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Efeito do tratamento com antileucotrieno em
contratura capsular: estudo experimental

Effect of antileukotriene treatment on capsular contracture: an
experimental study
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ROLF GEMPERLI' estratégias ja foram testadas para prevenir a contratura da

capsula com resultados insatisfatérios. Este estudo analisou o
efeito do antileucotrieno (AL) tépico na formagao de contratura
capsular em ratos com implantes de silicone associados a
irradiacdo. Métodos: Foram implantados blocos de silicone
na regido dorsal em 20 ratas fémeas, espécie Wistar com peso
variando de 200-250g. Os animais foram divididos em dois
grupos: controle (injecdo de solugao fisiolégica 0,9% no tecido ao
redor do implante) e grupo intervencao (injecao de 10mg de AL
no tecido ao redor do implante). Imediatamente apés a cirurgia
os animais foram irradiados com dose tUnica de 10Gy. Ap6s dois
meses, coletamos amostras de capsulas para anélise histolégica e
anélise da expressio génica dos seguintes biomarcadores: iNOS,
VEGF-a e MMP-9. Resultados: A densidade vascular foi menor
no grupo AL quando comparado ao grupo controle (55,4+30,0 vs.
81,8+26,7, p=0,05, respectivamente). Da mesma forma, o VEGF-a
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Tratamento com antileucotrieno em contratura capsular

B ABSTRACT

Introduction: 40% of patients undergoing radiotherapy after
breast reconstruction by silicone prosthesis implant may develop
prosthesis encapsulation. Several strategies have already been
tested to prevent capsule contracture with unsatisfactory results.
This study analyzed the effect of topical antileukotriene (AL) on
capsular contracture formation in rats with silicone implants
associated with irradiation. Methods: Silicone blocks were
implanted in the dorsal region in 20 female rats Wistar with
weights ranging from 200-250g. The animals were divided into
two groups: control (injection of 0.9% saline solution into the
tissue around the implant) and intervention group (injection of
10mg of AL into the tissue around the implant). Immediately
after surgery, the animals were irradiated with a single dose
of 10Gy. After two months, we collected capsule samples for
histological analysis and gene expression analysis of the following
biomarkers: iNOS, VEGF-a and MMP-9. Results: Vascular
density was lower in the AL group when compared to the control
group (55.4%30.0 vs. 81.8+26.7, p=0.05, respectively). Similarly,
VEGF-a had the same behavior (control group - 0.34+0.1 vs.
group Al -0.02%0.001, p=0.04). Conclusion: This study suggested
that treatment with AL decreases angiogenesis in animals
submitted to silicone implants and underwent radiotherapy.

Keywords: Radiotherapy; Mouse; Capsular contracture in im-
plant; Vascular endothelium growth factor A; Matrix metallo-

proteinases inhibitors.

INTRODUCAO

Implantes mamarios sdo rotineiramente
utilizados em cirurgia plastica de mama estética
e reparadora, segundo a Sociedade Americana de
Cirurgia Pléastica, em 2016, 290.467 implantes para
fins estéticos e 109.256 implantes para procedimentos
reparadores!. Embora bastante utilizado, ha risco de
contratura capsular em 10,6% dos casos operados?.
Porém, ao se realizar cirurgia reparadora, como
reconstrugdo mamaria, varias pacientes deverao se
submeter a radioterapia, como tratamento local do
cancer de mama, nesses casos a prevaléncia dessa
complicacdo é maior do que 40% e a necessidade de
retirada da prétese é de 15%2.

Quando materiais inertes, como silicone, sdo
implantados no corpo humano, o organismo forma
uma céapsula de tecido conectivo em volta do
implante para isola-lo dos tecidos adjacentes. Em
alguns casos devido a trauma, infec¢io e outras causas
desconhecidas esse invélucro torna-se fibrético
(contratura capsular). Dependendo do grau de fibrose
pode causar deformidade estética, dor e inflamacao do
local do implante®. Quando houver o encapsulamento da
proétese, o tratamento deve ser cirirgico com a retirada
da prétese e substituicdo por outra prétese em outro
plano anatdémico, por exemplo, se a prétese for colocada
acima do musculo peitoral e houver contratura,

a mesma deve ser substituida por outra prétese
implantada abaixo do musculo. Esse procedimento tem
o objetivo de evitar recidiva da contratura®®.

Por esse motivo, varias técnicas foram estudadas com
o intuito de prevenir a ocorréncia de contratura capsular
como o emprego de implantes texturizados, implante
da prétese em loja submuscular?, uso de medicamentos
como corticoides, ciclosporina’ e antileucotrienos®’. Todas
essas alternativas terapéuticas demonstraram resultados
variaveis, sem compor evidéncia clinica.

Bastos et al. (2012)8, mostraram resultados positivos
do uso de Montelukast, um antagonista de receptores de
leucotrienos, na prevengao de contratura capsular.

OBJETIVO

Este estudo analisaré o efeito do Montelukast em
modelos animais de contratura capsular radioinduzida.
Portanto, este trabalho teve como objetivo analisar o efeito
de droga antileucotrieno (Montelukast®) na formacéo de
contratura capsular em ratos com implante de silicone que
se submeteram a radioterapia no intervalo de dois meses.

METODOS

Foram analisadas 20 ratas Wistar, com peso
variando entre 250-300g. Todos os animais foram
mantidos em biotério com temperatura controlada
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entre 22-23°C, ciclo dia/noite de 12.12h, a4gua e alimento
ad libitum. Este estudo seguiu as regras nacionais de
padronizacdo de estudos em animais de laboratério
(CONCEA) e foi aprovado pelo comité de ética de uso
de animal da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sido Paulo (CEUA-FMUSP) sob registro 067/2017.

Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados por uma solugao
composta de 100mg/kg de peso de cloridrato de
quetamina (Ketamin®, Cristalia, Brazil) e 10mg/kg de
peso de cloridrato de xylazina (Rompun®, Bayer, Brazil)
por via intraperitoneal.

ApOs anestesia intraperitoneal, os animais foram
posicionados em decubito ventral. A seguir foi realizada
tricotomia em uma area de 6cm? na regido da linha
média da coluna logo abaixo das escapulas. Foi utilizado
clorexidina tépico para antissepsia dessa regiio.

Foi realizado, através do uso de bisturi lAmina
15, incisdo de 2cm horizontal. Dissec¢ao de loja de
6cm? abaixo do plano do paniculo carnoso do animal
e hemostasia com bisturi elétrico. Antes de realizar o
fechamento da loja foi implantando bloco de silicone
de 2x2cm. E a seguir os animais foram randomizados
em dois grupos: controle (n=10), injecao tissular ao
redor do bloco de silicone utilizando 1ml de soro
fisiol6gico 0,09%; grupo antileucotrieno (n=10), injecao
tissular ao redor do bloco de silicone utilizando 1ml de
antileucotrieno (Singulair®, Merck Sharp & Dohme,
Campinas, Brasil) diluido em soro fisiol6gico 0,9%.

Radioterapia

Todos os animais foram submetidos no pos-
operatdrio imediato a uma sessdo de radioterapia. A
radiacéo foi efetuada irradiador especifico para animais
de pequeno porte (Rad Source RS2000, Quastar™), com
raio-X de 160KV de 25mAs.

Os animais foram posicionados em decubito
lateral contidos por um imobilizador que possibilitasse a
emissio dos raios no plano tangencial como utilizado em
pacientes. Ainda foi inserido uma placa de chumbo de
5mm que possuia uma janela para a irradia¢ido do animal
garantindo o tratamento apenas na regiao desejada. Foi
utilizada dose unica de 10Gy em dois campos opostos
(5Gy por campo), com carda de 6Gy/min.

Analise histolégica

Ap6és dois meses os animais foram eutanasiados
por injecéo intraperitoneal de cloridrato de quetamina
(Ketamin®, Cristalia, Brazil) na dose de 180mg/kg de
peso, associada & xylazina (Rompun®, Bayer, Brazil)
na dose de 15mg/kg e, a seguir, colocados em cdmara
de CO a 100%.

Foram coletadas amostras da capsula ao redor
do bloco de silicone através de uma incisdo no dorso
dos animais. Parte das amostras foram fixadas
com formalina 4% por 24h e a seguir coradas com
hematoxilina-eosina (HE) e picrosirius para andlise
sob microscopia (Nikon eclipse E600®, Japan) na
magnificagéo de 200 e 400 vezes.

As laminas coradas por hematoxilina-eosina
analisaram a presenga de células inflamatérias e
densidade vascular (contagem de arteriolas) em 10
campos ao longo dos cortes histolégicos. As laminas
coradas pelo método de picrosirius demonstraram
graficamente a deposicdo de coldgeno ao longo da
capsula ao redor do bloco de silicone.

Analise da expressao génica

Extracdo de RNA total

As amostras de paniculo carnoso foram
maceradas com o uso do aparelho Tissue Lyser
LT (Qiagen, Germantown, EUA). Aos tubos de
microcentrifuga com as amostras adicionou-se 1,0ml de
trizol®(Invitrogen-Life Technologies, Carlsbad, EUA) e
esferas de aco inoxidavel. A fragmentacéo foi realizada
por 6 minutos a 50Hz.

Apoés a retirada das esferas, adicionou-se
0,2ml de cloroférmio (Merck). As amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 12.000rpm a 4°C. Apés
a centrifugacao, a fase aquosa foi transferida para novo
tubo de microcentrifuga e adicionou-se 0,5ml de alcool
isopropilico gelado (Merck) para precipitacio do RNA.
As amostras foram incubadas & temperatura ambiente
por 10 minutos e depois centrifugadas a 12.000rpm por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado de RNA lavado com 1,0ml de etanol 75%.
Centrifugou-se por 5 minutos a 10.000rpm a 4°C. O
pellet de RNA foi ressuspendido em 50 a 100uL de 4gua
ultrapura estéril livre de DNase/RNase (Invitrogen-Life
Technologies, Carlsbad, EUA).

Determinou-se a concentragio dos RNAs
extraidos em espectrofotémetro NanoDrop™ ND-1000
(NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, EUA). O
grau de pureza foi avaliado pela relagdo 260/280nm,
sendo utilizados apenas os RNAs cuja relacéo foi =1,8.
Para a anilise da integridade dos RNAs, realizou-
se eletroforese em gel de agarose para verificacio
das bandas 28S e 18S. Os RNAs extraidos foram
armazenados a -80°C até o uso.

Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA, a partir do RNA total, foi
utilizado o kit High Capacity RNA-to-cDNA (Applied
Biosystems) em termociclador GeneAmp 2400 (Applied
Biosystems). Em volume final de 20uL: 1,0uL. de
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enzyme mix; 10,0uL. de RT buffer; qsp 20uL de agua
ultrapura estéril livre de DNase/RNase e RNA total
(500ng). Para a reacao e parada da reagdo, os tubos
foram incubados a 37°C por 60 minutos e a 95°C por 5
minutos, respectivamente. As amostras de cDNA foram
armazenadas a -20°C até o uso.

Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(qRT-PCR)

A anilise da expressio dos niveis de mRNA dos genes
de interesse foi realizada por gRT-PCR no termociclador
StepOnePlus™ (Applied Biosystems) com o sistema
TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems).

As sondas e os primers para os genes C5AR1
(Rn02134203),ICAM 1 (Rn 00564227), NOS2 (Rn 00561646),
VEGF (Rn 01511602) e para o controle endégeno ACTB
(Rn 00667869) foram adquiridas da lista de ensaios
inventariados da empresa Applied Biosystems.

A qRT-PCR foi realizada em duplicata para cada
amostra utilizando-se: 10,0uL. TagMan® Universal
Master Mix II 2X; 1uL. TagMan® Gene Expression
Assay 20X e 4uL de cDNA diluido (diluigdo 1:5) em
volume final de 20uL, em placas de 96 pocos cobertas
com selante 6ptico.

As condigoes de reacao foram 50°C por 2 minutos,
95 por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos a 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto.

Para o céalculo do nivel de expressiao de cada
gene alvo, utilizou-se o software GenEx Standard 6.1
(MultiD Analyses AB), que utiliza o método 2-delta delta
Ct para a quantificacio relativa, onde Ct (threshold
cycle) é o ciclo da PCR em tempo real, no qual a
amplificagdo atinge a fase logaritmica, onde delta Ct
é a diferenca de expressao entre gene alvo e controle
endégeno de uma determinada amostra, e delta delta
Ct corresponde a diferenca entre o delta Ct da amostra
e o delta Ct do controle.

Analise estatistica

As variaveis foram submetidas & anélise descritiva.
Apés a verificacdo da distribuigo e varidncias dos dados os
dois grupos foram comparados utilizando-se teste Wilcoxon
rank sum (distribuicdo nao normal), considerando-se p
de alfa de 0.05. Foi utilizado programa STATA versao 14
(StataCorp., 2015. Stata Statistical Software: Release 14.
College Station, TX: StataCorp LE EUA).

RESULTADOS

Trés animais no grupo controle e um animal no
grupo AL apresentaram, deiscéncia e extrusédo do bloco
de silicone apés quatro semanas da irradiacéo.

Analise histolégica

A anilise pelo método de histomorfometria ndo
demonstrou diferenga quanto ao nimero de células
inflamatérias. Porém, houve diminuicdo da densidade
vascular no grupo tratado com AL ao se comparar
com o grupo controle (55,4+30,0 (AL) vs. 81,8+26,7
(controle); p=0.05) (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1. Anélise pelo método de histomorfometria referente
as células inflamatoérias e densidade vascular no grupo con-
trole e no grupo AL.

Controle (n=17) Antil?::f(;l;rieno
(médiaxDP) (média+DP)
Células inflamatérias 8,25+5,9 4,4+4,0
Densidade vascular 81,8+26,7 55,4%+30,0

DP = Desvio-padrao.

Figura 1. Laminas coradas pelo método de HE, amostras por grupos. As setas
azuis correspondem a arteriolas ao longo da cépsula.

Aslaminas coradas por picrosirius demonstraram
maior quantidade de colageno no grupo controle
(Figura 2).

Figura 2. Coloragéo de picrosirius evidenciou densidade de fibras de coldgeno
no grupo controle ao se comparar com o grupo AL.

Anélise da expressio génica de biomarcadores
(iNOS, VEGF-a, MMP-9)

O grupo AL mostrou menor quantidade de
VEGF-aaose comparar com o grupo controle (0,020,001
vs. 0,34+0,1, respectivamente, p=0.04) (Tabela 2).
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Tabela 2. Expressdo génica de iNos, VEGF-a, ICAM-1 e MMP-
9 nos grupos controle e AL.

Controle (n=17) Antil?uf(;t)rieno
(média=DP) (mé;‘ia‘ +DP)
iNOS 0,013+0,01 0,005+0,001
VEGF-a 0,34+0,1 0,020,001
MMP-9 0,36+0,2 0,30+0,1
DP = Desvio-padrao.
DISCUSSAO

Leucotrienos sao lipideos (eicosanoide)
pertencentes a familia de substincias mediadoras
da inflamacédo. Agem na contracdo de musculo liso
(broncoconstri¢io), além de aumentar a permeabilidade
microvascular perpetuando a reagio inflamatéria®.

Os antileucotrienos, portanto, tem como funcao
diminuir e prevenir a contragdo da musculatura
lisa e diminuir a permeabilidade vascular. Embora
o mecanismo de agdo ainda nio esteja elucidado,
vérios estudos demonstraram o efeito benéfico dos
antileucotrienos em inibir ou minimizar a contratura
capsular apds implantes aloplasticos mamarios®%1°,

Nossa hipétese foi analisar o efeito de Al sobre a
reacgio inflamatorialocal (diminui¢do de neoangiogénese
tardia e diminuigéo de células inflamatérias), bem como
a inibi¢do da formacao de fibrose. Para potencializar
os resultados deste estudo e para mimetizar situagio
clinica de tratamento adjuvante a reconstrucéao de
cancer de mama, todos os animais receberam uma dose
de irradiacdo imediatamente apds a cirurgia.

Este estudo demonstrou diminuicdo de 50% da
contagem de células inflamatérias no grupo Al (4,4+4,0)
ao se comparar com o grupo controle (8,25+5,9). Embora
ndo tenha alcangado significAncia, hd uma tendéncia
a se observar menor reacio inflamatéria do grupo AL.
Ja na anélise histolégica quanto a densidade vascular,
este estudo demonstrou menor contagem de vasos
neoformados no grupo AL ao se comprar com 0 grupo
controle (55,4+30,0 vs. 81,8+26,7, respectivamente;
p=0.05). Esses dois achados sugerem diminuicédo da
inflamagéo crénica na cipsula do implante de silicone.
Kang et al. (2015)!! analisaram o uso de Zafirlukast na
formacao de capsula de implante de silicone em coelhos.
Esses autores demonstraram resultado semelhante ao
nosso estudo, animais tratados com Al apresentaram
diminui¢do da contratura capsular apds dois meses de
seguimento. Ainda Kang et al. (2015)!!, também analisaram
a reacdo inflamatéria ao redor do implante de silicone.
Novamente, esse grupo demonstrou diminuic¢éo de
macroéfagos, como apresentado no nosso estudo.

Ainda, Kang et al. (2015)!, estudaram um
desfecho intermediario aferindo a expressdo génica de

miofibroblastos. Os autores demostraram diminuicdo na
expressio do gene dos miofibroblastos no grupo tratado
com AL em comparagio com o grupo controle. Baseado
nesses achados de literatura, nosso grupo explorou
outras vias responsaveis pelo mecanismo de acdo de AL.

A expressao do gene iNOS foi maior no grupo
controle do que no grupo AL (0,013+0,01 € 0,005%+0,001,
respectivamente) (p=0,08); mas, neste estudo, essa
diferenga apresentou uma tendéncia & significancia.
A agdo de 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS) se
refere a uma enzima na resposta inflamatéria mediada
por macroéfagos. E, consequentemente, o aumento de
6xido nitrico (NO) produzido por macréfagos induz
um estado pré-inflamatério. Portanto, a diminuicéo
da expressido génica no grupo AL sugere um efeito
anti-inflamatério na capsula do implante de silicone.
Conforme demonstrado por McNeill et al. (2015)*2.
Segundo esse estudo, a delegcdo de macréfagos,
segundo a via radicais livres, demonstrou diminuigio
do processo inflamatério devido a inibi¢ao de iINOS!2,

Outro biomarcador estudado por McNeill et al.
(2015)*2, foi VEFG-a como possivel fator que contribuiria
ao mecanismo de agéo ao efeito anti-inflamatério de AL.
Em nosso estudo, a expressao génica de VEGF-a diminuiu
no grupo tratado com AL ao se comparar com 0 grupo
controle. Refletindo sobre esse desfecho, a diminuigio
do marcador de neoangiogénese a longo prazo (2 meses)
pode demonstrar a transicdo de macréfagos fenétipo
1 para fenétipo 2, isto é, ha resolucio do processo
inflamatério®. Outro desfecho intermediario analisado
neste estudo, foi a expressio génica de MMP-9, que
corresponde ao metabolismo de gelatinase (componente
da matriz extracelular). Varios autores ja analisaram
outras metaloproteinases, com o objetivo de se estudar
o metabolismo de colageno na regeneragéo tissular'*’.

Este estudo ndo encontrou diferenga na
gelatinase (MMP-9) entre os grupos. Contudo, este
estudo apresentou algumas limitagdes: a estrutura
anatémica do modelo murinho adotado neste estudo
apresentou algumas diferencgas (panniculus carnosum)
em relacado ao ser humano.

CONCLUSAOQO

Este estudo sugere que AL tratamento com
AL diminui a angiogénese em animais submetidos a
implantes de silicone e submetidos a radioterapia
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