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RESUMO - Racional: Estudos recentes sinalizam que o mecanismo de formacao das hérnias pode
estar relacionado aos tecidos colagenosos, sob a agdo de agentes agressores como o tabaco, o
alcool e o diabete. Objetivo: Avaliar o colageno presente no mudsculo cremaster em pacientes
com hérnias inguinais enfocando o efeito do tabaco, alcool e diabete. Métodos: Foram
estudados 15 pacientes com hérnias inguinais divididos em: grupo | (n=>5) controles; grupo I
(n=5) individuos fumantes e/ou etilistas; e grupo Il (n=5) individuos que apresentavam diabete
melito. Todos foram submetidos a correcdo cirdrgica das hérnias inguinais obedecendo as
mesmas condi¢des pré, intra e pds-operatorias. Durante o procedimento cirirgico, amostras
do musculo cremaster foram coletadas para analises em microscopia de luz polarizada,
morfometria do colageno e de proteinas. Resultados: A area ocupada por tecido conjuntivo
foi maior nos grupos Il e lll (p<0,05). O tecido colageno ocupou a maior parte das amostras
analisadas, em comparagdo a area ocupada pelas células musculares. O contetido de proteinas
totais foi maior nos grupos Il e Ill, quando comparado com o grupo controle (p<0,05).
Conclusdo: O tabaco, o alcool e o diabete ocasionam remodelacdo no musculo cremaster,
levando a perda de suporte ou alteracdo estrutural nesta regido, podendo intensificar as
ocorréncias e os danos relacionados as hérnias inguinais.

ABSTRACT - Background: New findings point out that the mechanism of formation of the
hernias can be related to the collagenous tissues, under activity of aggressive agents such
as the tobacco, alcohol and diabetes. Aim: To analyze the collagen present in the cremaster
muscle in patients with inguinal hernias, focusing the effect of tobacco, alcohol, and diabetes.
Methods: Fifteen patients with inguinal hernia divided in three groups were studied: group
| (n=5) was control; group Il (n=5) were smokers and/or drinkers; and group Il (n=5) had
diabetes mellitus. All subjects were underwent to surgical repair of the inguinal hernias obeying
the same pre, intra and postoperative conditions. During surgery, samples of the cremaster
muscle were collected for analysis in polarized light microscopy, collagen morphometry and
protein. Results: The area occupied by the connective tissue was higher in groups Il and Il
(p<0.05). The collagen tissue occupied the majority of the samples analyzed in comparison
to the area occupied by muscle cells. The content of total protein was higher in groups Il and
Ill compared to the control group (p<0.05). Conclusion: The tobacco, alcohol and diabetes
cause a remodel the cremaster muscle, leading to a loss of support or structural change in this
region, which may enhance the occurrences and damage related to inguinal hernias.
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INTRODUCAO

lesGes traumaticas, dor, sofrimento e mortalidade, impondo grande peso

economico a sociedade, e se tornando atualmente problema de satde
publica'. Além do alcool, o vicio de fumar, que tem crescido muito principalmente
entre jovens, é responsavel por quatro milhées de mortes anualmente no mundo,
sendo que isto se deve aos fatores culturais, facil acesso, influéncia familiar e marketing
industrial. Nos EUA 2.200 jovens experimentam cigarro diariamente pela primeira vez,
e aproximadamente 830 tornam-se usuarios regulares®.

Mais de 4.000 substancias toxicas podem ser isoladas do cigarro, sendo a nicotina
responsavel pela sua dependéncia, tudo isso podendo ser potencializado pelo uso do
alcool, predispondo a ocorréncia de lesGes pré-cancerigenas e cancerigenas®. Outros
inUmeros problemas também relacionados ao uso do tabaco em tecidos no sistema
digestdrio sdo descritos?*?3, Estudos clinicos e experimentais demonstraram os efeitos
toxicos dessas substancias, que levam as alteragdes na pele e subcuténeo, do pH da
urina, obliterages vasculares, vasoespasmos, além de processos inflamatorios®527,

A regido inguinal é caracterizada anatomicamente pelo canal inguinal, a regido
mais comum de ocorréncia das hérnias inguinais. A parede anterior, seu teto, parede
posterior e assoalho sdo formados, respectivamente, pela aponeurose do musculo
obliquo externo do abdome, pelos musculos obliquo interno e transverso do abdome,
pela fascia transversal e peritonio parietal e pela aponeurose do musculo obliquo externo

O uso abusivo de alcool esta relacionado aos problemas sociais, acidentes e
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do abdome. E neste canal esta o funiculo espermatico envolvido
pelo principal musculo desta regido, o musculo cremaster,
formado principalmente por musculatura estriada®'%'8?>. Todos
os tecidos, inclusive os musculares, apresentam compartimento
de suporte, que contém vasos sanguineos, linfaticos e nervos,
contendo tecidos conjuntivos em que o colageno tipo | é o
predominante, apesar de outros tipos também estarem presentes.
Em condi¢bes normais, o colageno apresenta-se regular entre
as células; contudo, em condicBes adversas estes constituintes
podem estar aumentados''620,

Novos achados sinalizam que o mecanismo de formacao
das hérnias pode estar relacionado aos tecidos colagenosos,
sob acdo de agentes agressores como o tabaco, o alcool
e o diabete; mas, ainda existe a necessidade de resultados
quantitativos que demonstrem as reais alteracdes teciduais,
principalmente no musculo cremaster®'®’3, Bingdl-Kologlu et
al., avaliando as alteracées do musculo cremaster em pacientes
com hérniainguinal, ndo conseguiram dados que suportassem
a real relacdo das alteracdes com a ocorréncia de hérnias,
sugerindo a necessidade de mais estudos sobre este tema’.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o colageno
presente no musculo cremaster, principal musculo inguinal,
em pacientes com hérnias, relacionando a ocorréncia destas
lesdes com o tabagismo, alcoolismo e diabete.

METODOS

Coleta das amostras teciduais

Foram avaliados 15 pacientes masculinos e brancos
submetidos a herniorrafia inguinal no Hospital Universitario
da Faculdade de Medicina de Jundiai, SP, Brasil, divididos em
trés grupos: grupo | (n=5) controles; grupo Il (n=5) individuos
fumantes e/ou etilistas; e grupo Ill (n=5) individuos que
apresentavam diabete melito. A Tabela 1 mostra a variacéo
de idade e indice de massa corporea dos pacientes incluidos.

TABELA 1 - Faixa etéria e o indice de massa corpdrea (IMC)
dos grupos de estudo

Variaveis/grupos Grupo | Grupo Il Grupo I
Idade minima (anos) 19 38 54
Idade maxima (anos) 72 75 81
Média de idade (anos) 38,1 64,5 65
IMC minimo 19,4 20,6 20,5
IMC maximo 29,0 28,7 26,3
IMC médio 23,5 25,1 23,8

A pesquisa recebeu aprovacdo do Comité de Etica da
Faculdade de Medicina de Jundiai, n° 625.555 e todos os doentes
preencheram o Termo de Consentimento Informado. Os individuos
incluidos foram submetidos as mesmas condi¢des pré, intra
e pbs-operatdrias, e durante a herniorrafia foram coletadas
amostras do musculo cremaster, com aproximadamente 1,5
c¢m, dissecando com [amina de bisturi cirtrgico, tomando como
referéncia os limites da hérnia e as paredes do canal inguinal.
A regido foi fotografada com maquina digital para arquivo
hospitalar. Eimportante destacar que, possiveis alteracdes nos
tecidos como coloragéo, textura e consisténcia foram observadas
macroscopicamente caso fossem aparentes entre os grupos.

Microscopia de luz polarizada

As amostras foram coletadas de cada paciente, fixadas
em Bouin (solucdo aquosa saturada de acido picrico - 75 ml,
formol - 25 ml e &cido acético glacial - 5 ml) por 12 h para
posterior processamento e inclusdo em parafina. Para inclusdo
os tecidos foram lavados em alcool 70% e, a seguir, sofreram
desidratacdo em uma série crescente de alcodis (alcool 80 %
- 2 vezes, alcool absoluto — 3 vezes; 1 a 2 h cada). Em seguida,
os fragmentos foram diafanizados em xilol durante 1a 2 h até
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que se tornem translucidos e incluidos em parafina e polimeros
plasticos (Paraplast Plus) a 56° C durante aproximadamente 1 h
e depois posicionados cuidadosamente no fundo das formas
plasticas, visando a obtengao dos cortes histoldgicos transversais.
Os blocos foram trimados para obtencédo de superficies planas
e seccionados com cinco micrometros de espessura. A seguir,
os fragmentos foram colocados sobre as laminas albuminizadas
e levadas para a estufa a 60°C. Apds a preparagao dos cortes
eles foram corados com o método histoquimico de Picrosirius
(solugdo aquosa saturada de acido picrico adicionadade 0,19
de vermelho da Siria F3b, Sirius red F3B-Bayer) para avaliagdo
dos constituintes fibrilares da matriz extracelular'. Os achados
foram fotografados no microscépio de luz Nikon Eclipse
E100 para microscopia com o sistema de lentes polarizadas,
acoplado ao sistema de aquisicdo de imagens SD-CCD 3.3, do
Departamento de Morfologia e Patologia Basica da mesma
faculdade, e todas as observa¢des empregando objetivas 40x.

Morfometria dos constituintes colagenosos

Os fragmentos separados para microscopia de luz polarizada
foram utilizados para a quantificagdo dos componentes colagenosos.
A densidade de volume destes componentes foi calculada
pela média de quatro regides de cada corte histoldgico pelo
método de contagem de pontos, utilizando a seguinte formula:

P estrutura %

Vv = P sistema teste

Nela, P estrutura o nUmero de pontos sobre a area
estudada e o P sistema teste o nimero total de pontos do
reticulo de integracdo quadrilatero utilizado. Em seguida, foi
realiza a mensuragdo da drea total relativa ocupada pelas fibras
musculares e pelos componentes colagenosos empregando
sistema de anélises de imagens ImageJ 1.39 (Image Processing
and Analysisin Java, National Institute of Health, Maryland, USA)*>.

Analise bioquimica

Outros fragmentos dos tecidos coletados foram armazenados,
separados (80° C) e homogeneizados em tampao de extragdo
(150 mM cloreto de sdédio, 1% NP-40 ou Triton x-100, 0,5%
sodium deoxycholate, 0,1% SDS, 50mM Tris, pH 8.0) a 4°C
em "Polytron PTA 20S generator” (Brinkmann Instruments
mode PT 10/35) na velocidade maxima por 30 s. O tecido
homogeneizado foi centrifugado a 11000 rpm por 30 min para
remocdo de material insollUvel e a concentracdo de proteina
total contida no sobrenadante foi determinada utilizando-se
o método de Bradford*.

Analise estatistica

O estudo estatistico foi realizado para as seguintes
varidveis: area relativa das fibras musculares (%), area relativa
e densidade de volume das fibras colagenas (%) e niveis de
proteinas totais (mg/dl) pela técnica de anélise de variancia
(ANOVA), complementado com o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS

Durante o procedimento cirurgico foram avaliados
todos os tecidos quanto a coloracgdo, textura e consisténcia,
e macroscopicamente nao foi observada nenhuma diferenca
significativa entre as amostras coletadas.

Analise bioquimica

Aanélise do conteldo de proteinas totais nas amostras do
tecido cremastérico mostrou que houve aumento significativo
no grupo Il e Ill quando comparado com o grupo |, com nivel
de significancia de p<0,05 (Tabela 2).
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TABELA 2 - Niveis de proteina (mg/dl) entre os grupos estudados

Proteinas totais (mg/dl)

Grupo | (controle) 2,17+3,122
Grupo Il 9,58+5,7804d
Grupo lll 10,366,264

Valores expressos pela médiatdesvio padrao; *<diferem
em 1% de significancia (p<0,01); 9ndo diferem em 5% de
significancia (p>0,05)

Microscopia de luz polarizada

No grupo | (controle) foi observado predominancia de células
musculares. Entretanto, nos grupos Il e Il foi visto predominio da
area ocupada pelo tecido conjuntivo e diminui¢do da ocupada
pelas células musculares, sendo a diferenca significante (p<
0,05, Figura 1 e Tabela 3).

FIGURA 1 - Fotomicrografia do musculo cremaster dos pacientes
dos grupos |, Il e Ill: A) no grupo | nota-se na
coloragdo de Sirius Red a area ocupada pelo
tecido conjuntivo (C) e a area negra ocupada
pelas células musculares (M); B) no grupo Il a
area ocupada pelo tecido conjuntivo (C) e a area
negra ocupada pelas células musculares (M); C) no
grupo lll observa-se a area ocupada pelo tecido
conjuntivo (C) e a drea negra ocupada pelas células
musculares (M) (coloracado Picrosirius Red -300x)

|

TABELA 3 - Area relativa ocupada pelas células musculares (%)
e pelo tecido conjuntivo (%) de acordo com os
grupos estudados

Células musculares (%) Tecido conjuntivo (%)

Grupo | 89,23+03,38° 11,77+02,98°
Grupo I 43,20+ 14,564 57,80+29,96°¢
Grupo llI 39,26+15,37<4 61,74+31,87¢

Valores expressos pela médiatdesvio padrao; *><diferem em 1% de significancia
(p<0,01); ndo diferem em 5% de significancia (p>0,.05); ®ndo diferem em 5%
de significancia (p=0,05)

DISCUSSAO

O tecido conjuntivo é composto por trés grupos de
proteinas extracelulares: os proteoglicanos, as glicoproteinas e
os colagenos. Os proteoglicanos tém funcées na regulacdo da
estrutura e permeabilidade do tecido conjuntivo. As glicoproteinas
desempenham papel nas interagdes célula-célula. Os colagenos
sd0 os principais responsaveis pela matriz, estrutura e suporte do
tecido conjuntivo, sendo que entre os vertebrados e invertebrados
existem cerca de 28 tipos de coldgenos conhecidos, designados
por numerais romanos (I — XXVIII), em ordem cronolégica de
seu descobrimento?.

A quantidade de colageno varia conforme o tecido, sendo
que o colageno tipo | esta presente principalmente na estrutura
dos tenddes, ligamentos e fibras musculares estriadas?.

Estudos clinicos e experimentais que utilizam as técnicas
morfoldgicas vém demonstrando que diferentes fatores podem
comprometer tanto o tecido conjuntivo, como seu compartimento
de suporte promovendo intensos danos morfofuncionais?®22,
Portanto, analises morfologicas quantitativas dos tecidos
colagenosos do musculo cremaster se fazem necessarias e
podem contribuir principalmente para o entendimento dos
efeitos do tabaco, do &lcool e do préprio diabetes na ocorréncia
de hérnias na regido inguinal.

A microscopia de polarizagdo tem sido tradicionalmente
utilizada como ferramenta importante no estudo destas
estruturas fibrilares, dentre outras fun¢des. Schmidt (1924)* foi
um dos autores pioneiros a aplicar a microscopia de polarizagao
no estudo de estruturas bioldgicas e desde entdo, diversos
trabalhos enfatizam o uso de tal técnica com o intuito de
observar morfologicamente materiais biol6gicos e obter
respostas importantes sobre estas estruturas®*2¢.

O diabete melito, além do tabaco e o dlcool, pode também
estar relacionados com as alteragdes estruturais em diferentes
tecidos, comprometendo inclusive suas fungdes®83°. Neste
sentido, alguns estudos relacionam que pacientes com hérnias
da parede abdominal sdo portadores de diabete, associados
ou ndo ao uso de tabaco ou alcool. Entretanto, sdo estudos
que apenas enfocam estes elementos como sendo fatores de
risco para a ocorréncia de hérnias, mas nao detalham quais
alteracdes ocorrem nos tecidos'>®.

Ostecidos musculares como outros, apresentam compartimento
de suporte que é fundamental para a homeostasia celular.
Nestes compartimentos encontram-se os tecidos conjuntivos
que em condi¢des normais, apresentam-se entre as células
estruturando a arquitetura do 6rgdo, bem como dando subsidios
para sua manutencdo. Contudo, em condicOes adversas estes
constituintes podem estar alterados'2212226:33,

O tabagismo e o etilismo acarretam iniUmeros danos,
predispondo os usuarios a diferentes doencas. A literatura ainda
nao registra elementos suficientes para comprovar quanto a
exposicdo a estes agentes pode realmente estar relacionada
as alteragBes celulares em diferentes tecidos, e sugerem que
mais estudos sejam realizados®2"3°.

O diabete melito também esta associado com altera¢des
estruturais em diferentes 6rgédos e tecidos, comprometendo
inclusive suas fung¢des®’. Alguns autores relatam que pacientes
com hérnia da parede abdominal sdo portadores de diabete
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em 8,4% dos casos e descrevem que 43% fazem uso de tabaco
e 7,4% sao alcoolistas. E relatam que os pacientes fumantes
tém alteracGes no metabolismo dos tecidos da regido inguinal,
contribuindo assim para a maior ocorréncia dessas hérnias>®'3,

Aocorréncia de outras doencas e associacdo com variacoes
do colageno também tem sido descrito na literatura. Bonduki et
al,, (2009) estudaram 15 pacientes com sintomas de infertilidade
e relacionaram o colageno presente na musculatura uterina
com os tumores nesta regido® Wang et al., (2009) estudando
pacientes com fibrose hepatica, também observaram que na
maioria deles existem alteragdes nos componentes fibrilares
deste 6rgao®. Por outro lado, Gudiene et al., avaliando o
diametro de vasos sanguineos mostraram que idade dos
individuos pode alterar o coldgeno tecidual™.

Embora os pacientes incluidos neste estudo tivessem
variacao da faixa etaria, todos eram masculinos, brancos e com
indice de massa corpdrea muito semelhantes. Os resultados
mostraram em individuos considerados saudaveis e com hérnias
inguinais, maior area ocupada pelas células musculares e menor
parte formada por tecido conjuntivo. Diferentemente, nos
individuos dos grupos Il e Ill, formado por pessoas tabagistas,
etilistas ou diabéticos, a maior parte das amostras do musculo
cremaster mostrou intenso acimulo de tecido conjuntivo.

A quantificacdo de proteinas totais nestes tecidos, pelas
analises bioquimicas, foram similares aos resultados obtidos
na microscopia de luz polarizada, demonstrando também
aumento significativo destes niveis nas amostras obtidas nos
individuos dos grupos Il e lll, quando apresentavam relacao
com tabagismo, etilismo ou diabete.

Estes resultados foram considerados uniformes; portanto,
os agentes agressores podem promover aumento da area
ocupada pelo compartimento colagenoso, podendo alterar
assim a estrutura e a funcdo do tecido.

Estes achados corroboram a relacdo das hérnias com os
agentes agressores e estdo em concordancia com a literatura
corroboram com esta literatura agregando a quantificacdo
dos tecidos colagenosos e a possivel predisposicdo destes
individuos de terem as lesdes herniais.

Wagh et al. registraram em homens que as alteraces no
metabolismo do colageno mais intensas foram encontradas na
bainha anterior do musculo reto abdominal de pacientes com
hérnia inguinal direta, que nos pacientes com hérnia inguinal
indireta e no grupo controle, sem diferenca estatisticamente
significante. Entretanto, os autores ndo mencionaram a faixa
etéria dos pacientes, nem associagdo com diabete, tabagismos
ou etilismo?.

Fachinelli e Maciel Trindade estudando pacientes com
hérnias epigastricas, umbilicais e incisionais constataram que
quanto maior a sua incidéncia, menor quantidade de tecido
colagenoso eles apresentavam nestas areas''.

Goncalves et al. analisaram amostras da fascia transversal
e dabainha anterior do musculo reto abdominal de 40 homens
portadores de hérnia inguinal tipo Il e IlIA de Nyhus e de 10
controles constituidos por cadaveres frescos, na mesma faixa
etaria, sem hérnia, utilizando imunoistoquimica nos estudos do
colagenol, colageno lll e fibras elasticas. A pesquisa concluiu que
aquantidade dos componentes fibrilares da matriz extracelular
nao se alterou nos pacientes com e sem hérnia inguinal'™.

Henriksen et al. avaliaram pacientes com trés diferentes
tipos de hérnias: hérnia inguinal unilateral, multiplas hérnias
(mais que trés tipos) e hérnias incisionais. Pacientes sem hérnias
submetidos a colecistectomia serviram como grupo controle. Os
autores analisaram os colagenos tipo |, Ill, IV e V e concluiram
que os com hérnias apresentam metabolismo do colageno
alterado, e que o estudo do turnover do colageno tipo IV pode
predizer a presenca de hérnias inguinais e incisionais. Portanto,
a regulacdo do turnover do colageno tipo IV pode ser fator
crucial para a ocorréncia de hérnias'®. Os mesmos autores, em
revisdo sistematica recente analisando 55 artigos originais,
avaliaram as alteracdes do tecido conjunto em doentes com
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hérnias de parede abdominal. Concluiram que pacientes com
hérnias inguinais diretas e recidivadas apresentam colagenos
tipos | e lll diminuidos nas bidpsias de fascias e pele'.

Concluindo, todos estes achados mostram a complexidade
que envolve a formacdo de hérnias e sua relacdo com a parede
abdominal. Eimportante destacar que no presente estudo nao
foi abordada a gravidade das lesdes herniarias, nem tdo pouco
foi avaliada a evolugdo pds-operatdria dos casos estudados,
sendo essas questdes merecedoras de novas pesquisas. E
importante destacar que a quantificacdo deste compartimento
tecidual podera contribuir para o entendimento da formacado
e da incidéncia das hérnias, complementando os resultados
obtidos até o momento.

CONCLUSOES

O tabaco e o alcool, em conjunto com o diabete melito
ocasionam remodelacdo no musculo cremaster, levando a
perda de suporte ou alteragdo estrutural nesta regido, podendo
intensificar as ocorréncias e os danos relacionados as hérnias
inguinais
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