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RESUMDPO

Objetivo: Comparar a quantidade do glicosaminoglicano dermatam sulfato entre pacientes homens, portadores de hérnia inguinal
tipo Il de Nyhus e, individuos sem hérnia inguinal, com idade entre 20 e 40 anos. Métodos: Foram constituidos dois grupos. Um de
15 pacientes do sexo masculino com hérnia inguinal tipo Il de Nyhus e idade entre 20 e 40 anos, com risco ASA | e Il, e um grupo
controle com dez individuos, também do sexo masculino entre 20 e 40 anos, que morreram em periodo de até 24 h. Foram excluidos
os pacientes do sexo feminino, diabéticos, portadores de doenca do tecido conjuntivo, tabagistas e com risco cirtrgico ASA Il e IV. Foi
retirada uma amostra de 1cm? da fascia transversal na parte intermediaria do trigono inguinal, e 1cm? na bainha anterior do musculo
reto abdominal na regido inguinal correspondente e quantificados os glicosaminoglicanos dermatam sulfato por densitometria, apds
eletroforese em gel de agarose. Resultados: A quantidade de dermatam sulfato ndo apresentou diferenca estatisticamente
significante entre os pacientes com hérnia inguinal e os individuos sem hérnia inguinal, tanto na fascia transversal (p=0,108) quanto
na bainha anterior do musculo reto abdominal (p=0,292). Conclusao: Nao se encontrou diferenca na quantidade do glicosaminoglicano
dermatam sulfato entre os pacientes portadores de hérnia inguinal tipo Il de Nyhus e individuos sem hérnia inguinal em homens

adultos.

Descritores: Glicosaminoglicano. Sulfato de dermatana. Matriz extracelular. Hérnia inguinal.

INTRODUCAO

tecido conjuntivo caracteriza-se por apresentar um

componente celular, cuja célula principal é o
fibroblasto, e um material intercelular, denominado de
matriz extracelular. Esta, por sua vez, é constituida por
uma substancia fundamental e fibras. A substancia funda-
mental é composta por complexos de glicosaminoglicanos
(GAGs) e proteinas que sdo, atualmente, denominadas de
proteoglicanos e um grupo de glicoproteinas estruturais
também chamados de proteinas multifuncionais. As fibras
sdo representadas pelas fibras coldgenas, elasticas e
reticulares'.

A matriz extracelular era estigmatizada apenas
como um arcabouco passivo, que sustentava os tecidos de
uma maneira inerte. Na atualidade, é reconhecida como
um ambiente dinamico, no qual os tecidos se organizam,
trocam informacoes e se diferenciam*. Na matriz
extracelular, as fibras colagenas sao responsaveis pela re-
sisténcia tecidual, as fibras elasticas e os proteoglicanos

pela elasticidade e as glicoproteinas ou proteinas
multifuncionais pela adesividade do tecido®.

A degeneracao do colageno é referida por mui-
tos autores como o principal fator na génese da hérnia
inguinal®™. A diminuicdo do coldgeno | e 0 aumento do
coldgeno lll no tecido conjuntivo denso sao fatores de en-
fraguecimento tecidual que favorecem o surgimento de
hérnia'. Existe interatividade muito intensa entre os com-
ponentes do tecido conjuntivo, a ponto de, alteracdes em
um desses componentes, desestruturar essa harmonia, com-
prometendo a funcao do tecido >4,

O proteoglicano decorina com o
glicosaminoglicano dermatam sulfato, é fundamental
na fibrilogénese e no arranjo das fibras coldgenas na
matriz extracelular do tecido conjuntivo. Refere-se que
a decorina é a chave reguladora da fibrilogénese do
coldgeno e associa-se, em sua deficiéncia, a fraqueza
das fascias e tendoes e fragilidade da pele. Associa-se
também a deficiéncia da decorina a sindrome de Ehlers-
Danlos ™.
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Este estudo objetiva quantificar e comparar os
glicosaminoglicanos dermatam sulfato na fascia transver-
sal e bainha anterior do musculo reto abdominal entre pa-
cientes homens com idade entre 20 e 40 anos, portadores
de hérnia inguinal tipo Il de Nyhus e individuos sem hérnia
inguinal.

METODOS

Casuistica

Todos os pacientes foram operados no Servico
de Cirurgia Geral do Hospital Sao Jodo Batista da Escola de
Ciéncias Médicas de Volta Redonda. Este estudo foi avali-
ado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo sob o n° CEP 1406/08.

Foram constituidos dois grupos: grupo | - 15 pa-
cientes do sexo masculino, com idade entre 20 e 40 anos,
portadores de hérnia inguinal tipo Il de NYHUS e com risco
ASAlell; grupo Il - controle de dez cadaveres frescos com
periodo de 6bito até 24 horas, do sexo masculino, com
idade entre 20 e 40 anos, nao portadores de hérnia inguinal.
Foram excluidos os pacientes do sexo feminino, com idade
abaixo de 20 anos e acima de 40 anos, diabéticos, porta-
dores de doenca do tecido conjuntivo, tabagistas e com
risco cirurgico ASA I, IV e V.

Procedimentos de coleta

Durante intervencao cirdrgica para o tratamento
de hérnia inguinal, no grupo |, foi retirado um fragmento
de 1cm? da fascia transversal na porcao intermediéria do
trigono inguinal (triangulo de Hasselbach) e da bainha an-
terior do musculo reto abdominal da regido inguinal cor-
respondente.

Durante a realizacdo de necropsia no grupo I,
apods nos certificar-se de que nao existia hérnia inguinal
em ambos os lados, foi retirado um fragmento de 1 cm? da
fascia transversal no trigono inguinal e da bainha anterior
do musculo reto abdominal da regiao inguinal.

Extracdo dos glicosaminoglicanos

As amostras foram lavadas em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS - sigla da expressao inglesa
phosphate buffered saline). Apés este processo, elas fo-
ram picotadas sem separa-las, fixadas em acetona 100%
e colocadas na geladeira. Posteriormente foram levadas
ao laboratério de Biologia Molecular do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Sao Paulo — Escola
Paulista de Medicina (UNIFESP — EPM).

Os fragmentos foram retirados da acetona, sen-
do, entdo, submetidos a secagem em estufa a 50°C ob-
tendo-se 0 pd cetdnico, que foi pesado individualmente
em balanca analitica. O p6 seco foi submetido a protedlise
por maxatase 4mg/mL (Sigma, St Louis, MO, EUA) em
tampao TRIS-HCL 0,05M ph 8,0 com NACL 1M na propor-
cao de 1g de p6 cetbnico para cada 20mL de tampéo, sob

agitacdo. Foi mantida a solucdo por toda a noite a 60°C.
No gelo, acrescentou-se acido tricloroacético 90% até 10%
como concentracdo final para precipitacdo de acidos
nucleicos e peptideos por 20 minutos a 4°C. A seguir, o
material foi centrifugado a 5000g por 20 minutos, em tem-
peratura ambiente, sendo descartado o precipitado. Ao
sobrenadante, foram adicionados dois volumes de metanol
para a precipitacao dos glicosaminoglicanos, feita a 20°C
(freezer) por 18 a 24 horas. Realizou-se, entdo, nova
centrifugacdo a 5000g por 20 minutos, em temperatura
ambiente, descartando o sobrenadante. O material preci-
pitado que continha os GAGs foi secado na estufa e
ressuspenso em agua destilada na proporcdo de 5mg pé
cetdnico para 10ml de 4gua destilada. Por fim, os compos-
tos foram identificados por eletroforese em gel de agarose
e quantificados por densitometria 8.

Identificacdo e quantificacdo dos glicosa-
minoglicanos

A identificacdo dos glicosaminoglicanos
sulfatados foi efetuada comparando-se a migracao
eletroforética das amostras com as de padrées conhecidos
e purificados. Estes mesmos padrées foram utilizados para
a determinacdo quantitativa dos compostos, por meio de
densitometria a 525 nm. Utilizou-se para este fim o
densitdmetro Quick Scan 2000 Win — Helena Laboratories
- Beaumont, Texas, USA.

Os padroes utilizados foram condroitim sulfato,
extraido de cartilagem de baleia; dermatam sulfato, extra-
ido de mucosa intestinal bovina e heparam sulfato de pul-
mao bovino. Todos foram purificados no Laboratério de
Biologia Molecular da UNIFESP.

Foi realizada a comparacao da quantidade de
dermatam sulfato e os glicosaminoglicanos totais entre fascia
transversal e bainha anterior do musculo reto abdominal
no grupo controle e no grupo hérnia inguinal separada-
mente. Isto teve como objetivo verificar se existia diferen-
ca e se ela era alteracdo localizada ou sistémica.

A segunda analise foi feita na fascia transversal
para comparar a quantidade de dermatam sulfato entre
individuos portadores de hérnia inguinal e individuos sem
hérnia inguinal. Uma outra andlise foi feita para compa-
rar a quantidade de dermatam sulfato na bainha anterior
do musculo reto abdominal entre individuos portadores de
hérnia inguinal e individuos sem hérnia inguinal.

Analise estatistica

Foram realizados os seguintes testes estatisticos:
a) teste nao-paramétrico de Wilcoxon, utilizado para com-
parar duas amostras dependentes ou pareadas e foi apli-
cado na comparacado da quantidade de glicosaminoglicanos
entre as localidades fascia transversal e bainha do musculo
reto abdominal, para os mesmos pacientes; b) teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney, utilizado para comparar
duas amostras independentes e foi usado na comparacao
da quantidade de glicosaminoglicanos entre individuos
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portadores de hérnia inguinal e individuos sem hérnia
inguinal. Para todos os testes estatisticos o nivel de
significancia adotado foi ge alfa < 0.05 ou 5%.

RESULTADOS

Nao se encontrou significancia estatistica entre
a quantidade de dermatam sulfato e os glicosaminoglicanos
totais na fascia transversal e bainha anterior do musculo
reto abdominal nos grupos separadamente (Tabela 1).

Nao se encontrou significancia estatistica entre
a quantidade de dermatam sulfato e os glicosaminoglicanos
totais na fascia transversal de pacientes com hérnia e o
grupo controle (Tabela 2).

Nao se encontrou significancia estatistica entre
a quantidade de dermatam sulfato e os glicosaminoglicanos
totais na bainha anterior do musculo reto abdominal entre
0 grupo controle e os pacientes com hérnia (Tabela 3).

Tabela 1 - Comparacao da quantidade de dermatam sulfa-
to entre a fascia transversal e bainha anterior do

musculo reto abdominal nos grupos separada-

mente.
Dermatan Sulfato Sem hérnia Com hérnia
Bainha>féascia 6 8
Bainha<féscia 4 7
P valor 0,799 0,394

Teste de Wilcoxon.

DISCUSSAO

A forte e importante interatividade dos
glicosaminoglicanos com a fibrilogénse do colageno é um
fato amplamente conhecido.

No tecido conjuntivo denso (fascia, tenddes e
aponeuroses) encontra-se um proteoglicano chamado
decorina que apresenta, ligada ao seu nucleo protéico, uma
Unica cadeia de glicosaminoglicano que pode ser mais fre-
guentemente um dermatam sulfato ou um condroitim sul-
fato. O proteoglicano decorina/dermatam sulfato representa
90% dos proteoglicanos no tecido conjuntivo denso e é ele
gue tem maior capacidade de interferir na fibrilogénese do
colageno inibindo o crescimento radial da fibrila ™92

Os proteoglicanos dermatam sulfato e condroitim
sulfato interagem fortemente com o colédgeno |, tanto pela
cadeia do glicosaminoglicano quanto pelo nucleo protéico.
Ambas inibem a fibrilogénse do colageno 2'.

Um estudo demonstrando a interacao entre
proteoglicanos e coldgeno em tendao de rato, verificou
gue o proteoglicano condroitim sulfato esté relacionado a
formacao de fibras colagenas mais finas, presentes no ten-
dao imaturo e que o proteoglicano dermatam sulfato se
relaciona com as fibras coldgenas mais grossas, presentes
no tendao maduro. Demonstram também que o aumento
do proteoglicano condroitim sulfato acarreta fibras
colagenas mais finas, a exemplo do que acontece com o
tecido da cérnea. Na fase madura do tendao, a concentra-
cao do proteoglicano condroitim sulfato diminui e a de
dermatam sulfato aumenta levando a um predominio de
fibras grossas 2.

Tabela 2 - Comparacao da quantidade de dermatam sulfato entre os grupos controle e pacientes com hérnia inguinal na fascia
transversal.

Glicosaminoglicanas Controle Hérnia p valor Mann-Whitney

Dermatam Sulfato 0,108

Media 3,6 2,9

Desvio-padrao 11 0,92

Min —max 1,86 - 5,18 1,41 - 5,07

Tabela 3 - Comparacao da quantidade de dermatam sulfato entre o grupo controle e pacientes com hérnia inguinal na bainha

do musculo reto abdominal.

Glicosaminoglicanas Controle Hérnia p valor Mann-Whitney
Dermatam Sulfato 0,292

Média 4,07 3,16

Desvio-padrao 1,85 0,63

Min — max 2,11 - 7,97 1,74 — 4,12
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Através de estudo por microscopia eletronica
gue analisou o arranjo entre os glicosaminoglicanos e as
fibras coldgenas em tenddes, verificou-se que as
glicosaminoglicanos se apresentam por fora, em torno
da fibrila do coladgeno, e nao dentro da fibrila. Conclui-
se que existe forte e especifica interacdo entre os
glicosaminoglicanos e coldgeno no tecido conjuntivo den-
S0 23,

Estudos em ratos nos quais se fez a rotura no
gene responsdavel pela sintetizacdo do proteoglicano
decorina dermatam sulfato comparando-se um grupo con-
trole, foi verificado que os ratos com auséncia da decorina
apresentavam fibrilas de tamanho e diametros diferentes,
intercalando fibras grossas e finas, ao contrario da unifor-
midade encontrada no grupo controle. Apresentavam, tam-
bém, fibras de formas irregulares em contraste com a for-
ma circular do grupo controle. Essas alteragcdes tém impor-
tante influéncia na resisténcia do tecido. Concluiram que a
decorina tem funcao primordial na formacéo e ordenacao
das fibrilas do coldgeno na matriz extracelular, e que alte-
racoes dela podem acarretar modificacdo na arquitetura
da matriz extracelular com consequente perda da funcao
ténsil do tecido conjuntivo denso ™.

E conhecida a importancia do proteoglicano
decorina dermatam sulfato na fibrilogénese e no arranjo
das fibras coldgenas na matriz extracelular e sua
consequente funcdo na resisténcia do tecido. O nucleo
protéico do proteoglicano se fixa a fibrila de colageno e as
cadeias de glicosaminoglicanos se conectam com a cadeia
de glicosaminoglicano do proteoglicano vizinho. Esse ar-
ranjo da mobilidade as cadeias de glicosaminoglicanos que
podem alinhar-se ortogonalmente ou paralelamente ao
maior eixo da fibrila de colageno, rearranjando-a durante
0 estresse, garantindo a comunicacdo mecanica das
fibrilas e distribuindo a forca recebida através de todo o
tecido 24+2°.

Os glicosaminoglicanos tém papel-chave na
modulacdo da fibrilogénese do coldgeno e na sua organi-
zacao da matriz extracelular. Isto faz hipotetizar que,
devido a esta intima relacdo mecanica e funcional dos
glicosaminoglicanos com o colageno, seria possivel,
em teoria, que alteracdes na concentracdo dos
glicosaminoglicanos poderiam comprometer as fibras
colagenas da matriz extracelular do tecido conjuntivo da
fascia transversal e, por conseguinte, enfraquecimento do
tecido e surgimento da hérnia inguinal.

Ao estudar-se a etiopatogenia da hérnia inguinal
quatro fatores devem ser analisados: persisténcia do con-
duto peritoniovaginal, deficiéncia dos mecanismos de de-
fesa musculo fascial do canal inguinal, degeneracdo do
tecido conjuntivo e os fatores desencadeantes.

A degeneracdo do tecido conjuntivo é o princi-
pal fator na origem da hérnia inguinal, fato este compro-
vado na pratica clinica didria com o uso das proteses no
tratamento da doenca hernidria inguinal. As proteses, que
na realidade estdo tratando a doenca do tecido conjunti-

vo, reduziram a recidiva da hérnia inguinal para menos de
‘IOA..) 26-28.

Na matriz extracelular do tecido conjuntivo den-
50 0 colageno é o principal responsavel pela resisténcia do
tecido. Entretanto, a matriz ndo tem funcdo somente de
sustentacdo. Hoje sabe-se que a mesma possui fungdes
complexas como adesao, diferenciacao, divisdo, migracao
e reconhecimento celular, além de transmissdo de infor-
macodes entre as células da matriz. Existe interatividade
intensa e harmoénica entre os integrantes da matriz
extracelular, sendo que a alteracdo de um dos componen-
tes pode comprometer a funcdo do outro e por conseguin-
te perda funcional do tecido 4122230,

Os estudos recentes sobre a etiopatogenia da
hérnia inguinal analisaram principalmente o colageno.
Com resultados ainda controversos em seres humanos,
a alteracdo das fibras colagenas é o principal fator no
enfraguecimento do tecido conjuntivo; porém, outros
componentes da matriz extracelular poderiam estar cau-
sando a alteracao das fibras coldgenas. Estudos sinali-
zam para este fato, verificando alteracdes em outros
componentes da matriz extracelular que nao as fibras
coldgenas em pacientes com hérnia inguinal . Aqui
foi proposto, entdo, estudar, dentro da matriz
extracelular, o glicosaminoglicanos dermatam sulfato
constituinte do proteoglicano decorina, que apresenta
funcdo primordial na fibrilogénese do coldgeno, em um
grupo especifico de hérnias, tipo Il de Nyhus, e em in-
dividuos mais jovens em que os efeitos da degenera-
cdo da matriz extracelular sdo menos evidentes. Ape-
sar de ndo encontrar-se diferenca estatisticamente
significante na quantidade de glicosaminoglicanos en-
tre os pacientes com hérnia inguinal e o grupo contro-
le, as funcdes dos glicosaminoglicanos na matriz
extracelular ndo sdo representadas somente pela sua
concentracdo. Alteracoes na estrutura molecular, como
mudanca no local da sulfatacdo por exemplo, podem
também comprometer sua funcao 3'. Portanto, novos
estudos sdo necessarios para esclarecer se existe alte-
racao na estrutura molecular dos glicosaminoglicanos
gue pudesse alterar sua funcao e, consequentemente,
a fibrilogénese do colageno.

Acreditam os autores que para um individuo
desenvolver hérnia inguinal indireta seja necessaria a per-
sisténcia do conduto peritdniovaginal pérvio juntamente
com a falha nos mecanismos de defesa do canal inguinal,
provocada pela degeneracao do tecido conjuntivo, que faz
com que o contetido abdominal se projete através do orifi-
cio inguinal profundo, associado aos fatores
desencadeantes, que sdo condicdes que aumentam a pres-
sdo intra-abdominal.

Em conclusao, ndo se encontrou diferenca esta-
tisticamente significante entre a quantidade do
glicosaminoglicano dermatam sulfato em homens entre 20
e 40 anos portadores de hérnia inguinal tipo Il de Nyhus e
individuos sem hérnia inguinal.
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ABSTRACT

Objective: To compare the amount of the dermatan sulfate glycosaminoglycan between male patients with Nyhus type Il inguinal hernias
and subjects without inguinal hernia, aged between 20 and 40 years. Methods: Two groups were formed: One with 15 male patients
with Nyhus type Il inguinal hernia and aged between 20 and 40 years with ASA risk | and I, and a control group of ten individuals, also males
between 20 and 40, who had died up to 24 h before. We excluded female patients, diabetic patients with connective tissue disease,
smokers and surgical risk ASA lll and IV. We resected a sample of 1 cm? of the transversalis fascia in the middle of the inguinal trigone, and
1 cn? of the anterior sheath of the rectus abdominis muscle in the groin for the quantification of dermatan sulfate glycosaminoglycans by
densitometry after agarose gel electrophoresis. Results: The amount of dermatan sulfate showed no statistically significant difference
between patients with inguinal hernia and individuals without inguinal hernia in both the transverse fascia (p = 0.108) and anterior sheath
of the rectus abdominis muscle (p = 0.292). Conclusion: There was no difference in the amount of the dermatan sulfate glycosaminoglycan

among patients with Nyhus type Il inguinal hernias and subjects without inguinal hernia in adult males.

Key words: Glycosaminoglycan. Dermatan sulfate. Extracellular matrix. Hérnia, inguinal.
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