferagao dos tumores formados a partir de células
pequenas e inativas. Esse estudo destaca a importancia de entender que, assim
como as ASCs sdo diferentes conforme o microambiente em que estdo inseridas,
também os tumores mamarios sdo heterogé€neos conforme as células que os

compdem, o que acrescenta uma enorme complexidade ao estudo dessa interagao.
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Dentre as diversas caracteristicas histologicas da neoplasia mamaria, foram
escolhidos no presente estudo o grau histolégico aferido por meio do escore de
Bloom e Richardson e o indice de proliferagdao aferido pela positividade para
Ki67. A escolha de tais pardmetros foi definida ainda na intencdo de delinear
situacdo experimental o mais semelhante possivel ao cenario clinico. Dessa
forma, foram eleitas as varidveis citadas por tratarem-se de itens obrigatorios nas
biopsias de pacientes humanas. Na literatura, como em WALTER et al. (2009) e
DEVARAIJAN et al. (2012), KUCEROVA et al. (2013), ETERNO et al (2014),
RYU et al. (2014), RITTER et al. (2015), os estudos concentram-se muito mais
em caracteristicas moleculares, secretdrias e expressdao génica das células
neoplasicas em presenca do tecido adiposo. Nao hé relatos de comparagdo de grau
histolégico conforme realizado no presente estudo com intengcdo de promover
uma conexao translacional a pratica clinica. O Ki67, por sua vez, tem sido

utilizado em estudos prévios como o de ZIMMERLIN ef al. (2011).

A andlise molecular dos tumores, assim como expressa nos laudos de
biopsia das neoplasias primarias de mama nao foi realizada, por tratarem-se de
tumores provenientes de linhagem celular ja caracterizada quanto a presenga de

receptores hormonais e a expressao de HER 2.

O valor do conceito de grau histologico deriva de um aspecto fundamental
da histopatologia: as caracteristicas morfologicas de um tumor podem ser
correlacionadas ao seu grau de malignidade. ELSTON & ELLIS (1991) tiveram
uma iniciativa historica nas décadas de 70 e 80 do século passado, realizando um
estudo com 2200 pacientes portadoras de neoplasia primaria das mamas para
avaliar a importancia relativa de diversos fatores prognosticos no cancer de mama.
A partir desse estudo, foi demonstrado o valor do grau histolégico dos tumores de
mama como fator prognostico independente para a evolugao das pacientes. Foram
demonstrados menor intervalo livre de doenca e menor sobrevida em pacientes

com tumores de maior grau histolégico, portanto, menos diferenciados.
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O estudo do grau histolégico foi padronizado para adenocarcinomas
invasivos e apresenta limitagcdes quanto ao uso em tumores in sifu. No presente
trabalho, a julgar pela linhagem celular escolhida MCF-7 e pelo aspecto
histologico das amostras, tratavam-se todos de tumores invasivos, sendo valido o
uso do escore de Bloom e Richardson modificado por Elston e Ellis. Nessa
avaliacdo, sao considerados os fatores: formacao tubular, pleomorfismo nuclear e
contagem mitotica. A formagdo tubular diz respeito ao aspecto histologico
saudavel da glandula mamaria, portanto, quanto mais predominante a
visibilizacdo do limen tubular, menor a pontuacao no escore de grau histolégico.
O pleomorfismo nuclear ¢ avaliado de forma quantitativa e qualitativa: ntcleos
pequenos, de contornos regulares, cromatina uniforme € com pouca variagao
intercelular em tamanho, contribuem com menor pontuagdo para o grau
histologico. A contagem mitdtica deve ser avaliada preferencialmente na periferia
do tumor, por tratar-se de sua drea mais ativa de crescimento. Apenas os nucleos
evidentemente em metafase, andfase ou telofase pontuam para essa contagem.
Quanto maior a pontuagao no escore, maior o grau histoldgico e mais pobre a

diferenciacao do tumor.

A critica mais comum ao uso do grau histologico como fator prognostico,
citada por ELSTON & ELLIS (1991), ¢ a relativa subjetividade do método, o que
pode acarretar perdas em termos de consisténcia e reprodutibilidade. O fator mais
importante na superacao dessa critica € o treinamento do patologista. No presente
estudo, todas as laminas foram avaliadas por patologista especialista em
histopatologia mamaria e com mais de duas décadas de experiéncia na area.
Menores indices de concordancia podem ser decorrentes de patologistas pouco
experientes ou carentes em treinamento no uso especifico do escore em questao.
Idealmente, a avaliagdo deve ser feita em duplicata pelo mesmo patologista ou

por dois patologistas adequadamente treinados, quando disponiveis.
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De acordo com o resultado deste estudo, o uso de enxerto gorduroso em
sitio tumoral de neoplasia mamaria residual ndo apresentou aumento do escore de
Bloom e Richardson dos tumores em relacao a aplicagdo de solucao salina. Nao
houve, portanto, indu¢ao de menor diferenciacao ou piora do grau histolégico nos

tumores com o uso da lipoenxertia.

JONAT & ARNOLD (2011) destacaram o Ki-67 como um excelente
biomarcador de proliferacdo, presente exclusivamente em células que estdo se
proliferando, ou seja, nas fases G1, S, G2 e M do ciclo celular, mas ndo na fase
GO das células quiescentes. A sua expressao ¢ crescente em direcdo a fase de
mitose. Dentre as op¢des de marcadores, o Ki-67 apresenta vantagens no estudo
da neoplasia mamaria por ser expresso em c¢lulas normais e malignas, sendo um

método facil e confidvel para estudo do ciclo celular.

No entanto, a American Society of Clinical Oncology (ASCO), na ltima
recomendacao publicada por HARRIS et al. (2007) nao inclui ainda o Ki-67 como
marcador bioldgico de rotina para a investigacdo diagnostica do cancer de mama
nem como fator prognostico. A falta de padronizacdo dos reagentes,
procedimentos para coloragao e leitura das laminas sdo fatores apontados como
pilares para essa decisdo. At€é o momento, ndo havia uma iniciativa para definir
oficialmente o ponto de corte padrao para o seu indice, dificultando a comparagao

entre estudos e laudos de diferentes laboratorios.

Conforme TASHIMA et al. (2015) seu valor progndstico tem sido
documentado e altos niveis de Ki-67 correlacionam-se com maior tamanho
tumoral, alto grau histolégico, linfonodos positivos, tipos moleculares triplo
negativos ou HER-2 positivos € menor tempo de sobrevida global. Além disso,
pode ser util para predizer resposta terapéutica aos quimioterapicos e inibidores

de aromatase.

Ainda de acordo com TASHIMA et al. (2015) ¢ CHO et al. (2016),

utilizando a mesma metodologia do presente estudo para confec¢ao de laminas
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(anticorpo primario e coloracdo automatizada), foi sugerido um novo ponto de
corte de 20% para a defini¢do de tumores altamente proliferativos conforme o
indice de Ki-67, especialmente no tumor luminal A (negativo para HER 2). O
maior indice de proliferacao tumoral repercute em pior progndstico expresso por
um menor tempo de sobrevida global e livre de doenca. Evidéncias em contagens
manuais e automatizadas demonstraram superioridade do ponto de corte de 20%
em relagcdo a 10% e 14%. Neste estudo, independentemente do corte de 10%, 14%
ou 20% os tumores de ambos os grupos seriam considerados muito proliferativos,
sendo a média no grupo Lipo, indice proliferativo de 24,5% e, no grupo Salina,

27,7%.

O MIB-1, anticorpo utilizado nesse estudo para marcar o Ki-67, ¢ um
anticorpo monoclonal desenvolvido na década 1990 contra partes recombinantes
do antigeno Ki-67. A sua maior vantagem em relagdo a métodos anteriores ¢ a
reatividade contra epitopos submetidos a processo padrao de fixacdo em parafina,
o que permite preservar melhor a arquitetura tecidual e o conteudo antigénico. Até
entdo, os anticorpos mais usados eram diretos anti-Ki67 e aplicavam-se apenas a
tecidos congelados. Pouco tempo apos a sua descoberta, ELLIS et al. (1996)
compararam a medida de indice proliferativo pelo uso do MIB-1 a métodos
consagrados de avaliagdo da proliferagao celular, como a determinacdo da
fracdo de células na fase S do ciclo celular por citometria de fluxo de DNA,

mostrando equivaléncia ainda melhor que o anticorpo direto para Ki-67.

No presente estudo, o grupo Lipo teve tumores com menor indice de Ki-67
que o grupo salina, de modo que a presenca do enxerto de gordura nao promoveu

aumento da proliferacdo celular na neoplasia mamaria.

Os presentes resultados sdo apoiados pelos estudos de SUN et al. (2009),
KUCEROVA ef al. (2013) RYU et al. (2014), os quais sugeriram previamente

que as ASCs, componentes do enxerto gorduroso muito ativos do ponto de vista
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secretorio, poderiam reduzir a proliferagdo e a invasao das células MCF7 in vitro

e in vivo, por vias moleculares envolvendo o IFN beta.

Os resultados da reducao de proliferagao pelo indice de ki-67 e redugdo de
volume no grupo de tumores submetidos a lipoenxertia adjacente sao
concordantes. Tumores que se proliferam menos tém, de fato, a tendéncia de
apresentar volumes finais menores. Essa concordancia, cujo sentido
fisiopatologico € evidente, foi comprovada por BOTTINI ez al. (2001) num estudo
da resposta terapéutica a quimioterapicos. A mesma concordancia, no entanto,
ndo ¢ comprovada entre esses parametros € o grau histolégico, que nao
acompanhou a redugdo observada no volume e no indice proliferativo no presente
estudo. E possivel presumir que essa ndo concordincia do grau histologico
decorre do uso de linhagem celular, o que resulta em tumores muito homogéneos
entre os grupos, tornando dificil evidenciar diferencas estatisticamente
significantes mediante o uso de diferentes intervengdes. Além disso,
especialmente quando a variavel analisada ¢ categdrica, como o grau histologico,
¢ nao numérica, como o volume tumoral e o indice de Ki-67, por uma questao
estatistica, agrupam-se numa mesma categoria tumores com diferentes valores
numeéricos de escores, possibilitando que algumas diferencas mais sutis ndo sejam

demonstradas.

A auséncia de metastases em ambos os grupos ¢ um achado aparentemente
inesperado, considerando que a origem da linhagem celular MCF7 provém de um
derrame pleural metastatico. No entanto, BURDALL et al. (2003) apontaram que
quando em xenoenxertos, as células neopldsicas de origem metastatica
apresentam comportamento bioldgico menos invasivo que em experimentos in
vitro, amenos que essas células sejam injetadas diretamente na corrente sanguinea
do animal em modelo proprio para o estudo de disseminagdo tumoral
hematogénica. Tais evidéncias favorecem a hipdtese de que as células

neoplasicas, assim como as ASCs, podem ter comportamento bioldgico diverso a
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depender do microambiente em que estdo inseridas e da via em que sao

administradas.

6.4. Aspecto translacional do novo modelo

Considerando os resultados acima discutidos, a seguranga oncoldgica do
enxerto de gordura encontra apoio no presente modelo experimental. Os
resultados de estudos prévios in vitro e in vivo que geram preocupagoes aos
oncologistas, mastologistas e cirurgides pléasticos, embora muito bem
fundamentados em experimentos reprodutiveis e tecnicamente bem elaborados,
ndo vém se dedicando ao aspecto translacional da ciéncia. O uso de grandes
nameros de células tumorais, o emprego de linhagens celulares altamente
invasivas e proliferativas, os enxertos heterotdopicos em dorso de animais, 0 uso
de células-tronco derivadas do tecido adiposo isoladas e cultivadas sdo apenas
alguns dos aspectos recorrentes em modelos prévios que desequilibram a balanca
em favor do potencial nocivo dos enxertos de gordura. Os modelos disponiveis
atualmente tém sido muito eficientes em produzir evidéncias cientificas, mas nao

em avancar para delinear cendrios clinicamente relevantes.

Na realidade, as pacientes que recebem lipoenxertia em sitios
potencialmente portadores de neoplasia residual sdo aquelas que tém indicagdo de
tratamento cirargico conservador para a neoplasia mamaria. Dessa forma,
possuem baixa concentracdo de células tumorais nas mamas ap6s o tratamento
cirargico, recebem o enxerto gorduroso no ambito da glandula mamaria, possuem
tumores de estadiamento baixo e, principalmente, recebem gordura como um todo

e nao células-tronco isoladas.

Esse ultimo fato, por si so, levanta uma reflexdo vital: ainda que o tecido

gorduroso possua as células-tronco entre seus componentes, o efeito dessas
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isoladamente e quando contidas na complexidade tecidual pode ser absolutamente
diverso. Como demonstrado no estudo de WATERMAN et al. (2012), as células-
tronco t€m o riquissimo potencial de responder a diferentes estimulos com
comportamentos bioldgicos distintos, por vezes julgados contraditorios. Desse
modo, nao ¢ coerente condenar o uso do enxerto de gordura na reconstru¢ao de
mama pelo fato de células-tronco do tecido adiposo apresentarem in vitro € in vivo
o potencial de aumentar a proliferacdo e a disseminagdo de tumores mamarios. O
comportamento dessas células na intimidade do tecido adiposo pode ser modulado
de forma diferente e, apesar das relagdes pardcrinas e endocrinas dos adipocitos
promovendo estimulo ao crescimento tumoral apontadas por BIELLI et al.
(2014), o efeito final do enxerto de gordura composto por adipdcitos, ASCs e mais
uma variedade de outras subpopulacdes celulares e componentes extracelulares,
pode ser desfavordvel ao crescimento e a progressao tumoral, como demonstrado
no presente estudo. Na realidade, devem-se direcionar esforcos para o estudo da
interagao do cancer de mama com enxerto de gordura como um todo e com a
fragdo estromal vascular, componente do tecido adiposo cujo uso clinico ¢

permitido.

No presente estudo, todo o delineamento foi realizado no sentido de
produzir em animal de experimentacdo um cenario clinicamente relevante:
tumores formados a partir de apenas 1.000 células, simulando possiveis recidivas
decorrentes de remanescentes microscopicos de tumor apds cirurgia
conservadora; tumores compostos de células MCF7, linhagem celular de perfil
molecular semelhante ao mais prevalente tipo de tumor mamario; xenoenxerto
tumoral e interven¢do com lipoenxertia realizados na intimidade do tecido
mamadrio, permitindo que os fendmenos bioldgicos ocorressem dentro da
complexidade tecidual; intervengdo com enxerto gorduroso, procedimento
amplamente utilizado e difundido, em vez da aplicacdo de células-tronco do
tecido adiposo isoladas e¢ manipuladas em cultura, o que ndo ¢ permitido

clinicamente pela legislagdo de varios paises, incluindo Brasil e Estados Unidos;
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enxerto de gordura apds a formagao tumoral ao invés da aplicacao simultanea de
células tumorais e gordurosas, o que permite ao tumor formar-se € iniciar o
crescimento sem a interferéncia do tecido adiposo; € o uso de células tumorais e

adiposas de origem humana.

Nesse novo modelo proposto, com caracteristicas clinicamente relevantes,
neoplasias mamarias submetidas ao enxerto de gordura adjacente como
intervencdo ndo se mostraram maiores, mais pesadas, mais proliferativas, mais
metastaticas ou de pior grau histologico comparadas as que receberam inje¢ao de
solucdo salina adjacente. Demonstra-se, portanto, que um modelo experimental
pautado nos principios da medicina translacional, apesar de distanciar-se da
maioria dos resultados experimentais prévios, aproxima-se dos estudos clinicos,
que nao fornecem até o momento evidéncias de relacdo do enxerto gorduroso com

pior evolucao das pacientes.

A busca de um modelo experimental ideal para o estudo da seguranga
oncoldgica da lipoenxertia em sitios de tumor mamario, assim como a busca de
um modelo ideal para o estudo da neoplasia mamaria, € inesgotavel. Conforme ja
destacou WAGNER (2003), o cancer de mama, por seu carater genético e
fenotipico heterogéneo, ndo ¢ passivel de retrato fidedigno por um tinico modelo
animal. A propria definicdo de “modelo” provém do latin modulus e significa
“pequena medida”. No entanto, ndo pode residir nessa dificuldade um motivo para
abandonar ou desvalorizar a pesquisa pré-clinica. Deve haver, na realidade, a
tentativa, como no presente estudo, de elaborar um modelo animal ideal para o
estudo de cada situagdo particular no cenario do cancer de mama. De modo que o
modelo represente certas caracteristicas peculiares a serem estudadas, mas sejam
reconhecidas as suas limitagdes e evitadas extrapolagdes ou generalizagdes. A
superioridade de um modelo experimental depende da hipotese a ser estudada, do

delineamento experimental e do tipo de estudo a ser desenvolvido.
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E fundamental na elaboracio de um modelo experimental, manter em
mente o conceito da Pesquisa Translacional. Como destacaram PICKERING et
al. (2015), ao invés da tradicional dicotomia entre a pesquisa basica experimental
e a pesquisa clinica, a integracdo entre essas deve se dar desde a concepcao dos
estudos. Portanto, as observagdes clinicas, as imagens e os produtos obtidos de
pacientes devem retornar a bancada do laboratdrio para andlise e para orientar o
refinamento de novas estratégias, métodos € modelos experimentais. Apesar das
dificuldades do estabelecimento de ambientes universitarios que propiciem a
realizacdo desse tipo de cooperagado, a formagao de equipes multidisciplinares e o
estabelecimento de Programas de pos-graduacdo em Pesquisa Translacional,
como o de Cirurgia Translacional, da Universidade Federal de Sao Paulo,

representam um grande avango nesse sentido.

Diante dos resultados do presente estudo, perspectivas sdo abertas para
futuras investigagdes. A repeticdo do mesmo modelo experimental de lipoenxertia
em sitio de neoplasia mamaria residual utilizando células primarias de tumores
representaria a heterogeneidade das populagdes celulares constituintes do cancer
de mama. Embora as linhagens celulares sejam importantes para o
estabelecimento inicial do modelo devido ao seu comportamento bioldgico mais
homogéneo, um claro avango seria partir para o uso de tumores primarios.
Certamente, dificuldades em relacdo a obtencao de amostras de tumores humanos
¢ manutencao de nimero suficiente de células primarias em cultura, e resultados
possivelmente heterogéneos representarao obstaculos a execucgdo e a interpretacao

dos resultados dos proximos estudos.

O uso de animais imunossuprimidos em experimentos de xenoenxertos,
embora represente o modelo padrdo atual, leva a uma visdo limitada das
interagdes tumorais com o estroma ¢ com as células do tecido adiposo. Devido a
importancia do sistema imunologico no desenvolvimento e na progressao

tumoral, espera-se que o estudo em animais imunocompetentes possa render
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resultados diversos dos apresentados no presente experimento. Neste caso
particular, a prioridade de utilizar células humanas, tanto da neoplasia mamaria
quanto do tecido adiposo, foi o fator determinante para a escolha dos
camundongos imunossuprimidos, capazes de tolerar a presenca dessas células

heter6logas em seu organismo.

Além disso, o uso de um controle com efeito de massa seria importante no
prosseguimento do estudo da interacdo do enxerto de gordura com o cancer de
mama. A solug¢do salina utilizada neste modelo experimental ¢ capaz de difundir-
se pelos tecidos e ¢ absorvida para a circulagdo sanguinea do animal, ndo
exercendo, portanto, nenhum efeito a longo prazo no sitio submetido a injecao. O
enxerto de gordura, por sua vez, foi detectado nas necropsias seis semanas apos a
intervencdo e demonstrou-se capaz de permanecer adjacente ao tumor nos sitios
enxertados, exercendo efeito de massa localmente em longo prazo, podendo
resultar na reducdo de perfusdo local, entre outros efeitos. Controles com acao
mecanica como preenchedores, matriz dérmica acelular ou enxerto dérmico
devem ser testados neste modelo a fim de confirmar ou descartar o protagonismo
do efeito de compressao mecanica dos enxertos de gordura sobre os tumores como

fator de reducao de seu volume e proliferacao.

Uma vez que a lipoenxertia na reconstru¢do de mama nao seja
compreendida como fator de risco para a recidiva local e disseminacdo da
neoplasia mamaria, ela pode ser aventada como possivel sistema de transporte de
drogas. Em alguns novos modelos experimentais, citados em FEISS ez al. (2015),
o enxerto de gordura e as ASCs tém sido usados como transportadores de diversos
farmacos, incluindo quimioterapicos e fatores de crescimento. A habilidade de
migrar e localizar-se nas proximidades de tumores e areas de atividade
inflamatoria, tem rendido as ASCs um riquissimo potencial também no ambito

terapéutico das neoplasias.
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O presente estudo contribui para sustentar a incapacidade de o enxerto de
gordura causar piora de progndstico a neoplasia mamaria quando utilizado como
modalidade de reconstrucdo mamaria, mesmo na presenca de remanescentes
tumorais. A partir dessa constatagdo, € possivel passar a considerar o enxerto de
gordura como um possivel método terap€utico, como carreadores agentes
terap€uticos para controle local do cancer de mama ou mesmo como modulador

de fendmenos bioldgicos envolvidos no crescimento € na progressao tumoral.
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7. CONCLUSAO

A lipoenxertia ndo demonstrou impacto negativo sobre as
caracteristicas macroscopicas ou microscopicas de tumores
malignos da mama num modelo experimental de neoplasia

residual em camundongos.
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APENDICE 1 - IACUC (Institutional Animal Care and Use Committee)
Universidade de Pittsburgh

University of Pittsburgh

Institutional Animal Care and Use Commiitee

3500 Fifth Avenue

Suite 206

Pittsburgh, Pennsylvania 15213
Tel: 412-383-2008

Fax: 412-383-2020

IACUC MODIFICATION APPROVAL

Principal Investigator: Protocol Title:
Additional Titles:
Funding Source(s): Modification Approval Date:

To Whom It May Concern:

Protocol #: 15086677 Modification #: IML-15086677-1 PHS Assurance
Number: A3187-01

J. Peter Rubin

Preadipocytes Seeded on Engineered Constructs to Form Vascularized Soft
Tissue (2)

Injectable Engineered Tissue for Cancer Reconstruction
University of Pittsburgh Department of Surgery, Division of Plastic Surgery;
Musculoskeletal Transplant Foundation; DSM

8/27/2015

The University of Pittsburgh’s Institutional Animal Care and Use Committee has
reviewed and approved the research modification referenced above.

The committee finds that the modification meets the standards for humane animal
care and use as set by the Animal Welfare Act and the NIH Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals.

Sincerely,

Frank J. Jenkins, PhD

Institutional Animal Care and Use Committee

The protocol will be due for renewal : 8/31/2016
This modification approval does not change the approval date of the
protocol.
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APENDICE 2 - Comité de Etica no Uso de Animais

Universidade Federal de Sao Paulo

UNIFESP

s Comitt DE ETica em Pesquisa sP

LisssjyEssyiy

IImo(a). Sr(a).

Pesquisador(a): Mayara Mytzi De Aquino Silva Depto/Disc: Depto Cirurgia Disciplina
Cirurgia Plastica Miguel Sabino Neto (orientador)

Titulo do projeto: "INTERACAO MOLECULAR ENTRE ENXERTOS GORDUROSOS
ENRIQUECIDOS COM CELULAS- TRONCO DO TECIDO ADIPOSO E NEOPLASIA
MAMARIA EM MODELO ANIMAL ".

Parecer Consubstanciado da Comissio de Etica no Uso de Animais UNIFESP/HSP

O cancer de mama ¢ a segunda neoplasia mais comum em mulheres nos EUA e a primeira no
Brasil, excluindo-se o cancer de pele. Com o aumento da sobrevida das pacientes, a
reconstru¢do de mama vem tendo um crescimento de demanda e os procedimentos de
lipoenxertia estdo entre os mais indicados. A gordura definitivamente ndo se trata de um
preeenchedor inerte. Ao contrario de preenchedores sintéticos, trata-se de tecido
metabolicamente ativo e capaz de secretar hormonios, fatores de crescimento e citocinas. A
atividade molelucar e secretora do enxerto gorduroso € supostamente implicada nos seus
resultados mais promissores, mas também consiste na fonte de maiores duvidas sobre a sua
seguranca. As células-tronco derivadas do tecido adiposo tem atividade angiogénica e
capacidade das primeiras de aumentar a proliferacdo e o potencial invasivo e metastatico da
neoplasia, e reduzir a apoptose de células tumorais. Num estudo recente de coorte historica,
pacientes com lesdes intra-epiteliais que receberam lipoenxertia tiveram uma maior ocorréncia
de recidivas locais, principalmente nas cirurgias conservadoras do cancer do mama. Dessa
forma, atualmente ha uma necessidade premente pelo esclarecimento da interacdo molecular
entre células-tronco derivadas de tecido adiposo e células epiteliais neoplasicas da mama.
Somente a partir desse conhecimento sera possivel definir condigdes para seu uso
oncologicamente seguro quanto ao tipo de neoplasia e o tipo de paciente candidata a
reconstrugdo de mama.

ANIMALIS:
O estudo sera realizado na Universidade de Pittsburgh (Pensilvania, EUA). Foi enviada carta
de aprovagao do estudo pelo Comité de Etica local.

VIGENCIA:
inicio previsto para: setembro/2014 com término previsto para: julho/2015.
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U\JHISI‘

i Comit pE Etica e Pesquisa SH

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sao
Paulo, na reunido de 25/09/2014, ANALISOU e¢ APROVOU todos os procedimentos
apresentados neste protocolo.

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do protocolo.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o
desenvolvimento do protocolo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por
5 anos para possivel auditoria dos 6rgaos competentes.

4. Relatorios parciais de andamento deverdo ser enviados anualmente a CEUA até¢ a
conclusao do protocolo.

Sdo Paulo, 29 de setembro de 2014 CEUA N 9923060814.

Atenciosamente,

e

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador da Comisséao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sao Paulo

Rua Botucatu, 572, 10 andar conjunto 14 CEP 04023-061 Sao Paulo - tel: 55 (11) 5571-1062 /
fax: 55 (11) 5539-7162.

: e-mail:secretaria.cepunifesp@gmail.com CEUA No 9923060814.
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APENDICE 3 - Estudo Piloto

Um estudo piloto foi realizado para célculo amostral e teve seu
delineamento elaborado em acordo com estudos prévios desenvolvidos no mesmo
laboratorio do Adipose Stem Cell Center em Pittsburgh, Estados Unidos.

Assim como no estudo principal, todos os cuidados e procedimentos
realizados nos animais foram revisados e aprovados pelo [nstitutional Animal
Care and Committee da Universidade de Pittsburgh (Pittsburgh, Pennsylvania,
EUA) sob o numero 1506677 (anexo I), e pelo Comité de Etica em Uso de
Animais da Universidade Federal de Sao Paulo, parecer nimero 9923060814
(anexo II).

Foram utilizados 15 sujeitos do tipo camundongos NOD-SCID gamma,
com peso e idade semelhantes ao descrito no capitulo de Métodos. Os animais
receberam xenoenxerto de células neoplasicas do tipo MCF7 em quatro sitios de
suas glandulas mamarias, conforme descrito a seguir: superior direito - 0 células
neoplasicas (apenas solu¢do de transporte e Matrigel®); superior esquerdo -
10.000 células neoplasicas; inferior direito - 1.000 células neoplasicas; e inferior
esquerdo - 100 células neoplasicas.

ApoOs o xenoenxerto, os camundongos foram seguidos diariamente para
avaliacdo de condicao geral de satde e palpacdo de tumores. Foi observado que,
apos 15 dias, 85% dos animais j& possuiam tumores palpdveis; em quatro
semanas, atingiu-se 100%.

Em 15 dias, foram realizadas intervencdes no mesmo sitio do xenoenxerto
em trés grupos: controle (sem interveng¢do), sham (injecao de 100ul de solugdo
salina) e lipo (injecdo de 100ul de lipoaspirado humano preparado conforme a

técnica de Coleman).
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Os animais foram seguidos por oito semanas apds a intervencdo e
submetidos a eutanasia e necropsia. Foi realizada andlise de volume tumoral para
o céalculo amostral.

Como resultados desse piloto e de experimentos prévios, destacam-se duas
observagdes: ndo foi detectado nenhum tumor em sitio de inje¢do de 0 cé€lulas
neoplésicas, tornando claro que a solugdo de transporte € o Matrigel® nao sao
capazes de gerar tumor isoladamente; e, em sitios de lipoenxertia, ndo houve
formacao de sarcomas ou outros tipos tumorais provenientes da gordura.

A dose de 10 células formou tumores palpaveis teve uma porcentagem de
formagao tumoral macroscopica erratica, nao atingindo 100% dos sitios. E a dose
de 10.000 células formou tumores de grande volume, aproximando-se de 2cm,
limite para eutandsia precoce ¢ perda de animal de acordo com o protocolo do
comité de ética.

Quanto a analise de volume ¢ calculo amostral, os volumes tumorais
apresentaram comportamento dose-dependente de acordo com o numero de
células injetadas. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os
volumes dos trés grupos de intervengao, mas houve uma tendéncia de os tumores
do grupo lipo serem menores.

O calculo amostral foi feito para obter um poder de 91,3% na deteccao de
diferencas do tamanho tumoral (volume) de uma vez e meia, correspondendo a
uma diferenga de aproximadamente 0,4 milimetros de didmetro, com nivel de

significancia de 0,05.
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MCF Volume
Volume tumoral - 10 células(cm3)
0.3
0.225 T
0.15 s
=
0
-0.075 . . .
0 100 1000 10000
Volume tumoral (cm3) -1.000 Volume tumoral (cm3) -10.000
células células
0.3 0.3
0.225 0.225 I
0.15 T 0.15 I I
0.075 T 0.075
0 0 A
Controle Salina Lipo Controle Salina Lipo

Volume tumoral em cm3 de animais submetidos a xengenxerto com células MCF7. Acima,
conforme a dose de células; e abaixo, conforme a intervencao nos grupos de 1.000 e 10.000
células. *p<0,05 compared to 0 cells group.
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APENDICE 4 — Ficha individual dos animais

RO1 Project - Mice working sheet
Experiment: Tumor growth curve and Fat graft - MCF

Date:

Type of cancer cell:

Type of mice:
Initial Weight:

Final Weight:

Intervention:

Issues:
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Evauation

Date

General
condition

Weight
(2)

Lenght
(mm)

Width
(mm)

Lenght
(mm)

Width
(mm)

Lenght
(mm)

Width
(mm)

Lenght
(mm)

Width
(mm)

10

11

12

13

14

15

16
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APENDICE 5 - Documento de isen¢io de consentimento para
obtencdo de material de descarte humano em cirurgias

Institutional Review Board

TO:

FROM:

DATE:

PROJECT:

IRB Number:

University of Pittsburgh

é Institutional Review Board
£

Exempt and Expedited Reviews

Unmiversity of Piusburgh FWA: 00006790
ty of Pit Medical Center: FWA 00006735
sburzh: FWA 00000600

Children’s Hospital

Peter Rubin, MD
Sue R. Beers, Ph.D., Vice Chair

12/22/05

3500 Fitth Avenue
Suite 100

Pittsburgh. PA 15213
Phone: 412.383.1480
Fax 412.383.1508

Cultured Preadipocytes as a Model for Soft Tissue Engineering

0511186

The above-referenced protocol has been reviewed by the University of Pittsburgh
[nstitutional Review Board. Based on the information provided to the IRB, this project
includes no involvement of human subjects, according to the federal regulations
[§46.102(f)]. That is, the investigator conducting research will not obtain data through
Intervention or interaction with the individual, or will not obtain identifiable private
information. Should that situation change, the investigator must notify the IRB

immediately.

Given this determination, you may now begin your project.

SRB:tmr
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