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Comunicacao cientifica

Rastreando células-tronco no saco herniario incisional: um olhar
para além dos reparos puramente teciduais

Tracking stem cells in the incisional hernial sac: a gaze beyond pure tissue

repairs
Renato MiranDA DE MEeLo, TCBC-GO'23

RESUMDPO

: RoBeERPAULO ANACLETO NEVES*

: LiLIANA BORGES DE MIENEZES?

Obijetivo: o saco hernidrio é tipicamente uma estrutura de duas camadas, constituida de tecido conjuntivo revestido por periténio.
Alguns achados incidentais, como células musculares lisas e ossificacao heterotdpica, podem ser explicados como o estégio final de
metaplasia das células indiferenciadas que habitam o saco herniario. Este estudo teve como objetivo procurar células-tronco adultas
no saco herniario incisional por um teste de triagem imuno-histoquimica. Métodos: quinze espécimes foram submetidos a analise
histoquimica utilizando anticorpos monoclonais CD133, um marcador especifico de células-tronco mesenquimais. As bidpsias foram
obtidas de pacientes submetidos ao reparo cirtrgico de hérnias incisionais, segundo a técnica da transposicdo com o saco herniario,
proposta por Lazaro da Silva em 1971. Resultados: dois tercos das amostras expressaram em média 20 (vinte) células CD133+ cada
uma. Conclusao: apesar da natureza apenas de triagem deste estudo, o saco herniario pode ser considerado uma fonte de células-
tronco em potencial. Isso poderia explicar aqueles achados anormais e talvez a inducdo de novos fibroblastos em procedimentos que

o utilizam para otimizar a cicatrizacdo dessas feridas.

Palavras chave: Células-Tronco. Peritonio. Procedimentos Cirdrgicos Operatérios. Parede Abdominal.

INTRODUCAO

saco herniario (SH) - produto final da afeccdo

herniaria - é estrutura bilaminar que consiste em
tecido conjuntivo revestido por células mesoteliais do
periténio. Essa membrana histologicamente heterogénea
e complexa pode ser considerada um dos repositérios de
células-tronco adultas do nosso organismo’. Em revisao
recente, a “peritonializacdo” das malhas de polipropileno
foi induzida por células mesoteliais do periténio visceral,
aumentando a formacdo de aderéncias e, ao mesmo
tempo, diminuindo a integracao desse material no lado
parietal. Os autores concluiram que a abordagem autéloga
seria preferivel ao implante alégeno?.

Alguns achados incidentais no SH, como células
musculares lisas® e ossificacdo heterotopica?, podem ser
justificados como estagio final de metaplasia a partir de
células primitivas. Por processo biolégico semelhante, a

transicdo “epitelial para mesenquimal” dessas mesmas
células e, finalmente, para fibroblastos, ¢ o mecanismo

responsavel pela fibrose peritonial que se instala em alguns

pacientes submetidos a didlise peritonial, inviabilizando
essa via alternativa de depuracao renal®.

Parece légico supor entdo que o SH, assim
como outros tecidos nativos, deve ter grande quantidade
dessas células menos diferenciadas, originarias da camada
peritonial e/ou do estroma de suporte. Portanto, é provavel
que esse recrutamento também melhore a cicatrizacdo
de feridas, desencadeada pelas multiplas metaplasias
fibroblasticas® que ocorreram nessas células. Isso talvez se
dé também e com maior intensidade em reparos de hérnia
incisional que aproveitem ao maximo o SH, como a técnica
de transposicdo com o saco herniério (TSH), desenvolvida
no Brasil no inicio dos anos 1970, por Lazaro da Silva’®.
Desde entdo, bons resultados tém sido relatados com este
procedimento, ndo apenas por seu proponente® ',

Mas como ou por que essa técnica funcionaria
tdo bem, sem o reforco inaliendvel de uma tela?
Existem possiveis razbes anatOmicas, biomecanicas e
biomoleculares a serem levantadas. E provavel que aquelas
células indiferenciadas dos tecidos proximos (incluindo o
proprio SH), com potencial para se tornarem fibroblastos
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ativos sejam um dos principais argumentos para esses
resultados tao favoraveis. Poder-se-ia dizer que o sonho
de Billroth enfim se materializou, ndo como uma protese
magica, mas por cicatrizacdo mais intensa e, portanto, mais
robusta.

Este estudo teve como objetivo verificar a
possivel presenca de células-tronco mesenquimais adultas
no SH incisional por teste de triagem imuno-histogquimica.
E parte de ensaio clinico randomizado (triplo mascarado),
ainda em andamento, que investiga a eficacia da técnica
de TSH (com e sem reforco de malha pré-aponeurdtica),
cujo principal desfecho é verificar a taxa de recurréncia em
cinco anos.

METODO

O projeto foi aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Goias (HC/UFG/056/2011) e do Hospital Santa Casa
de Misericérdia de Goiania (HSCMG/015/2011). Todos os
pacientes assinaram o termo de consentimento informado
antes de serem operados e obtidas as bidpsias do SH.
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com
as diretrizes e regulamentos envolvendo seres humanos.

Foram coletados fragmentos de excedente do
saco hernidrio incisional de 15 pacientes operados na Santa
Casa de Misericérdia de Goiania, no periodo de janeiro de
2012 a junho de 2014. Os espécimes, com cerca de 2cm?,
foram estirados em placas de plastico pela face conjuntiva
e submersos em solucdo de formol tamponado a 10%.
Depois de 24 horas, foram recortados e mantidos em alcool
a70% até ainclusao em parafina. Seccionadas na espessura
de 5um e novamente estiradas em laminas silanizadas, as
amostras foram incubadas em camara Umida overnight
a 4°C com anticorpo primario monoclonal, especifico
para células-tronco, obtido de coelhos e com reatividade
humana, o CD133 (MyBioSource®, San Diego, CA, USA).
Ap6s 18 horas, foram banhados em &gua destilada e
submetidos a nova incubacdo com anticorpo secundario
e peroxidase, a temperatura ambiente, com o sistema de
polimero MACH' (Biocare Medical®, England). A revelacao
dessa reacao foi feita com DAB (3,3'-diaminobenzidina),
por 10 minutos, e a contracoloracdo com hematoxilina por
30 segundos. A analise das marcacdes imuno-histoquimicas
das células se deu por sistema interativo analisador de

imagens, AxionVision 3.1 (Carl Zeiss®, Jena, Germany). As
imagens foram previamente fotomicrografadas, utilizando-
se a objetiva de x40, sob luz comum, e analisados 10
campos distintos, em cada lamina, para contagem das
células CD133+ e obtencao da densidade celular (média
simples do numero de células por campo). Todos os
testes foram realizados em duplicata, tanto nas etapas de
processamento histolégico (imuno-histoquimica) quanto
na de leitura das laminas por dois autores (RAN e LBM).

RESULTADOS

Apds o processamento imuno-histoquimico
das amostras, dois tercos expressaram células CD133+.
A aparéncia tipica dessas células (coradas na cor marrom
clara) pode ser vista na Figura 1. O ndmero por campo
microscopico, bem como o total e a média em cada
amostra, sdo mostrados na Tabela 1. Para compensar
qualquer viés no célculo da quantidade média de cé
CD133+ em cada SH biopsiado, valores nulos (0 células nos
casos 1, 5,8, 11 e 15) e os maiores encontrados (58 células
no caso 6) foram excluidos. O valor médio em cada amostra
foi de 20 (vinte) células CD133+.

ulas

Figura 1. Fotomicrografia do SH incisional humano marcado com an-
ticorpo monoclonal CD133 e contrastado com hematoxilina. As células
CD133+ sao coradas na cor marrom clara, x400.

DISCUSSAO

O advento das malhas veio ajudar cirurgides
e pacientes a lidar com casos mais graves de hérnias
incisionais, que progridem com o tempo e cujas recidivas
ainda persistem ap®s varias tentativas de reparo cirurgico.
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No entanto, o uso de prétese ndo diminuiu o numero de
tais reoperacdes, de acordo com estudo epidemioldgico
de base populacional envolvendo mais de 10.000
pacientes em 15 anos de seguimento. Nem mesmo duas
grandes inovacdes cirdrgicas, no periodo, diminuiram a
incidéncia de hérnia incisional: o advento da abordagem
laparoscépica na cirurgia visceral, que preserva a parede
abdominal, e o uso rotineiro de malhas no reparo das
hérnias'>"e.

Talvez o maior, o mais longo e o mais completo
estudo ja realizado sobre o tratamento da hérnia incisional
tenha sido publicado em 2016: 3.242 pacientes, 100%
deles acompanhados durante os cinco anos da pesquisa'’.
Segundo os autores, as malhas na parede abdominal
reduziram as recidivas (de aproximadamente 17% para
12% dos casos), mas aumentaram as complicacoes
graves (de 0,8% para 5%) e também o custo com
materiais e instrumentos (malhas, clipes, grampeadores
etc.). Embora as recurréncias tenham se estabilizado em

taxas mais baixas, alguns problemas com as proteses
foram cumulativos e a gravidade exigiu nova intervencao
cirtrgica. Assim, os alegados beneficios de “cura radical
ou definitiva” dessas hérnias foram contrabalancados
por tais dissabores, implicando também o desperdicio de
recursos materiais, energia e tempo.

J& se sabe que a recidiva hernidria pode ser
identificada com alto grau de confiabilidade pelo proprio
paciente'®, ou detectada por exame clinico, principalmente
com ultrassonografia dinamica, considerada padrao ouro
para o diagndstico'. No entanto, o nimero de reoperagdes
por recidiva ndo reflete necessariamente a incidéncia real
dessa complicacdo. Somente os pacientes para quem a
gualidade de vida é afetada pela reincidéncia da doenca
procurarao atendimento médico (registros de ocorréncia).
Desses, alguns serdo operados novamente (registros de
tratamento), representando de 20% a 25% dentre todos
os recidivados, pois a maioria é assintomatica ou nao
deseja se submeter a outro procedimento?.

Tabela 1 - Numero de células CD133+ por campo microscopico em amostras de SH incisionais humanos. Os casos numero 1, 5, 8, 11 e 15 expres-

saram valores nulos e o caso 6 apresentou a maior contagem (58 células).

Células/campo microscépico

Pacientes _
Total Média
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 1 8 1 8 6 1 1 3 5 7 41 4.1
3 1 4 3 2 2 1 0 2 1 3 19 1,9
4 6 2 4 1 2 2 1 0 2 1 21 2,1
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 13 5 8 6 3 2 5 8 6 2 58 5,8
7 3 2 1 0 1 0 0 2 1 0 10 1
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 4 3 5 2 6 5 2 5 4 1 37 3,7
10 2 1 0 1 0 0 0 2 1 0 7 0,7
11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 2 3 3 1 0 2 1 0 1 2 15 1,5
13 2 3 2 1 2 1 0 3 2 1 17 1,7
14 2 2 1 3 5 2 1 3 0 1 19 1,9
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Esses fatos sugerem que os reparos teciduais
puros (herniorrafias) que
parede abdominal serdo sempre bem-vindos. O proposto
por Lazaro da Silva é um deles. Este procedimento
cinquentenario baseia-se em amplas incisdes relaxadoras,
bilaterais e alternadas na bainha dos musculos retos, e no

restauram a anatomia da

uso do excedente de tecido representado pelo SH dividido
longitudinalmente. Na sintese sao realizadas trés camadas
de sutura, paralelas e multiplanares, envolvendo as bordas
do SH e das aponeuroses recém-seccionadas. Assim,
a parede abdominal ventral pode ser completamente
reconstruida, sem tensao excessiva, seja na propria parede
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ou na cavidade abdominal'>?',

Recentemente, a TSH foi recuperada por
grupo de cirurgides escoceses, que desenvolveram
a "hernioplastia com retalho peritoneal” baseada
na "“técnica de Da Silva”. Em vez de medializarem
novamente os musculos retos, eles colocaram uma malha
retromuscular, que também é coberta pelas metades do
SH22. Da mesma forma, outro estudo recente, da Roménia,
mostrou resultados muito bons com essa mesma técnica?3.
No entanto, trés décadas atras, dois autores chamaram
a atencdo para a “técnica sanduiche”, na qual a malha
fica envolvida pelo SH para cobrir defeitos parietais que
nao poderiam ser fechados?*?>. Surpreendentemente,
ninguém enfatiza que a TSH, por si s6, fornece resultados
favoraveis sem usar necessariamente uma tela como
reforco. A prépria pele é empregada entre os cirurgides
plasticos no reparo musculoaponeurdtico, uma vez que
a resisténcia a tracdo é maior do que a das proteses
alégenas disponiveis atualmente?®.

Mesmo que o defeito seja adequadamente
fechado e nova linha alba aponeurética ou fibrética seja
criada, independentemente do procedimento, é essencial
garantir resultados estaveis no longo prazo. Embora
ocorram variacdes genéticas individuais, fornecer o maior
numero possivel de fibroblastos a cada paciente nao é
apenas biologicamente imperativo, mas também de suma
importancia. O reparo puramente tecidual é ferramenta
sem precedentes para o cirurgido.

O SH pode certamente ser também um
conjunto dessas células menos diferenciadas, por meio
da camada peritonial e do abundante tecido conjuntivo
gue a sustenta. Se tais células realmente seriam células-
tronco multipotentes, isso deve ser elucidado em outros
estudos, especificamente conduzidos para confirmar essa
hipdtese, incluindo a cultura de células em meios seletivos
para diferenciacdo de linhagens.

Considerando-se essa prerrogativa, a espessura
intrinseca e resisténcia a tracdo correspondente parecem
menos cruciais, caso o mesotélio seja efetivamente
convertido em pool de células produtoras de matriz, com
colageno, fibras elasticas e substancia fundamental para
a cura completa dessas afeccoes. Além disso, o SH ¢
estrutura bem vascularizada, que mantém o suprimento
de oxigénio, o aporte de diversos tipos celulares e de
matérias-primas, bem como é a via de eliminacdo de

dioxido de carbono e de outros residuos metabdlicos.
Da mesma forma, esses vasos sanguineos mantém a
hidratacdo e a temperatura adequadas.

Neste estudo, cinco das 15 amostras examinadas
ndo apresentaram células CD133+, provavelmente devido
a limitacdes na coleta, uma vez que ndo foi possivel
remover grande quantidade de SH, nem dos tecidos
circundantes. Por ser elemento essencial no reparo, esse
deve ser preservado ao maximo.

A questao se essa estrutura é mais rica em
células CD133+ do que outros tecidos ndo pode ser
confirmada sem estudos comparativos. Também ¢é
necessario mostrar se a densidade mais alta ou a simples
presenca dessas células poderia afetar a qualidade da
cicatriz, a resisténcia final e a longevidade do reparo.
Até o momento, ndo encontramos qualquer referéncia
gue mostre essa associacdo envolvendo o SH incisional.
Também nao verificamos se os pacientes positivos
para CD133 apresentaram menos recidivas do que os
negativos. Provavelmente, esse achado nao influenciou
tais resultados, uma vez que todos os pacientes em nosso
ensaio clinico foram tratados pela mesma técnica, ou seja,
a TSH.

Além disso, existe a possibilidade de que essas
células nao se distribuam ampla ou igualmente no SH, e
que os fragmentos obtidos ndo tenham atingido locais
onde essas estariam mais concentradas.
imuno-histoquimicos refletem a capacidade das células
de expressarem essa reacdo apoés ligarem-se ao complexo
antigeno-anticorpo, cuja intensidade pode variar de
acordo com o estado metabdlico e o estagio da reacao,
no transcorrer do processamento. Essa variabilidade é
algo esperada em qualquer ensaio biolégico, o que nao
invalida o fato de que a maioria das amostras estudadas
expressou resultados positivos.

O desfecho primério desta investigacdo seria
explicar a origem possivel de células musculares lisas e de
matriz osteoide encontradas em alguns SH, a partir do
mecanismo de transicao epiteliomesenquimal. Além disso,
os resultados promissores obtidos com reparos puramente
teciduais das hérnias incisionais, tais como na TSH,
também poderiam ser explicados pela presenca de células
gue expressam CD133+. Esses elementos indiferenciados
podem se tornar um pool de novos fibroblastos induzidos
por metaplasia reversa. O SH é muito provavelmente

Os ensaios
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uma protese autéloga, viva e biologicamente ativa. Por
tras dessa técnica, existe a crenca ou a conviccao de que
deve haver alguma maneira de melhorar a cicatrizacao
das feridas, nao apenas induzindo um estado inflamatério
cronico por meio de malha sintética.

Em segundo lugar, uma vez que a arquitetura
da parede abdominal tenha sido restaurada e consolidada
pelo recrutamento mais extenso e com o melhor
desempenho possivel de fibroblastos ativados, essa estara
pronta para recuperar proporcionalmente suas funcoes.
Consequentemente, esses pacientes poderao resgatar a
qualidade de vida que fora subtraida pela hérnia.

Aproveitar as estruturas préprias do paciente,
incluindo o SH, no esforco conjunto para reconstruir a
parede abdominal danificada, reaquece o debate sobre os
reparos puramente teciduais, talvez agora um pouco mais
embasados biologicamente. Além disso, devemos estar
sempre preparados para lidar com novas recurréncias
da doenca e oferecer estratégias alternativas, como
0s reparos protéticos aloplasticos. De uma perspectiva

ABSTRACT

realista, nenhum cirurgido executard “o ultimo” reparo,
mas talvez o faca “por ultimo”...

Apesar do escopo deste estudo ter sido apenas
de triagem, o SH é fonte presumivel de células-tronco.
Portanto, podera ser util no reparo da hérnia incisional,
e nao apenas pela resisténcia intrinseca a tracdo. Sendo
inerente ao processo hernidrio, o SH estard sempre
disponivel, exuberante, pronto para ser utilizado e, o
melhor de tudo, a custo zero!
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chamada

Obijective: the hernial sac is typically a bilayer structure consisting of connective tissue lined underneath by peritoneum. Some incidental

findings on it, like smooth muscle cells and heterotopic ossification, can be explained as the end-stage metaplasia from undifferentiated

cells. This study aimed to search for mesenchymal stem cells in the incisional hernial sac by an immuno-histochemistry screening test.

Methodes: fifteen specimens of them were submitted to histochemistry analysis using CD133 monoclonal antibodies, a specific marker of

mesenchymal stem cells. The biopsies were obtained from patients submitted to pure tissue repair for incisional hernias - the transposition

with the hernial sac technique (Lazaro da Silva, 1971). Results: two-thirds of the specimens expressed on average 20 (twenty) CD133+

cells in each one. Conclusion: despite the screening nature of this study, the hernial sac may be considered a source of stem cells. This

could explain those abnormal findings, and perhaps the induction of new fibroblasts in procedures that use it to optimize wound healing.

Keywords: Stem Cells. Peritoneum. Reconstructive Surgical Procedures. Abdominal Wall.
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