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Introducao: O controle da absorc¢ao de proteinas é necessario
para a definicdo das propriedades dos biomateriais e de seus
usos especificos. O plasma sanguineo contém diversas proteinas
diferentes, dentre elas o fibrinogénio, que apresenta importante
papel na adesio celular e nos resultados de biocompatibilidade
em implantes. Os objetivos deste estudo foram avaliar
laboratorialmente as ratas submetidas a colocagdo de mini-
implantes de silicone nanotexturizados e revestidos por espuma
de poliuretano a partir da afericdo do fibrinogénio sérico e
mensuracao da proteina plasmatica. Métodos: Foram utilizadas
60 ratas albinas, divididas em dois grupos de 30 animais para cada
tipo de mini-implante de silicone (nanotexturizado e espuma de
poliuretano) e subdivididas em 3 subgrupos, conforme o tempo de
eutandsia dos animais (30, 60 e 90 dias). Os mini-implantes foram
inseridos no dorso dos animais abaixo do Panniculus carnosus.
No momento das eutanésias, amostras de sangue foram obtidas
por puncéo cardiaca. Utilizou-se a técnica de precipitagio
térmica para determinacdo das proteinas plasméticas total e
sérica, e o valor do fibrinogénio foi obtido mediante a diferenca
entre estas duas ultimas. Resultados: Quando comparados
os grupos entre si, observou-se que o grupo nanotexturizado
apresentou uma maior quantidade de fibrinogénio e da proteina
plasmatica no subgrupo de 90 dias, com significincia estatistica
(p=0,004). Ao comparar os subgrupos entre si, em ambos os
grupos, evidenciou-se uma diferencga significativa (p<0,001).
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Absorgdo de proteinas em ratas com mini-implantes

B ABSTRACT

Introduction: The control of protein absorption is necessary
to define biomaterials’ properties and their specific uses.
Blood plasma contains several different proteins, including
fibrinogen, which plays an important role in cell adhesion
and biocompatibility results in implants. This study’s
objectives were to evaluate in the laboratory rats subjected
to the placement of nano-textured silicone mini-implants
and polyurethane foam-coated mini-implants based on the
measurement of serum fibrinogen and plasma proteins.
Methods: Sixty albino rats were used, divided into two
groups of 30 animals for each type of silicone mini-implant
(nanotextured and polyurethane foam) and subdivided into
three subgroups, according to the animals’ euthanasia time
(30, 60 and 90 days). The mini-implants were inserted in
the animals’ backs below the Panniculus carnosus. At the
time of euthanasia, blood samples were obtained by cardiac
puncture. The thermal precipitation technique was used to
determine total and serum plasma proteins, and the difference
between the latter two obtained the fibrinogen value.
Results: When the groups were compared, it was observed
that the nanotextured group presented a higher amount
of fibrinogen and plasma protein in the 90-day subgroup,
with statistical significance (p=0.004). When comparing the
subgroups among themselves, a significant difference was
evidenced (p<0.001). Conclusion: The nanotextured mini-
implants showed a lower protein absorption concerning
polyurethane foam-coated implants in the 90-day subgroup.

Keywords: Blood proteins; Experimental implants; Breast im-

plants; Mammoplasty; Rats.

INTRODUCAO

O avanco das funcoes e da performance dos
materiais é o maior objetivo da engenharia de
superficies, visando a producgido de implantes que
desencadeiem respostas biolégicas cada vez mais
controladas!. Quando um material aloplastico é
colocado em contato com o organismo vivo, as proteinas
presentes no sangue interagem com a superficie
identificada como estranha. A absorc¢éo de proteinas,
nestes biomateriais, é um dos pontos principais
durante o desenvolvimento de tecnologias no campo
dos biodispositivos?.

Isto porque, quando um material é implantado,
a absorg¢éo de proteinas é um dos primeiros passos no
processo biolégico, bem como a cascata da coagulagio, as
quais desencadeiam as reagbes imunes e inflamatérias?3.
Portanto, o controle do fenémeno de absorgao de
proteinas é necessario para a defini¢do das propriedades
dos biomateriais e de seus usos especificos?.

O plasma sanguineo contém vérias proteinas
diferentes, dentre elas o fibrinogénio, que é uma
molécula de sinalizagdo com amplo espectro de

funcgoes, que pode levar desde a um balanco entre
a coagulacdo e a protecido contra infeccoes, até
processos de fibrose e inflamacio intensa*. Assim, o
fibrinogénio demonstra ter um importante papel na
adesao celular e, consequentemente, nos resultados
de biocompatibilidade dos implantes?.

Durante a evolugao dos implantes mamarios,
vérias superficies de revestimento foram propostas no
intuito de minimizar as reagoes teciduais®, das quais
os implantes nanotexturizados, por intermédio da
nanotecnologia, provaram ser mais seguros em relacao
ao linfoma anaplésico de grandes células®e a espuma
de poliuretano se mostrou eficaz em reduzir a taxa de
contratura capsular’.

O poliuretano segmentado é um elastémero
termoplastico que tem sido extensivamente utilizado
em procedimentos cirdrgicos, devido as suas excelentes
propriedades fisicas e mecanicas, termoplasticidade e
biocompatibilidade®.

Atualmente, com o avanco da nanotecnologia,
propuseram-se materiais com superficies de tamanho
cada vez menores e mais similares as estruturas
biolégicas, permitindo assim reagées teciduais cada vez
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mais naturais entre o implante e os tecidos adjacentes,
o que deve diminuir a intensidade da resposta
inflamatéria e influenciar na absorcéo de proteinas!!.

OBJETIVOS

O presente estudo tem a finalidade de avaliar
laboratorialmente as ratas submetidas a colocacéao de
implantes de silicone nanotexturizados e revestidos por
espuma de poliuretano, com os seguintes parametros:

- aferigdo do fibrinogénio;

- mensuracio da proteina plasmatica.

METODOS

A pesquisa foi realizada no biotério de cirurgia
experimental da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG) ap6s ser aprovada pela Comisséao de
Etica no Uso de Animais (CEUA), da UEPG. Processo
CEUA - 041/2018. Protocolo UEPG: 16450/2018.
Todos os procedimentos seguiram rigorosamente as
regulamentagées existentes para pesquisa com animais.

O delineamento do trabalho foi um estudo
primaério (ensaio clinico randomizado), intervencional,
experimental em animais (ratas), prospectivo, analitico,
controlado, aleatorizado, duplo-cego e unicéntrico.

Um total de 60 ratas albinas (Rattus norvegicus
albinus, Roentia mammalia) com peso entre 190 a 250
gramas e 30 a 60 dias de vida, tiveram livre acesso a
4gua e dieta especifica para a espécie, com temperatura
ambiente e ciclos circadianos de 12 horas.

Foram divididas aleatoriamente em dois grupos
de 30 animais para cada tipo de mini-implante de
silicone (nanotexturizado e espuma de poliuretano), e
subdivididas em 3 subgrupos, conforme o tempo de
eutanésia dos animais (30, 60 e 90 dias).

No grupo nanotexturizado,n=30, foram colocados
mini-implantes com superficie nanotexturizada
(Silimed®, Rio de Janeiro, Brasil), e no grupo
poliuretano, n=30, foram colocados mini implantes
com revestimento de espuma de poliuretano (Silimed®).

Os materiais implantados tinham as mesmas
camadas de um implante de silicone mamaério humano,
formato discoide, com 22 +/- 1 milimetros (mm) de
didmetro e 9 +/- Imm de altura nos mini-implantes
com superficie nanotexturizada, e com 24 +/- 1 mm
de didmetro e 11 +/- lmm de altura nos mini-implantes
revestidos por espuma de poliuretano. A altura foi
definida como o ponto de maior projecdo do implante
no eixo vertical (Figura 1).

Em relacdo aos poros na superficie dos mini-
implantes, aqueles com superficie nanotexturizada
possuiram as seguintes dimensées: didmetro 0,3 a
8,7 micrometros (300 a 8700 nanémetros); rugosidade
média (Ra) 4,12 micrometros (4120 nandmetros);

Figura 1. Mini-implantes de silicone nanotexturizado e revestido por espuma
de poliuretano.

e profundidade 3,08 a 10,74 micrometros. Os mini-
implantes revestidos pela espuma de poliuretano
possuiram as dimensoes a seguir: didmetro 120 a 320
micrémetros; rugosidade média (Ra) 1500 micréometros;
e profundidade dos poros 480 a 1200 micrémetros.

Depois de realizada a distribuicdo por grupos
as ratas foram retiradas aleatoriamente das gaiolas e
anestesiadas por injecio intraperitoneal, composta de
uma associac¢ao de cloridrato de quetamina 1% (Dopalen®,
Hertape, Belo Horizonte, Brasil) na dose de 40mg/kg e
cloridrato de xilazina 2% (Dopasen®, Hertape) na dose
de 8mg/kg conforme o guia de anestesia e analgesia de
animais de laboratério —- UNIFESP/CEUA (2017)%2.

A efetividade da anestesia foi avaliada pelas
auséncias de: movimentacio; reflexo cérneo-palpebral;
e reacdo motora, ap6s preensio com pinga do coxim
adiposo de uma das patas traseiras, além de um bom
padrao ventilatério.

Com as ratas posicionadas em decubito ventral
foi realizada a tricotomia na regido dorsal, com posterior
antissepsia e colocagédo de campo cirirgico estéril.

A delimitacdo da incisao foi realizada tendo
como referéncia uma linha horizontal subcostal,
acompanhando o rebordo costal posteroinferior, que
se encontrou com a linha sagital média. Com um cabo
de bisturi n° 3, acoplado de uma ldmina n° 15, foi feita
uma incisdo horizontal, com extensdo de 20mm na
intersecgao dessas linhas referenciais.

Foi confeccionada a loja para os mini-implantes
em um plano retromuscular (abaixo do Panniculus
carnosus) e, posteriormente, o mini-implante foi
introduzido em direcéo vertical, sendo posicionado
horizontalmente conforme o grupo (nanotexturizado
ou poliuretano). A sutura da pele foi intradérmica com
mononylon 5-0 (Ethicon®) com nés sepultados. Nao
houve retirada dos pontos no pés-operatoério e a ferida
operatoéria foi mantida exposta (Figura 2).
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Figura 2. P6s-operatério imediato.

A analgesia pé6s-operatéria foi com aplicagéo
Unica, intramuscular, de dipirona s6dica (20mg/kg)
na regido lateral do membro posterior. Ndo foram
realizados curativos pds-operatérios nem a retirada
de pontos.

A eutanésia ocorreu conforme os subgrupos de
30, 60 e 90 dias mediante a aplicacdo de quatro vezes a
dose terapéuticade Dopalen® e Dopasen® e subsequente
luxacdo cervical. Ndo houve morte, infecgéo do sitio
cirargico nem extrusdo dos implantes, portanto
nenhuma rata foi excluida.

Metodologia de avaliagao

As amostras de sangue foram obtidas no dia da
eutanésia dos animais, de acordo com cada subgrupo,
por puncio intracardiaca realizada pelo médico
veterinario (Video 1 ), e foram colocadas em tubos
sem e com anticoagulante acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA)®,

Utilizou-se a técnica de precipitagido térmica em
triplicata para cada animal, que consiste em preencher
seis tubos capilares com sangue até % da capacidade,
devidamente fechados em uma das extremidades. Apds
isso foram centrifugados a 8.0rpm em centrifuga de
micro hematdcrito, para separagio do plasma durante 5
minutos. Depois de centrifugados, trés dos capilares foram
escolhidos aleatoriamente e quebrados para obtencgéo de
uma gota, que foi posteriormente colocada no refratdmetro
de Goldberg para a mensuracao da proteina plasmatica
total (PPT)®!. Os trés tubos capilares restantes foram
levados ao banho-maria (temperatura de 56-58°C, durante
trés minutos) e apds, novamente centrifugados, como
descrito anteriormente, obtendo-se desta vez o soro, que
foi mensurado no refratdmetro, resultando na proteina
sérica (PS)®.

O valor do fibrinogénio foi obtido mediante a
diferenca entre a proteina plasmatica total e a proteina
sérica. O resultado foi multiplicado por 1.000, pois o
fibrinogénio é avaliado em mg.dL"3,

Avaliacao estatistica

Os resultados foram descritos por mediana,
valores minimo e maximo. Para a comparagio dos grupos
(nanotexturizado e poliuretano), em cada subgrupo (30, 60
e 90 dias), foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney. As comparagbes entre os subgrupos, para cada
grupo, foram feitas utilizando-se o teste ndo- paramétrico de
Kruskal-Wallis. Valores de p<0,05 indicaram significAncia
estatistica. Os dados foram analisados com o programa
computacional Stata/SE v.14.1. StataCorpLE USA.

RESULTADOS

Os grupos (nanotexturizado e poliuretano) foram
comparados para as variaveis fibrinogénio e proteina
plasmética nos subgrupos de 30, 60 e 90 dias.

Quando comparados os grupos entre si, observou-
se que o grupo nanotexturizado apresentou uma maior
quantidade de fibrinogénio e de proteina plasmatica
no subgrupo de 90 dias, com significAncia estatistica
(p=0,004) (Tabelas 1 e 2 e Figuras 3 e 4).

Tabela 1. Comparacéio do fibrinogénio nos grupos
nanotexturizado e poliuretano ao longo do tempo.

Grupos
Subgrupos Nanotexturizado Poliuretano p*
Mediana Mediana
(min-max) (min-max)
30d 5,6 (5-5,6) 5,5 (4,8-6) 0,962
60d 9,2 (8,8-9,8) 9,2 (8,8-10) 0,673
90d 7,2 (6,4-1,8) 6,3 (5-7,4) 0,004
p** (30 x 60 x 90d) <0,001%%* <0,001 %%

*Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05; **Teste ndo-paramétrico
de Kruskal-Wallis, p<0,05; ***Nanotexturizado: 30d x 60d: p<0,001; 30d x
90d: p<0,001; 60d x 90d: p<0,001; Poliuretano: 30d x 60d: p<0,001; 30d x 90d:
p<0,001; 60d x 90d: p<0,001.

Tabela 2. Comparacéo da proteina plasmatica nos grupos
nanotexturizado e poliuretano ao longo do tempo.

Grupos
Subgrupos Nanotexturizado Poliuretano p*
Mediana Mediana

(min-max) (min-max)
30d 5,6 (5-6) 5,6 (4,8 - 6) 0,813
60d 9,4 (9-10) 9,4 (8,2-10) 0,393
90d 7,9 (6,4-8) 7(5,2-17,4) 0,002
p** (30 x 60 x 90d) <0,001%%* <0,001%**

*Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05; **Teste ndo-paramétrico
de Kruskal-Wallis, p<0,05; ***Nanotexturizado: 30d x 60d: p<0,001; 30d x
90d: p<0,001; 60d x 90d: p<0,001; Poliuretano: 30d x 60d: p<0,001; 30d x 90d:
p<0,001; 60d x 90d: p<0,001.

Ao comparar os subgrupos entre si, em ambos
os grupos, evidenciou-se uma diferenca significativa
(p<0,001) (Tabelas 1 e 2 e Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Comparacao do fibrinogénio nos grupos nanotexturizado e
poliuretano ao longo do tempo.

Figura 4. Comparagao da proteina plasmatica nos grupos nanotexturizado
e poliuretano ao longo do tempo.

DISCUSSAO

A reacéo de corpo estranho é a sequéncia
inflamatéria desencadeada peloimplante de biomateriais®,
correspondendo a absorcio de proteinas na superficie do
implante, infiltracdo de células inflamatoérias, fusdo de
macroéfagos e células gigantes, ativagio de fibroblastos e,
finalmente, formagéo de uma cépsula fibrosa'.

A fase aguda da cicatrizagéo estd intimamente
relacionada a ativacdo de macréfagos, os quais
produzem uma variedade de fatores de crescimento
(IGF-1, VEGF-a, TGF-b e Wnt) que sédo proteinas
reguladoras da proliferagdo de células endoteliais e
epiteliais, ativam miofibroblastos, e podem se diferenciar
em células progenitoras e formacio de neovasos. Os
macroéfagos, portanto, recuperam a homeostase do
tecido ativando células anti-inflamatérias e regulando
a deposigéo de colageno e fibrinal”.

Na vigéncia de inflamagéo é frequente a presenca
de fibrinogénio e fibrina. Assim como o macréfago,

o fibrinogénio exerce seus efeitos dependendo do
contexto em que se encontra, tanto na inflamacéo do
tecido como em seu reparo, na cicatrizagio da ferida
ou no desenvolvimento de fibrose!®.

Desta maneira, os mecanismos que regulam
estas diferentes ativagoes de macréfagos e fibrinogénio
se tornaram &reas ativas de pesquisa'®. Sabe-se hoje,
que estas respostas variam segundo as caracteristicas
do material implantado, como sua dimenséo,
comportamento bioldgico, tamanho dos poros, topografia
da superficie e técnicas de esterilizacao".

A engenharia de biomateriais tem focado
em criar implantes que simulem de maneira mais
fidedigna os tecidos humanos, tanto fisicamente como
quimicamente!s. Com o crescimento anual do nimero
de cirurgias de mamoplastia, a escolha pelo implante
ideal ainda permanece um desafio, almejando
resultados naturais e seguranca nos procedimentos'.

Atualmente os implantes mamarios podem ser
classificados de acordo com o preenchimento (silicone ou
solucéo salina), formato (redondo ou anatémico) e textura
da superficie (liso, micro e macrotexturizado)®. A textura
da superficie é determinada a partir da rugosidade do
material: lisa (menor que 10um), microtexturizada (10-
50um) e macrotexturizada (maior que 50um)>.

O implante de silicone revestido por espuma
de poliuretano é considerado um implante
macrotexturizado. Tendo seu inicio em 1970, seu uso
foi motivado por uma suposta redugédo na contratura
capsular?l. A espuma de poliuretano forma uma massa
espumosa in situ contendo poros, essa porosidade
permite o crescimento celular adentro levando a
incorporacido do revestimento do implante ao tecido
adjacente. Apé6s a formacéo da cédpsula ao redor do
implante, o revestimento de poliuretano se degrada e
funde-se com a capsula®.

Mais recentemente, com o advento da
nanotecnologia tornou-se realidade uma maior
mimetizagdo dos tecidos®, sendo possivel construir
superficies com nano protrusées especificas, a depender
da necessidade, tanto para promog¢ao como para
impedimento da absorc¢éo de proteinas?.

As superficies nanotexturizadas demonstraram
a capacidade de controlar mais eficientemente as
interacdes entre o tecido receptor e a superficie do
implante, diminuindo a reag¢ido de corpo estranho,
inflamacéo e formacéo de tecido cicatricial, além de um
maior controle de colonizacio por patégenos®.

CONCLUSAOQO

Os implantes nanotexturizados evidenciaram
uma menor absorcido de proteinas em relacido aos
implantes revestidos pela espuma de poliuretano, no
subgrupo de 90 dias.
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