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Resumo

Objetivo: Avaliar o impacto das proteses de polipropileno (PPL) e polipropileno/
poliglecaprone (PPL/PG) na atividade in vitro da metaloproteinase-2 (MMP-2) em
fibroblastos de individuos com hérnia inguinal indireta. Métodos: A partir de amostras
de pele e saco herniario de pacientes com hérnia inguinal indireta unilateral formam-se
linhagens de fibroblastos encubadas em trés meios distintos: fibroblastos isolados,
fibroblastos com tela de PPL e fibroblastos com tela de PPL/PG. A atividade da MMP-2
foi avaliada pela zimografia. Resultados: A atividade da MMP-2 nos fibroblastos da
pele é menor quando associada a protese de PPL (p=<0,0001) e PPL/PG (p=<0,0001).
A atividade da MMP-2 de fibroblastos da pele € menor quando associada com PPL do
gue com o PPL/PG (p=<0,0001). A atividade da MMP-2 de fibroblastos da pele é maior
do que a do saco herniario independente da presenca (p=<0,0001) ou auséncia das
préoteses (p=<0,0001). A atividade da MMP-2 nos fibroblastos do saco herniario € maior
guando se associa com as préteses de PPL (p=<0,0001) e PPL/PG (p=<0,0001). A
atividade da MMP-2 de fibroblastos origindrios do saco herniario é maior quando se
associa com a prétese de PPL/PG do que com a prétese de PPL (p=0,0328).
Conclusbes: As proteses de PPL e PPL/PG diminuem a atividade da MMP-2 nos
fibroblastos de pele e aumentam a atividade da MMP-2 nos fibroblastos de saco
herniério nas linhagens celulares formadas a partir de tecidos de individuos com hérnia

inguinal indireta unilateral.



1. INTRODUCAO

1.1 Etiopatogenia das hérnias inguinais

As hérnias apresentam prevaléncia significativa sendo operados anualmente 750
mil individuos nos Estados Unidos da América Y. Considerando todas as hérnias da
parede abdominal a regido inguinal € a mais acometida e dentre as hérnias da regido

inguinal a hérnia inguinal indireta é o tipo mais freqiiente .

A etiologia multifatorial das hérnias inguinais permanece controversa, pois, além
da predisposicao individual, outros fatores estdo envolvidos, tais como: obesidade,
doenca pulmonar obstrutiva crénica, hiperplasia prostatica, ascite, gravidez,
constipacéo intestinal e outros ®®. A integridade da regido inguinal seria dependente
da fascia transversalis, da angulacdo obligua do canal inguinal e do anel inguinal

profundo atuando como esfincter ©.

Dentre as caracteristicas anatdbmicas que
contribuem na etiopatogenia das hérnias inguinais podemos citar a persisténcia do
conduto periténio vaginal e a insercdo alta do arco aponeurdtico do transverso (. A
atividade fisica atuaria como gatilho sendo uma causa secundaria no desenvolvimento

das hérnias inguinais ©.

Os fatores anatomicos isolados seriam insuficientes para explicar tanto as
hérnias indiretas, em homens com idade acima de 40 anos, quanto as hérnias
recidivadas, ap0s operacdes tecnicamente perfeitas, fazendo supor a presenca de

outros fatores.

No inicio do século XX alguns autores consideraram a hip6tese de que
deveriam ocorrer alteragdes no tecido conectivo resultando em danos que contribuiriam
para a formacdo das hérnias. A partir da década de 70 descobriu-se que entre os
possiveis fatores etioldgicos, estariam as alteracdes bioquimicas e morfologicas do
metabolismo do colageno agindo decisivamente na fisiopatologia das hérnias ©*Y.
Alguns estudos identificaram mudancas entre os componentes do colageno havendo
alteracdo na relacdo entre fibras do colageno tipo I, responsaveis pela estabilidade
mecanica, com as fibras do tipo Ill, mais finas e flexiveis, nos pacientes com hérnias

inguinais e incisionais ***¥.



O equilibrio entre a sintese e degradacdo da matriz extracelular seria de
fundamental importancia para a integridade dos tecidos porque a remodelacdo ocorre

continuamente.

Na investigacdo da etiopatogenia das hérnias, as moléculas da matriz
extracelular passaram a ser estudadas por atuarem na reparacéo tecidual *®. Dentre
os elementos que compdem a matriz extracelular, o colageno é o principal componente
por ser o arcabouco de todo tecido conjuntivo. Neste ambiente, as metaloproteinases
(MMPs) estdo sob grande investigacdo por regularem o comportamento biolégico ao

modelarem o microambiente pericelular através de sua atividade proteolitica 6",

1.2 Tratamento das hérnias inguinais com proéteses

A correcgdo cirdrgica das hérnias inguinais tem sofrido inimeras modificacdes e
conseqglentemente controvérsias existem sobre a eficacia das técnicas operatoérias

utilizadas.

No final do século dezenove, Billroth considerou a necessidade de se aplicar um
reforco protético na regido inguinal reforcando a parede posterior *®. Billroth imaginava
que se fosse possivel criar artificialmente tecidos com densidade e resisténcia das
fascias e tendbes o segredo para a cura radical das hérnias seria descoberto. Em
1958, o sonho de Billroth comegou a se tornar realidade quando Francis Usher

apresentou a prétese de polietileno @9,

Quatro décadas apos o surgimento da tela de polietileno, a correcdo das

hérnias com préteses séo consideradas o procedimento padréo “9.

Levando em conta 0 crescimento progressivo da correcdo dos defeitos
hernidrios pela via laparoscépica e a aplicacdo das técnicas livres de tensado, as
proteses praticamente dominam o “mercado” das correcdes herniarias Y.
Evidenciou-se, mesmo para 0os mais devotos defensores das correcdes cirdrgicas com
tecidos autologos, que as préteses sintéticas sdo necessarias para corrigir ou reforcar

as hérnias da regiao abdominal.



Na historia do desenvolvimento das préteses sintéticas varios tipos de materiais
foram utilizados; entre os principais encontraremos o poliéster, nylon, teflon, aco,

tantalo, prata, silicone e a fibra de carbono 2.

1.3 Proteses e metaloproteinases

As proéteses sintéticas proporcionaram enorme impacto sobre as herniorrafias ao
beneficiar um nimero incontavel de pacientes que tiveram suas vidas melhoradas e até
mesmo prolongadas, entretanto, ha certo receio por parte dos cirurgides quando a
protese é utilizada, pois as complicacdes decorrentes de seu emprego podem ser

temerarias (82324

. Quando um “corpo estranho” € aplicado para corrigir um defeito
mecanico podem  ocorrer alteracdes inflamatérias  coordenadas  pelas

metaloproteinases que orquestram a homeostase da matriz extracelular.

As metaloproteinases sado secretadas pelos fibroblastos, células epiteliais,
leucécitos e macrofagos como pré-enzimas latentes que necessitam ser ativadas no
ambiente extracelular pela quebra da unido do zinco no seu centro ativo, através de
processos fisicos, quimicos ou proteoliticos “®. O conhecimento sobre a abrangéncia
da atividade das metaloproteinases tem se expandido consideravelmente, mas ainda &
limitado devido a grande participacdo destas enzimas nos processos de homeostase
assim como na etiologia das doencas ®®. Dentro da familia das metaloproteinases, a
metaloproteinase-2 (MMP-2) ganhou destaque especial entre os cirurgides por seu
envolvimento na etiopatogénia das hérnias uma vez que a lise dos diferentes tipos de
colageno € regrada pelo equilibrio existente entre sua atividade proteolitica e a

atividade de seus inibidores 9.

Como a atividade das metaloproteinases pode ser modulada por citocinas,
fatores de crescimento, hormoénios, agentes quimicos e genes, as proteses sintéticas

constituidas por polimeros também poderiam alterar a atividade da enzima.

A metaloproteinase-2, segundo Bellén et al (), apresenta expresséo elevada na
fascia transversalis dos pacientes com hérnia inguinal direta. Esta enzima pode ter sua
atividade alterada pela simples presenca de proteses sintéticas, segundo estudo

| (27)

conduzido por Rosch et a . A condicdo de risco envolvendo tecidos frageis pela

acdo inadequada da metaloproteinase-2, associada & utilizacdo das proteses, atual



padrdo ouro nas herniorrafias tém ocorrido com muita freqiiéncia devido ao grande

namero de cirurgias realizadas.

A hipotese formulada por nos para esta pergunta de pesquisa foi que as
proteses sintéticas devem influenciar a atividade da metaloproteinase-2 nos pacientes
portadores de hérnia inguinal indireta.

A motivacdo de nossa pesquisa se baseia na extensa busca realizada na
literatura que permitiu concluir que ainda ndo foi avaliada a atividade da
metaloproteinase-2 nos fibroblastos de pacientes portadores de hérnia inguinal indireta
e esclarecer as possiveis repercussdes do uso das telas de polipropileno e

polipropileno/poliglecaprone.

A possibilidade de produzir uma contribuicdo especifica e inédita nessa area tao
complexa e controversa do conhecimento, entusiasmou-nos muitissimo, razdo pela

gual implementamos esta investigacao.



2. REVISAO DA LITERATURA

Em 1924, Arthur Keith afirmava que os tenddes, fascias e tecido conjuntivo eram
estruturas simplesmente passivas na formacédo dos defeitos herniarios e considerou a
hipétese de que a verdadeira etiologia das hérnias ndo havia sido descoberta *®. Entre
0s possiveis fatores etiologicos, estariam as alteragdes bioquimicas e morfoldgicas do
metabolismo do colageno e suas interacdes com o sistema de fibras elasticas,
implicando em possiveis defeitos nos tecidos fibroconectivos %2329 Ficou evidente
gue novas pesquisas precisariam avaliar ndo somente tenddes, fascias, fibras de
colageno ou a matriz extracelular. Deveriam ser investigados 0s elementos que atuam
na modelagdo da matriz extracelular. Sob esta nova perspectiva ganharam enfoque as
metaloproteinases por realizarem a modelacdo dos tecidos. Estas enzimas que
constituem uma familia de pelo menos 26 enzimas regulam o processo cicatricial da
matriz extracelular sendo caracterizadas por sua dependéncia de célcio e zinco para

exercer atividade proteolitica ®*3?

. As metaloproteinases possuem a capacidade de
degradar varios componentes da matriz extracelular agindo de forma intensa
principalmente quando o Ph é neutro. De acordo com a especificidade do substrato e
estrutura primaria dessas enzimas, elas foram classificadas em diferentes subgrupos:
colagenases, gelatinases, estromelisina, metaloproteinase tipo estromelisina e

metaloproteinase tipo membrana 339,

s

A atividade bioldgica das metaloproteinases € resultado do balanco entre a
ativacdo do zimogénio e a inibicdo da forma ativa pelos seus inibidores chamados
TIMPs, do inglés “Tissue Inhibitor of Metalloproteinases” traduzido por inibidor tecidual

de metaloproteinases 13439,

Pans et al ©®® relataram a alteracdo das proteinas da matriz extracelular
associada a presenca de hérnias inguinais em pacientes com aneurisma de aorta
abdominal, sugerindo tratar-se de uma doenca sistémica. Bellén et al ? em 2001
mostraram em estudo clinico que deve ocorrer equilibrio entre o processo anabdlico e
catabdlico na matriz extracelular, pois mudancas ou defeitos em suas moléculas
alterariam a arquitetura local ao comprometer a funcdo mecéanica dos tecidos podendo

resultar na formacao de hérnias.



Atualmente as hérnias sdo corrigidas aplicando-se o conceito “livre de tensao”

divulgado por Lichtenstein ©”

, que é a fixacdo da proétese junto ao defeito herniario.
Assim, a hérnia é corrigida sem a necessidade de aproximar os tecidos sob tenséo.
Esta técnica reduz substancialmente as taxas de recidiva quando comparada as
técnicas sem telas ©?1%49 Na histéria do desenvolvimento das préteses, em 1958,
Francis Usher e John Gannon 9 criaram a prétese plastica de polietileno chamada de
Marlex 50, e quatro anos mais tarde em 1962, apos algumas modificacdes no projeto
original, Usher apresentava a prétese de polipropileno %42 Segundo diversos
autores, a protese que mais tem sido aplicada em todo mundo na correcao dos defeitos
hernidrios é a tela de polipropileno ®¢2**34" devido a sua resisténcia, durabilidade e por
provocar baixa reacdo de corpo estranho associado a excelente incorporacéo; sendo

de facil manuseio e por ter baixo custo 4348,

Entretanto, a tela de polipropileno é considerada uma prétese pesada sendo que
todas as telas pesadas ou multiflamentares produzem reacéo inflamatoria intensa
(4950) "As préteses de primeira geracéo contém grande volume de material sintético que

podem resultar em dor crénica e enrijecimento da parede abdominal apos seu implante
(51)

Consequentemente comecaram a ser produzidas proteses com menor
guantidade de material sintético, telas leves e mais finas com poros mais largos sendo
classificadas como telas de baixo peso, “lightweight” na lingua inglesa ou de baixa

densidade.

Classificar as telas disponiveis seria muito interessante para os cirurgibes que
lidam com pacientes portadores de defeitos herniarios. Uma das classificacfes

g (185255)

bastante divulgada na literatur gue abrange diversos tipos de materiais se

baseia no tamanho dos poros. Esta classificagcao divide as préteses em quatro grupos:

— Grupo | — préteses totalmente macroporosas: seus poros sao maiores que 75 U
e o trabeculado da malha permite a admissdo de macréfagos, fibroblastos com
formacdo da fibrose, deposicdo de fibras de coldgeno e formacdo de
angiogénese. Exemplo: Marlex®, Atrium ®, Prolene® e Trelex®.

— Grupo Il — proteses totalmente microporosas: Seus poros sdo menores que 10 p
em pelo menos uma das trés dimensdes. Exemplo: PTFE expandido, Gore Tex®
e Dual Mesh ®.



— Grupo lll — Préteses macroporosas com multiflamentos ou componentes

microscopicos. Exemplo: PTFE, Teflon®, Mersilene® , Surgipro®, Mycromesh®.

— Grupo IV — Biomateriais com poros submicrémicos. Alguns autores nao
consideram estas telas adequadas a correcdo das hérnias, porém quando
combinadas com as telas do tipo | podem ser uma boa alternativa por diminuir a
formacdo das aderéncias poés-operatérias. Exemplo: Silastic®, membranas
pericardicas.

Estudos clinicos iniciais com proteses leves mostraram  melhor
biocompatibilidade, menor reacdo inflamatéria de corpo estranho e menores taxas de
retracdo. Devido a estes argumentos alguns pesquisadores e cirurgides recomendam o
uso exclusivo desta classe de telas na correcdo das hérnias abdominais ®®°%. Um
estudo prospectivo randomizado comprovou que as préteses mais leves provocavam
menos dor poés-operatoria quando comparada as proteses mais pesadas na correcédo
das hérnias inguinais, entretanto 0 mesmo estudo mostrou que as telas “leves” estao

associadas a maior taxa de recidiva ©9,

Entre as proteses de baixo peso, tem apresentado destaque a tela de

polipropileno reforgada com filamentos de poliglecaprone ULTRAPRO® (49:60-64),

Esta protese apresenta poros de 3 a 4 mm sendo maleavel, facilitando o
manuseio e sua utilizagdo na corre¢do das hérnias. O poliglecaprone é completamente

hidrolisado e reabsorvido entre 90 e 120 dias por a¢do dos macréfagos ©49.

Atualmente a utilizacdo de proteses na correcdo dos defeitos herniarios da
regido inguinal nos adultos tornou-se o padrdo ouro no tratamento da patologia,
oferecendo boa cicatrizacdo e recuperacdo precoce dos pacientes portadores da
patologia limitante, entretanto, as telas podem acarretar reacdes adversas ©"%®. Apés a
colocacdo da prétese podem ocorrer complicacbes como infeccdes, hematomas,

fistulas, extrusdes da tela, aderéncias e recidivas ¢

. O implante de polimeros
inabsorviveis induz a ativacdo da cascata de citoquinas e proteases que resultam numa
reacdo inflamatdria cronica ©%. Esta reacdo inflamatéria e a fibrose desencadeada
subsequentemente sdo pré-requisitos para que ocorra a fixacdo da tela aos tecidos
reforcando a parede abdominal. Entretanto, as proteses sdo polimeros e podem
conceitualmente alterar o comportamento das metaloproteinases, influenciando o

processo de cicatrizagcao e integracao da tela aos tecidos.



Admitindo-se que as proteses sdo amplamente utilizadas na correcdo dos
defeitos herniarios, algumas pesquisas foram realizadas avaliando o efeito das

préteses sintéticas sobre as metaloproteinases.

Junge et al " observaram, num estudo experimental em ratos, o impacto de
quatro diferentes proteses de polipropileno sobre a expressdo das MMP-1 e MMP-13. A
pesquisa concluiu que o implante das proteses alterou a expressdo das
metaloproteinases. Rosch et al “” avaliaram a expressdo das metaloproteinase-2 na
cultura de fibroblastos originarios da pele de pacientes portadores de hérnia incisional.
Apés a incubacao de polipropileno na cultura de fibroblastos ocorreu menor atividade

da enzima assim como decréscimo da expressao do seu RNA mensageiro.

O emprego da prétese corrige mecanicamente o defeito herniario, mas pode
alterar a atividade das metaloproteinase-2 resultando em éareas de cicatrizagdo
vulneraveis frageis do ponto de vista mecéanico, com potencial para a ocorréncia de

complicacdes locais e recidivas da hérnia.



3. OBJETIVO

Avaliar o impacto produzido pelas proteses de polipropileno e
polipropileno/poliglecaprone na atividade in vitro da metaloproteinase-2 em linhagens

de fibroblastos originarios de individuos com hérnia inguinal indireta unilateral.
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4. METODOS

4.1 Amostra

A amostra do estudo foi composta por 54 microtubos de eppendorf contendo a
metaloproteinase-2, produzida pela linhagem de fibroblastos formada a partir de tecidos
de pacientes portadores de hérnia inguinal indireta unilateral, apdés semeadura em
meios de cultura sem protese, com prétese de polipropileno e com protese de

polipropileno/poliglecaprone.

Adotou-se nesta investigacdo a cultura de fibroblastos pelo método de explante
realizada de maneira sisteméatica no Laborat6rio de Cultura de Células da Disciplina de
Cirurgia Plastica, Departamento de Cirurgia da Universidade Federal de Sao Paulo /

Escola Paulista de Medicina.

A deteccao da atividade da metaloproteinase-2 pela zimografia foi realizada no
laboratério de Investigacdo Médica (LIM-51) da Disciplina de Emergéncias Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP).

O projeto foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UNIFESP/EPM, sob o processo numero CEP 0809/07 (Anexo 1).

4.2 Delineamento da pesquisa

Esta investigacdo foi desenvolvida de acordo com protocolo prévio e dividida

didaticamente em duas fases:
— Fase 1: Coleta de tecidos e cultura de células (Figura 1).

— Fase 2: Deteccéo da atividade da metaloproteinase-2 (Figura 2).



4.2.1 Fase 1l

DELINEAMENTO DA PESQUISA

COLETA DE TECIDOS E
CULTURA DE CELULAS

PACIENTE

SACO
EERE HERNIARIO
Cultura de fibroblastos
selecionados entre a 42 e 92 passagem
por estarem maduros e sem o fenétipo do doador
[ [ | [ [ |
LINHAGEM DE LINHAGEW DE LINHAGEW DE FIBROBLASTOS | | FIBROBLASTOS
FIBROBLASTOS FIBROBLASTOS FIBROBLASTOS DE DE DE
DEPECE it ittt SACO HERNIARIO SACO HERNIARIO

>H4>0—rTU—10-

10 mil fibroblastos

| | de pele semeados

sem prétese
(P1)

10 mil fibroblastos
de pele semeados
sem prétese
(P1)

10 mil fibroblastos
de pele semeados
sem prétese

(P1)

Figura 1: Delineamento da pesquisa. Fase 1: Coleta de tecidos e cultura de células.

10 mil fibroblastos
de pele
—] semeados com
polipropileno
(P2)

10 mil fibroblastos
de pele
semeados com
polipropileno
(P2)

10 mil fibroblastos
de pele
— semeados com
polipropileno
(P2)

10 mil fibroblastos

de pele semeados

] com polipropileno+

poliglecaprone
(P3)

10 mil fibroblastos

de pele semeados

—jcom polipropileno +

poliglecaprone
(P3)

10 mil fibroblastos
de pele semeados

L1 com polipropileno +
poliglecaprone
(P3)

10 mil fibroblastos

de saco hernirio

— semeados

sem prétese
(S1)

10 mil fibroblastos

de saco hernirio

- semeados

sem prétese
(S1)

10 mil fibroblastos

de saco herniéario

—] semeados

sem prétese
(S1)

10 mil fibroblastos
de saco herniario
semeados com
polipropileno
(52

10 mil fibroblastos
de saco herniario
semeados com
polipropileno
(S2)

10 mil fibroblastos
de saco herniario
semeados com
polipropileno
(S2)
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LINHAGEM DE
FIBROBLASTOS

SACO HERNIARIO

10 mil fibroblastos
de saco herniério
semeados com
polipropileno +
poliglecaprone
(S3)

10 mil fibroblastos
de saco herniério
semeados com
polipropileno +
poliglecaprone
(S3)

10 mil fibroblastos
de saco herniério
semeados com
polipropileno +
poliglecaprone
(S3)

A letra P refere-se a linhagem de fibroblastos obtida a partir da Pele e a letra S a

linhagem de fibroblastos obtida a partir do Saco herniério.

Os numeros dizem respeito ao meio de cultura onde foram semeadas as

linhagens de fibroblastos. Niamero 1 representa a semeadura isolada sem protese

(Grupo Controle). O numero 2 representa a semeadura com a protese de polipropileno

bY

e 0 numero 3 a semeadura da linhagem de fibroblastos com a protese de

polipropileno/poliglecaprone. As semeaduras foram realizadas em triplicata para

aumentarmos o poder estatistico.
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Da maneira como o experimento foi estruturado ao final da fase 1 obtivemos de

cada paciente a formacéo de seis grupos:

P1 - linhagens de fibroblastos de pele semeados sem protese;

P2 — linhagens de fibroblastos de pele semeados com prétese de polipropileno;

— P3 - linhagens de fibroblastos de pele semeados com protese de polipropileno/

poliglecaprone;

— S1 -linhagens de fibroblastos do saco herniario semeados sem prétese;

— S2 - linhagens de fibroblastos do saco herniario semeados com protese de
polipropileno;
— S3 - linhagens de fibroblastos do saco herniario semeados com protese de

polipropileno/ poliglecaprone.

Apos dividirmos as linhagens de fibroblastos em seis grupos, a semeadura foi
realizada por trés vezes em cada um dos grupos, aplicando-se o conceito da triplicata,

resultou-se na formacéo de 18 subgrupos.

Em conclusdo, cada paciente gerou 18 blocos com dez mil fibroblastos.
Considerando que o estudo contou com trés pacientes, formamos 54 blocos com 10*
fibroblastos para detectarmos a atividade da metaloproteinase-2 nos trés diferentes

meios de semeadura conforme a Figura 2.
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4.2.2 Fase 2

DELINEAMENTO DA PESQUISA

SEGUNDA ETAPA:DETACCAO
DA METALOPROTEINASE-2 54 BLOCOS
DIVIDIDOS EM Duas linhagens diferentes: S e P
SEIS GRUPOS: Trés tipos de semeaduras:1,2 e 3
P1/P2/P3
S1/S2/23

|

EXTRACAO DO
MEIO CONDICIONADO

DE FIBROBLASTOS

Trés pacientes

54 BLOCOS ZIMOGRAFIA

DETECCAO DA
ATIVIDADE DA
MMP-2

Figura 2: Delineamento da pesquisa. Fase 2: Deteccéo da atividade da MMP-2.

4.3 Coleta de tecidos

Os pacientes doadores de tecidos foram atendidos na Disciplina de
Gastroenterologia Cirdrgica e operados no Hospital Sdo Paulo da UNIFESP-EPM.
Foram orientados sobre a coleta dos tecidos e aceitaram participar do estudo ao

assinarem um formulario de consentimento (Anexo 2).

Foram operados 3 pacientes portadores de hérnia inguinal indireta unilateral

conforme descricdo no quadro 1.
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Quadro 1 — Pacientes doadores dos tecidos segundo s  exo, etnia, local da hérnia

e idade

Paciente Sexo Raca Hérnia Inguinal Idade (anos)
1 Masculino Negra Esquerda 54
2 Masculino Negra Direita 21
3 Masculino Negra Direita 63

Entre os doadores de tecidos foram considerados o0s seguintes critérios de

inclusédo e exclusao.

— Incluséo:

A) pacientes portadores de hérnia inguinal indireta unilateral;
B) adultos do sexo masculino.

— Excluséao:

A) pacientes portadores de hérnias inguinais recidivadas, encarceradas ou

estranguladas;

B) pacientes portadores das seguintes doencas associadas: doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC), diabetes melito, prostatismo, obesidade (IMC > 30),

doencas do tecido conjuntivo, neoplasia ou imunossuprimidos;

C) pacientes tabagistas;

D) pacientes com histérico de cirurgia abdominal pregressa,;

E) pacientes em uso de quimioterapicos, imunossupressores ou corticéides;
F) pacientes abaixo de 18 anos ou acima de 70 anos de idade;

G) pacientes que nao concordaram em assinar o formulario de consentimento.

4.3.1 Cirurgias

A operacao realizada iniciava-se com uma incisdo na pele ao nivel do tubérculo
pubico, estendendo-se lateralmente as linhas de forca da pele, em direcdo a projecao

externa do anel inguinal profundo. Neste momento foram ressecados de cada paciente
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um pequeno fuso de pele, a partir da borda superior da incisdo cirtrgica, medindo 2
cm? que foram imersos em soro fisioldgico 0,9%. Apos a divulsdo da tela subcutanea, a
aponeurose do musculo obliquo externo era seccionada e o funiculo espermatico
isolado da parede posterior do trigono inguinal com identificacdo e isolamento do saco

herniéario.

Os sacos herniarios indiretos foram dissecados até o seu colo sendo aplicado
ponto transfixante com fio absorvivel, seccdo do saco herniario acima do ponto
aplicado de forma cautelosa com revisao da hemostasia do coto. Os sacos herniarios

ressecados foram imersos em soro fisiologico 0,9%.

A seguir a hernioplastia inguinal a Lichtenstein era realizada por ser a técnica
cirirgica adotada pelo Grupo de Parede Abdominal da Disciplina de Gastroenterologia
Cirargica da EPM / UNIFESP para a correcdo da hérnia inguinal indireta. Desta forma

ao final das trés cirurgias foram obtidos:
— 3 fragmentos de pele medindo 2 x 1 cm e fusiformes;
— 3 tecidos peritoniais provenientes dos sacos herniarios, de maneira integral.

Ainda na sala cirurgica os tecidos imersos previamente em soro fisiolégico 0,9%
foram acondicionados em tubos conicos individuais de 50 ml com meio de Eagle
modificado por Dulbecco (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — DMEM) com 1% de
solucéo penicilina /estreptomicina (100U de penicilina e 100ug de estreptomicina por
ml) estocados a 4T e transportados ao laboratério, sendo as amostras processadas

em no maximo seis horas apos a coleta dos tecidos.

4.4 Cultura de células

e (7172)

A cultura foi iniciada pelo método de explant , adaptada e amplamente

empregada no Laboratério de Cultura de Células da Cirurgia Plastica da UNIFESP ("),

Inicialmente, os fragmentos foram colocados em tubos cbénicos de 50 ml e
exaustivamente lavados por oito vezes com 40 ml de solugéo de fosfato tamponada
(PBS) (Sigma Chemical Co., Saint Louis, USA) sob agitag&o vigorosa. Foram mudados
o tubo cbnico e o PBS a cada repeticdo. As amostras de pele e do saco herniario foram

divididas em fragmentos de 2 mm? e colocadas sobre placas de Petri, tomando-se o



16

cuidado de fazer previamente em sua superficie ranhuras, a fim de facilitar a aderéncia
dos fragmentos a placa. As placas de Petri forem mantidas semi-abertas no fluxo
laminar durante 20 minutos para que os fragmentos ficassem aderidos na superficie da

placa (Figura 3).

Figura 3. Fragmentos de saco herniario sobre a placa de Petri.

Quando os fragmentos fixaram na placa de Petri, foi colocada solucdo de 10 ml
de DMEM com 20% de soro fetal bovino (Sigma Chemical Co., Saint Louis, USA),
penicilina (100 Ul/ml) e estreptomicina (100 pg/ml), em uma temperatura de 37T .
Apoés esta etapa a placa foi levada a incubadora umedecida a 37<C e concentragdo de

gas carbbnico a 5%. Este meio foi mudado a cada dois dias, sendo mantido um pH
ideal entre 7,6 e 7,8.

Observou-se a proliferacdo satisfatoria de fibroblastos em aproximadamente
sete dias.

Apds a migracao dos fibroblastos para a placa de cultura, foi realizada a primeira
passagem das células para garrafas de poliestireno de 75 cm?, que foram também
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mantidas em incubadora até a pré-confluéncia das células mantendo-se a troca de

meio a cada dois dias.

Ao atingir a quarta passagem, os fibroblastos passaram a ser utilizados nos
procedimentos ou criopreservados em nitrogénio liquido para utilizacdo posterior.

Apenas células entre a quarta e a nona passagem foram empregadas no estudo.

4.4.1 Subcultivo dos fibroblastos

Ao atingir aproximadamente 80% da confluéncia na placa de cultura, foi
realizada a primeira passagem das células através da tripsinizacao, realizada com o
intuito de desprender as mesmas das placas de cultura, e assim realizar a passagem
para a garrafa de cultura, congelar as células ou utiliza-las em procedimentos
posteriores. Ap0s a aspiracdo de todo meio de cultura da placa, as células foram
lavadas com 10ml de PBS (Solucdo salina tamponada com fosfato, Phosphate-
Buffered Saline). Foram adicionados 2 ml de solug&o de Tripsina 0,25% e EDTA 0,02%
a garrafa de cultura, que foi levada a incubadora por 2 a 3 minutos. Depois deste tempo
foi acrescentado, com o intuito de neutralizar a acdo enzimatica da tripsina, 2 ml do
meio de cultura suplementado com SFB. Por fim, a suspensdo de células foi
centrifugada a 800 rpm por 8 minutos e ressuspensas com meio no volume desejado,
semeadas em garrafas de poliestireno de 75 cm?, mantidas em incubadora até a pré-
confluéncia das células na garrafa. Os fibroblastos obtidos entre a quarta e a nona
passagem sao 0s eleitos para o experimento, para evitar a influéncia de fatores

plasmaticos sem apresentar interferéncia sistémica do doador.

Da forma descrita anteriormente obtivemos a partir dos procedimentos referidos
duas linhagens de fibroblastos: uma originaria da pele (P) e outra do saco herniario (S).

4.4.2 Semeadura dos fibroblastos em placas

A seguir procedeu-se a semeadura das duas linhagens de fibroblastos (P) pele e
(S) saco herniario em triplicata nas placas de 96 pocos, (Figura 4) separadas em trés

diferentes meios conforme a descri¢cao a seguir:
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— Meio 1: sem prétese.

— Meio 2: com protese de polipropileno monofilamentar - Prolene Mesh® (Ethicon,
Inc., Somerville, NJ, USA), peso de 87 g /m2 e espessura de 0,51 mm.

— Meio 3: com protese de polipropileno monofilamentar com filamentos de
poliglecaprone ULTRAPRO® (Ethicon, Inc. Somerville, NJ, USA), peso de 38 g /m?

e espessura de 0,44 mm.

Figura 4. Placa de 96 poc¢os com fibroblastos semeados nos diferentes meios.

Apbs 24 horas da semeadura dos fibroblastos nas placas, os pocos foram
lavados com 300 pl de PBS (Solugdo salina tamponada com fosfato, Phosphate-
Buffered Saline — Gibco), por duas vezes, e adicionados 350 pl meio de cultura DMEM
com Albumina (Bovine Albumin Fraction V-Gibco) e colocadas na incubadora a 37C
com 5% de CO; .

O nimero de células cultivadas foi de 10* em cada poco, em todos os

experimentos. Apos 48 horas foi retirado o sobrenadante dos pocos e colocados em



19

microtubos sendo armazenados no freezer & temperatura de - 80C. O material
sobrenadante dos pocos chamado “meio condicionado de fibroblastos” ndo contém

fibroblastos, contém apenas o meio onde se encontram as metaloproteinases.

4.5 Zimografia - deteccao da atividade de metalopro  teinase-2

O meio condicionado de fibroblastos foi utilizado para deteccdo da atividade da
metaloproteinase-2 ap6s termos acrescido inibidores de proteases aos mesmos (1 mM
de PMSF e 2 pg/ml de aprotinina) e armazenados a -80 °C até o momento das
dosagens. Dez microlitros (10 ul) de meio condicionado foram acrescidos de tampao de
amostra (2% de SDS, 60mM Tris pH 6.8, 30% de glicerol e 0,01% de azul de
bromofenol) e carregadas em gel 10% de poliacrilamida contendo 0.2% de gelatina.
Apés a eletroforese, o gel foi lavado em 10 mM de Tris (pH 8.0) contendo 2.5% de
Triton X-100, para remocéo do SDS e renaturacdo das proteinas. Em seguida, o gel foi
incubado em solucdo tampéao reveladora do gel (50mM de Tris pH 8.8, 5 mM CacCl,,
0,02% NaN3) por 20 horas a 37 °C apenas na solucio reveladora. Depois da revelacio,
0 gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 por 4 horas. Em seguida, foi
descorado em solucdo de 40% de metanol e 10% de acido acético glacial em agua
destilada. A atividade das metaloproteinases foram entdo identificadas como bandas

claras de lise em fundo azul no zimograma conforme a figura 5.

Figura 5. Zimograma cujas bandas gelatinoliticas identificam a atividade da metaloproteinase-2 nas

linhagens de fibroblastos obtidas a partir do saco herniario.

Nas amostras a atividade da metaloproteinase-2 foi comparada por
densitometria de gel, utilizando-se o programa de dominio publico “Image J”, criado por
Wayne Rasband do National Institute of Mental Health, NIH, USA conforme

apresentado na Figura 6.
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Figura 6: Software “Imagem J” de dominio publico.

Para confirmar se as bandas de lise observadas nos zimogramas eram devido a
acdo de MMPs, fizemos controles negativos. As metaloproteinases dependem de célcio
e metais pesados (zinco) para exercer sua atividade enzimética. Dessa forma foi
adicionado ao tampao de revelacdo dos zimogramas 10 mM de EDTA (quelante de
célcio) ou 5 mM de 1,10 fenantrolina (um quelante de metais pesados). Esses
guelantes inibem a acdo das metaloproteinases, consequentemente, ndo se observa a

formacao das bandas gelatinoliticas claras observadas nos zimogramas.

4.6 Estratificacédo dos resultados

Da forma descrita anteriormente obtivemos a atividade da metaloproteinase-2
das duas linhagens de fibroblastos: pele (Grupo P) e saco herniario (Grupo S). Os
resultados foram analisados dentro de cada grupo (intragrupo) e entre os dois grupos

formados (intergrupo).
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4.7 Analise estatistica

Os valores sao apresentados como mediana (quartil 25 - quartil 75) [Variagao].
Para realizarmos a comparacéo intergrupos e intragrupo foi utilizado o teste de Mann
Whitney. Adotou-se como nivel de significancia o valor de p<0,05.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos serdo apresentados em forma de figuras com os
zimogramas e o0s respectivos valores das bandas gelatinoliticas juntamente com

gréficos e os respectivos valores de p.

5.1 Andlise intragrupo

5.1.1 Grupo P

Os resultados relativos ao grupo P (pele) estdo apresentados na figura 7, sendo
identificados abaixo de cada zimograma, os valores numéricos da atividade enzimatica

da metaloproteinase-2.

6835 8078 O 6359 8732 7831 10806 8635 11597

Figura 7. Zimograma da atividade da
metaloproteinase-2 do grupo P (pele)

com seus respectivos valores em

9679 13093 14194 9919 6547 4842

unidades arbitrarias.

g BA D Legenda: P1 = linhagens de fibroblastos de
d‘ ”!5 , s pele sem prétese; P2 = linhagens de
fibroblastos de pele semeados com prétese de

polipropileno; P3 = linhagens de fibroblastos de
pele com protese de  polipropileno/
poliglecaprone.
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A figura 8 apresenta o grafico da analise estatistica das medianas do grupo P

com os respectivos valores de p.

14000 L3003

AN
o 12000-
(%]
&
S 10000-
*§ 7831
S 8000
8
2 6000-
«
©
o 4000-
e]
3
S 2000+
<

0-

P1 P2
Fibroblastos de pele

P1x P2 p<0,0001 P1 x P3 p<0,0001 P2 x P3 p <0,0001

Figura 8. Grafico da atividade da metaloproteinase-2 nos fibroblastos de pele. P1 = linhagens de
fibroblastos de pele sem protese; P2 = linhagens de fibroblastos de pele semeados com prétese de
polipropileno; P3 = linhagens de fibroblastos de pele semeados com protese de polipropileno/
poliglecaprone.

Observa-se que a atividade da metaloproteinase-2 de fibroblastos originarios da

pele é menor quando se associa a protese de polipropileno e

polipropileno/poliglecaprone (P1xP2, p<0,0001; P1xP3, p<0,0001).

Observa-se que a atividade da metaloproteinase-2 de fibroblastos originarios da
pele €é menor quando se associa ao polipropileno do que ao
polipropileno/poliglecaprone (P2xP3). p<0,0001.
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5.1.2 Grupo S

Os resultados relativos ao grupo S (saco herniario) estdo apresentados na figura
9, sendo identificados abaixo de cada zimograma os valores numéricos da atividade

enzimatica da metaloproteinase-2.

7446 6108 5880 5735 6858 6293 il 9644 11125

Figura 9. Zimograma da atividade da
metaloproteinase-2 do grupo S (saco

herniario) com seus respectivos

4304 5914 4799 5878 6690 6113

valores em unidades arbitrarias.
Legenda: S1 = linhagens de fibroblastos do
“-.‘”.': - “ saco herniario; S2 = linhagens de fibroblastos
' "'\ do saco herniario com prétese de polipropileno;
S3 = linhagens de fibroblastos do saco
12206 13696 15402 13790 15066 16310 15995 17913 16436 herniario com prétese de polipropileno/

poliglecaprone.

A figura 10 apresenta o gréafico da andlise estatistica das medianas do grupo S

com os respectivos valores de p.
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10000+
9000+
8000+

Atividade da metaloproteinase-2

S2
Fibroblastos do saco herniario

S1x S2 p < 0,0001 S1xS3 p < 0,0001 S2x S3 p< 0,0328

Figura 10. Grafico da atividade da metaloproteinase-2 nos fibroblastos do saco herniario. S1 = linhagens
de fibroblastos do saco herniario sem protese; S2 = linhagens de fibroblastos do saco herniario com
protese de polipropileno; S3 = linhagens de fibroblastos do saco herniario com prétese de

polipropileno/poliglecaprone.

Observa-se que a atividade da metaloproteinase-2 de fibroblastos originarios do
saco herniario € maior quando se associa com as proteses de polipropileno e
polipropileno/poliglecaprone (S1xS2, p<0,0001; S1xS3, p<0,0001).

Observa-se gque a atividade da metaloproteinase-2 de fibroblastos originarios do

7

saco herniario € maior quando se associa com a prétese de

polipropileno/poliglecaprone do que com o polipropileno (S2xS3) p<0,0328.



26

5.2 Andlise intergrupo

A figura 11 apresenta a analise estatistica das medianas entre 0os grupos

investigados P e S (pele e saco herniario) com os respectivos valores de p.

140004 13093

120004

Atividade da metaloproteinase-2

P1 S1 P2 S2 P3 S3
Fibroblastos da pele e do saco herniario

P1xS1p<0,0001 P2xS2p<0,0001 P3xS3p < 0,0001

Figura 11. Grafico da andlise intergrupo da atividade da metaloproteinase 2 nos fibroblastos da pele e do
saco herniario. P1 = linhagens de fibroblastos de pele sem protese; P2 = linhagens de fibroblastos de
pele semeados com prétese de polipropileno; P3 = linhagens de fibroblastos de pele semeados com
prétese de polipropileno/ poliglecaprone; S1 = linhagens de fibroblastos do saco herniario sem prétese;
S2 = linhagens de fibroblastos do saco herniario com prétese de polipropileno; S3 = linhagens de

fibroblastos do saco herniéario com protese de polipropileno/poliglecaprone.

Observa-se que a atividade da metaloproteinase-2 de fibroblastos originarios da

pele de é maior do que a do saco herniario (P1x S1) p<0,0001.

Observa-se que a atividade da metaloproteinase-2 de fibroblastos originarios da
pele é maior do que a do saco herniario, quando se associa a protese de polipropileno
(P2 x S2) p<0,0001.
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Observa-se que a atividade da metaloproteinase-2 de fibroblastos originarios da
pele é maior do que a do saco herniario, quando se associa a protese de

polipropileno/poliglecaprone (P3 x S3) p<0,0001.

5.3 Sintese dos resultados

Todos os resultados das atividades das metaloproteinases-2 podem ser
avaliados de maneira ampla no quadro resumido (Anexo 3) onde estdo apresentadas
as medianas, os quartis, as variacbes dos valores de cada uma das linhagens de

fibroblastos.

5.3.1 Analise intragrupo

A atividade da metaloproteinase-2 de fibroblastos originarios da pele é menor
guando se associa com a protese de polipropileno e polipropileno/poliglecaprone
(P1xP2, p<0,0001; P1xP3, p<0,0001).

A atividade da metaloproteinase-2 de fibroblastos originarios do saco herniario
maior quando se associa com as proteses de polipropileno e polipropileno/
poliglecaprone (S1xS2, p<0,0001; S1xS3, p<0,0001).

A atividade da metaloproteinase-2 de fibroblastos originarios da pele € menor
guando se associa com polipropileno do que com o polipropileno/poliglecaprone
(P2xP3 p<0,0001).

A atividade da metaloproteinase-2 de fibroblastos originarios do saco herniario é
maior quando se associa com a prétese de polipropileno/poliglecaprone do que com o
polipropileno isoladamente (S2xS3 p<0,0001).
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5.3.2 Analise intergrupo

A atividade da metaloproteinase-2 de fibroblastos originarios da pele de é maior

do que a do saco herniario (P1 x S1 p<0,0001).

A atividade da metaloproteinase-2 de fibroblastos originarios da pele é maior do
gue a do saco herniario, quando se associa a protese de polipropileno (P2 x S2
p<0,0001).

A atividade da metaloproteinase-2 de fibroblastos originérios da pele é maior do
gue a do saco herniario, quando se associa a protese de polipropileno/ poliglecaprone
(P3 x S3 p<0,0001).
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6. DISCUSSAO

6.1 Relevancia do projeto de pesquisa

As hérnias inguinais apresentam prevaléncia muito elevada. Dentre todas as
correcdes cirargicas realizadas pela cirurgia geral a herniorrafia € o procedimento mais
executado . O estudo apresenta relevancia significativa por analisar os efeitos das
préteses sintéticas, utilizadas nas correcdes dos defeitos herniarios, sobre as enzimas

gue determinam a reparacao tecidual na matriz extracelular.

O projeto contempla trés topicos de fundamental importancia nos estudos das

hérnias.

A) Hérnias inguinais indiretas: Foram utilizados fibroblastos obtidos a partir de tecidos
de individuos portadores de hérnias inguinais indiretas por serem as hérnias com

maior prevaléncia .

B) Proteses sintéticas: Considerando que ndo se pode abordar o tema herniorrafia
sem considerar o emprego das telas, avaliamos os efeitos da prétese de
polipropileno por ser a tela mais utilizada na correcdo dos defeitos herniarios.
Avaliamos também outra prétese de ultima geracédo formada de polipropileno com

filamentos de poliglecaprone, representante das préteses consideradas leves.

C) Metaloproteinases: Observamos os desdobramentos do contato das duas proteses
com os fibroblastos através da medicédo da atividade da metaloproteinase-2 por ser
uma enzima que degrada o colageno e orquestra a homeostase da matriz

extracelular.

A herniorrafia com aplicacdo de protese desencadeia uma reacao inflamatéria na
area operada sendo encontrados macrofagos envolvidos com a formacdo do
granuloma e células gigantes de corpo estranho que surgem a partir da fusdo dos
macrofagos. O estimulo para que ocorra a fusdo dos macréfagos pode ser os
flamentos da prétese, que por serem muito grandes, ndo sdo fagocitados ®. As
células gigantes de corpo estranho juntamente com 0s macrofagos tém a capacidade

de ativar elementos pro-inflamatdrios os quais atuam diretamente na formacdo da
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fibrose local. A fibrose influencia fenotipicamente o comportamento dos fibroblastos e

das enzimas secretadas por ele, dentre elas a metaloproteinase-2 %79

A metaloproteinase-2, também conhecida como colagenase ou gelatinase A,
desempenha papel chave na modelagao tecidual, na angiogénese e na embriogénese
("".78) sendo particularmente relevante por atuar na matriz extracelular ao executar sua

atividade proteolitica provocando alteracées fenotipicas 9.

Além da capacidade de hidrolisar os componentes da matriz extracelular, a
metaloproteinase-2 afeta diretamente o fendtipo celular e as reacfes inflamatorias

transformando tanto as células mesenquimais como os fibroblastos (80-82)

. Cheng e
Lovett ® observaram a transformacédo de uma célula epitelial do sistema tibulo renal

modificar-se em miofibroblasto por acdo da metaloproteinase-2.

A metaloproteinase-2 hiperativa provoca lesdes teciduais. Em algumas doencas
gue comprometem os tecidos conjuntivos, tais como aneurismas de aorta abdominal,
artrites, neoplasias e prolapsos genitourinarios, a atividade da metaloproteinase-2
encontra-se elevada principalmente nos locais de maior acometimento ®848) Qutros
estudos ja tracaram um paralelo entre as patologias do tecido conjuntivo e as hérnias,
comprovando que as sindromes de Marfan e Ehlers-Danlos, rins policisticos,
osteogénese imperfeita e a luxacdo congénita do quadril estdo associadas a presenca

de hérnias abdominais 8999,

Niveis elevados da metaloproteinase-2 provocam destruicdo da membrana

basal, invasdo tumoral e metastases 9,

No infarto agudo do miocardio em
camundongos a reducao farmacoldgica da atividade da metaloproteinase-2 aumentou a
taxa de sobrevida, diminuindo a fibrose pdés-infarto através da reducéo do infiltrado de
macréfagos ©®®. Nas Ulceras cronicas e serosidades de pacientes submetidos &
herniorrafias foi detectada alteracdo da atividade da metaloproteinase-2, porém sua

atividade esta ausente na pele integra ©.

Szczesny et al ©” relatam que nos pacientes portadores de hérnia o tecido
conjuntivo se encontra fragilizado, as fibras elasticas estdo em menor nimero e a sua
localizagéo alterada, consequentemente desestruturando a arquitetura da parede
abdominal. Tais mudancas sdo a base para que ocorra a fragilidade mecanica
resultando na formacédo das hérnias. Os autores concordam ndo haver uma resposta

exata e Unica para desencadear a formacdo das hérnias. Esta fragilidade tecidual
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encontrada nesses pacientes pode ser justificada pela hiperatividade das

(5.76.98) A lise das

metaloproteinases ou pela deficiéncia nos seus fatores inibitorios
fiboras de colageno é controlada pelo equilibrio entre as metaloproteinases e seus

inibidores 9.

6.2 Métodos utilizados

Na fase inicial do estudo consideramos quais seriam os tecidos mais indicados
para obtermos fibroblastos produtores da metaloproteinase-2. A parede abdominal na
regido inguinal € um sistema funcional complexo onde cada camada de tecido contribui
em intensidade e extensdo diferentes para que ocorra a estabilidade mecanica
necessaria. Como a estabilidade tensional da regido é multifatorial, ndo sendo
determinada por uma estrutura Unica, optamos por coletar amostras de pele a

semelhanca de outros estudos publicados anteriormente 732779,

Zheng et al ©®® comprovaram que os tecidos coletados préximos & hérnia
poderiam apresentar alteracdes secundarias ao comprometimento mecanico local,
sendo necessario e relevante analisar tecidos distantes do defeito ndo envolvidos
diretamente com a hérnia. Este conceito reforcou a escolha da pele como fonte

doadora de fibroblastos.

Coletamos amostras de pele por ndo estarem diretamente envolvidas com a
persisténcia do conduto peritdnio vaginal, nem atuarem no mecanismo de contencgéo
do anel inguinal profundo. O fragmento de pele retirado junto a incisdo cirurgica, nao

acarretou dano a cicatrizacao local nem comprometimento estético.

O saco herniério foi também escolhido como fonte doadora de fibroblastos pois
poderia ser ressecado e descartado ao final da cirurgia sem interferir na operagéo ou
provocar dano ao paciente. Klinge e al ? e Rosch et al *°? ja haviam utilizado o saco

hérniario para avaliar as alterac6es das metaloproteinases.

Foram selecionados homens de uma mesma raga com o0 objetivo de
homogenizarmos ao maximo as caracteristicas dos tecidos coletados, lembrando que a
pele apresenta grande variabilidade inter-racial. Dentre os pacientes portadores de

hérnia inguinal indireta unilateral, os quais aguardavam pela cirurgia no Hospital Séo
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Paulo da UNIFESP-EPM, os negros representavam a maior parcela, sendo entdo os

escolhidos como doadores de tecidos.

Excluimos pacientes menores de 18 anos de idade por questdes legais e 0s
maiores de 70 anos por apresentarem maiores chances de portar outras patologias
ainda néo identificadas, as quais poderiam interferir nos resultados finais. A faixa etéria
dos pacientes doadores de tecidos foi semelhante & de outras pesquisas publicadas

anteriormente 27

Estudos anteriores utilizaram um Unico tecido para pesquisar a expressao ou
atividade das metaloproteinases (1516100103 " A extensa busca realizada na literatura
permitiu-nos concluir que ainda ndo haviam sido estudadas as alteragcbes na
metaloproteinase-2 em dois tecidos diferentes analisados pelo mesmo método em
simultaneidade. Pesquisar um segundo tecido contribuiria com informacdes adicionais

e esta abordagem tornou nosso estudo inédito.

N&o coletamos tecidos de pacientes sem hérnia para compararmos com 0S
individuos com hérnia porque focamos nas alteracdes que as proteses provocam nas

metaloproteinases de pacientes, 0s quais apresentam a patologia.

A protese de polipropileno foi a primeira tela escolhida no estudo por ter seu uso
consagrado em todo mundo ha mais de 30 anos. Sua histdria confunde-se com a

histéria das proteses 244347,

Nos ultimos anos, os fabricantes aperfeicoaram a qualidade de suas préteses
através da reducdo do volume de material utilizado, pela associacdo a outros
componentes e pela alteracdo da conformacdo estrutural ao formar proteses
consideradas leves. A vantagem das proteses leves ndo é o0 menor peso, pois a
variacdo de peso com as telas classicas pode ser menor que um grama. A diferenca
faz-se presente nos grandes poros que provocam menor escarificacdo dos tecidos, na
sua maleabilidade que resulta em menos dor pds-operatéria ©°1°41%%  As telas leves
sS40 menos antigénicas, consequentemente mais confortaveis aos pacientes, com

formacdo de fibrose menos intensa ao resultar em menor desconforto pés-operatoério
(49,61-66)

Optamos por avaliar os efeitos da protese de polipropileno com filamentos de

poliglecaprone por ser uma tela de dltima geracéao.
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6.2.1 Cultura de células e deteccdo da atividade da  MMP-2

Na década de 60, Green e Golberg ("*"® descreveram técnicas sobre o cultivo
de células da pele in vitro dando um grande passo para o estudo de patologias que se
desenvolvem nos seres humanos. Duas grandes vantagens que a cultura de células
oferece sdo o0s controles extremos do ambiente fisico-quimico (pH, temperatura,
pressdo osmotica, O, e CO;) e os controles das condi¢des fisiologicas. Como as
amostras de tecido s&o invariavelmente heterogéneas, a replicagdo, mesmo de um
unico fragmento tecidual, resulta em diferentes tipos de células. Conforme as células
sdo misturadas randomicamente em cada transferéncia, ap0s as primeiras passagens
as linhagens celulares cultivadas assumem uma constituicdo uniforme. As condi¢cdes
de cultura também exercem uma pressdo seletiva sobre as mesmas, resultando em
uma cultura homogénea do tipo celular mais vigoroso. Assim, cada subcultura realizada
sera idéntica a anterior, e a caracteristica da linhagem pode ser perpetuada por varias
geracbes ou congelada em nitrogénio liquido por periodos indeterminados. Outra
vantagem de realizar culturas de células € evitar questdes morais, legais e éticas da

experimentacdo em animais %)

Neste estudo foi utilizada a técnica de cultivo de fibroblastos pelo método de
explante descrita por Green e Golberg *"?. Esta técnica é utilizada sistematicamente

no Laboratdrio de Cultura de Células da Cirurgia Plastica da UNIFESP ),

Optamos por realizar a cultura de células pelo método do explante a semelhanca
de estudos anteriores que também avaliaram a atividade das metaloproteinases

produzidas pelos fibroblastos (1527

Foram utilizados fibroblastos selecionados entre a quarta e nona passagem,
porque a estabilizacdo das células assim como a perda da influéncia dos fatores
séricos do individuo doador sobre as mesmas da-se geralmente ap0s a terceira
passagem. A partir da 122 passagem os fibroblastos perdem caracteristicas celulares
que apresentavam in vivo, apesar de se manterem viaveis até a 502 passagem 9.
Apb6s obtermos as duas linhagens de fibroblastos, realizamos a juncao destas células
com as proéteses de polipropileno e polipropileno/poliglecaprone numa placa composta

por 96 pocos.
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As telas fornecidas pelo fabricante em tamanho original foram cortadas com rigor
cirdrgico em fragmentos exatamente iguais ao diametro dos pocos para que fossem
perfeitamente encaixadas nos mesmos. Durante a execucdo da semeadura foram

mantidas as condi¢des estéreis do produto.

Cada poco “forrado” com sua respectiva tela recebeu dez mil fibroblastos
contados previamente em camara de neubauer. Os fibroblastos foram contados para
gue os resultados da atividade da metaloproteinase-2 fossem normalizados pelo
namero de células. Os pogos semeados permaneceram incubados por 48 horas.
Foram também depositados fibroblastos em pogcos sem as proteses para obtermos

uma referéncia do comportamento basal da metaloproteinase-2.

As semeaduras em cada grupo foram repetidas por trés vezes (triplicata),
namero que foi suficiente para que a diferenca estatistica fosse detectada. Como as
réplicas das culturas sdo virtualmente idénticas, a necessidade por andlise estatistica

de variancia é reduzida ®°9,

Apbs o periodo de incubacédo de 48 horas foi coletado de cada um dos 54 pocos,
apenas o material sobrenadante chamado meio condicionado de fibroblastos. Os
fibroblastos separados do seu meio foram congelados para pesquisas futuras e o0 meio
contendo a metaloproteinase-2 foi levado ao laboratério de Investigagdo Médica (LIM-
51) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo para detectarmos a

atividade da metaloproteinase-2 pela zimografia.

A quantificacdo da atividade da metaloproteinase-2 pela zimografia ja foi
validada em estudos anteriores "1 que também utilizaram cultura de fibroblastos,
tendo sua eficacia comprovada. A zimografia permite identificar a forma latente e

ativada da metaloproteinase-2.

Os valores que quantificam a atividade da metaloproteinase-2 sao obtidos a
partir da leitura da densidade das bandas gelatinoliticas encontradas nos zimogramas.
O programa de dominio publico “Image J” € um software de analise de imagens que
inicialmente captura as barras coradas no zimograma e atribui um valor numérico para

cada banda. Quanto maior a densidade da banda maior o valor atribuido.

Foi avaliada a atividade da metaloproteinase-2 e ndo sua expressao, pois N0SSO

interesse foi quantificar a enzima capaz de degradar a matriz extracelular.
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O experimento alcangou o objetivo de simular in vitro os efeitos das diferentes

proteses sobre os fibroblastos humanos em tecidos diferentes.

Investigando se as proteses exerciam algum efeito sobre a metaloproteinase-2,
mostramos que a atividade da enzima nos fibroblastos originarios da pele foi reduzida
guando incubada com ambas as proteses. Comparando as duas proteses entre si, a
reducdo da atividade enzimatica foi menor quando associada com o polipropileno do
que com o polipropileno/poliglecaprone. Em relacdo as proteses de polipropileno,

nosso achado foi semelhante ao de Rosch et al ©@”

, que constataram reducdo na
atividade enzimatica da metaloproteinase-2, produzida pelos fibroblastos de pele de
pacientes com hérnia incisional quando incubada com este tipo de prétese. Quanto aos
efeitos da tela de polipropileno/poliglecaprone sobre a atividade da metaloproteinase-2

nosso estudo € inédito ndo havendo informacgdo disponivel na literatura para

compararmos com os resultados encontrados.

Nos fibroblastos originarios do saco herniario, observamos que a atividade da
metaloproteinase-2 foi maior quando associada com as duas proéteses, entretanto a tela
de polipropileno/poliglecaprone foi a que mais estimulou a atividade enzimatica.
Paradoxalmente a protese de polipropileno/poliglecaprone ativou de maneira oposta as
duas linhagens de fibroblastos. Na pele foi a tela que menos diminuiu a atividade da
metaloproteinase-2 e no saco herniario elevou-se consideravelmente a atividade
catabdlica da enzima. Nao encontramos um paralelismo na atividade da
metaloproteinase-2 nas duas linhagens de fibroblastos. Na pele as préteses reduzem a
acdo da enzima e no saco herniario, de maneira oposta, a atividade eleva-se com as

telas.

O estudo experimental conduzido por Jansen et al ®® concluiu que a ativacédo da
metaloproteinase-2 desencadeada pelas préteses sintéticas pode variar de acordo com
o local onde se encontram as células. Tal conclusdo poderia explicar o efeito oposto
causado pela prétese de polipropileno/poliglecaprone. Apesar de utilizarmos um unico
tipo de célula, os fibroblastos advinham de locais diferentes. Consideramos que 0s
achados contraditorios destacam a complexidade de avaliarmos e interpretarmos como
ocorre a modulacédo da metaloproteinase-2.

Ao compararmos as duas linhagens de fibroblastos, observamos que a atividade

da metaloproteinase-2 de fibroblastos da pele é maior do que a do saco herniario
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independente da presenca ou auséncia das préteses. Consideramos que as atividades

variaram por serem tecidos diferentes.

ApOs extensa pesquisa ndo encontramos em um Unico estudo a avaliacdo da
atividade da metaloproteinase-2 em diferentes linhagens celulares. Toda literatura
consultada utilizou um Gnico tecido como fonte doadora de células ©7:17:27:69.100.103,107)
O fato de utilizarmos dois tecidos como fonte doadora de fibroblastos e compararmos

os resultados intergrupo conferiu destaque ao nosso projeto de pesquisa.

6.3 Consideracdes finais

A compreensdo dos mecanismos de modulacdo das metaloproteinases seria um
importante alvo terapéutico na reducdo ou prevencao dos danos provocados por sua
atividade inadequada. A atividade exacerbada das metaloproteinases degradando o
colageno tem sido considerada como um dos fatores que contribui no desenvolvimento
das hérnias diretas (. No estudo citado anteriormente, os autores observaram que na
fascia transversalis de pacientes com hérnia inguinal direta havia maior expressao da
MMP-2. Este achado poderia estar relacionado a fraqueza encontrada na fascia destes
pacientes. Estudos posteriores serdo indispensaveis para uma melhor compreensao
dos mecanismos de reparacdo tecidual na presenca de préteses. Se conseguissemos
tracar uma relacdo entre o tipo de prétese e as repercussdes sobre a metaloproteinase-
2, poderiamos interferir na intensidade de acdo da enzima obtendo melhores

resultados no processo de cicatrizacao tecidual.

O resultado da pesquisa nos permite concluir que a metaloproteinase-2 esta
presente e ativa na pele e no saco herniario dos pacientes com hérnia inguinal indireta.
A atividade basal da enzima sempre esteve mais elevada nos fibroblastos da pele
guando comparado a atividade nos fibroblastos do saco herniario independentemente
da presenca ou ndo das proteses. Investigamos o estimulo produzido pelas proteses
isoladamente nos fibroblastos e concluimos que tanto a classica protese de
polipropileno quanto a tela de ultima geracéo formada pelo polipropileno/poliglecaprone

alteram a atividade da MMP-2.

Embora nosso modelo de cultura de fibroblastos forneca condicdes ideais de

crescimento sem a interferéncia de outros componentes da matriz extracelular ou de
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outras ceélulas inflamatérias, talvez a auséncia deste estimulo pudesse explicar os

resultados obtidos.

6.4 Implicacdes para pratica

A presenca de um desequilibrio nos tecidos conjuntivos poderia explicar o que
se observa frequentemente: pacientes com multiplas hérnias e consideraveis taxas de
recidiva que variam de 10 a 15% “°®. Antes de corrigirmos cirurgicamente uma hérnia
deveriamos investigar se 0 paciente apresenta outra patologia relacionada ao tecido

conjuntivo.

Considerando o grande numero de telas disponiveis no mercado, tem se tornado
cada vez mais dificil escolher a prétese correta. Como fator confundidor na tomada de
decisédo sobre qual tela escolher, encontraremos diferentes tipos de materiais, sendo
alguns parcialmente absorviveis, outros recobertos com substancias especificas para
alguma determinada acao, como diminuicao da formacéo de aderéncias, podendo ser a

prétese macroporosa ou microporosa.

As diferentes proteses existentes diferem significativamente em termos de
espessura, peso, maxima forca ténsil suportada e intensidade da elasticidade ©%. Nas
herniorrafias videolaparoscopicas, por exemplo, o cirurgido opta pela prétese pouco
aspera, rigida e larga o suficiente para cobrir o defeito herniario, de facil manuseio com
certo grau de transparéncia que permita a visualizacdo da anatomia através da tela e
fina o suficiente para que, quando enrolada possa ser introduzida pelos trocarteres de 5

mm na cavidade abdominal.

Com o intuito de aperfeicoarmos a integracao da prétese aos tecidos e reforcar a
parede abdominal, precisamos saber como utilizar a reacdo inflamatdria a favor da
melhor integracdo possivel. Para responder a esta pergunta € necessario profundo

conhecimento dos mecanismos moleculares que conduzem a extensédo da inflamacéao.

McCormack et al *® do centro de estudos Cochrane, apés investigarem 34
meta-analises, concluiram que o padrdo ouro na cirurgia das hérnias ainda nao foi
estabelecido. Talvez a dificuldade para avaliar-se uma determinada técnica com

aplicacdo de protese seja ainda maior pelo fato do cirurgido aplicar algumas
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modificacdes pessoais & técnica adotada, contribuindo para que ocorram diferentes

evolucoes.

Enquanto a discussao a respeito dos efeitos das préteses esta em andamento, o
cirurgido deve fazer sua escolha de imediato no momento da cirurgia, decidindo que
tipo de protese deve utilizar. Consideramos que a formulacdo de préteses que nao
interfiram na atividade da metaloproteinase-2 ou que modulem a atividade enzimatica
para uma melhor cicatrizacdo representara nova abordagem terapéutica na correcao

dos defeitos herniarios.

Embora um grande progresso ja tenha sido alcancado pela aplicacdo das
proteses para reforcar a parede abdominal, a completa prevencdo das recidivas e

outras complicacdes ainda néo foram alcancadas.

6.5 ImplicagOes para pesquisa

Para realizar suas funcfes fisiolégicas ou patolégicas as metaloproteinases
devem ser ativadas ou inibidas apropriadamente, e em muitos casos um aumento na
expressdo da enzima é acompanhado pelo aumento na expressdo de um ou mais
inibidores teciduais (TIMPs). A expressdo e atividade da metaloproteinase-2 estédo

intimamente ligadas com a expresso do seu inibidor a TIMP-2 (10111,

Na literatura encontramos estudos que se complementam. Bellén et al ()
encontraram niveis mais elevados da metaloproteinase-2 na fascia transversalis de
pacientes com hérnia inguinal direta e posteriormente Abci et al ‘Y encontraram
menor atividade da TIMP-2 na fascia transversalis de pacientes com o mesmo tipo de

hérnia.

Pesquisas futuras deverdo avaliar ndo s6 a atividade das metaloproteinases,
mas também a atividade dos inibidores por considerarmos que a maioria desses
processos € regulada por um delicado equilibrio entre as enzimas e seus inibidores.
Interacbes no sistema MMP/TIMP podem representar um nivel extra de regulacdo de
forma a prevenir a ativacdo enzimatica. Se compreendermos oS mecanismos que
modulam a atividade das metaloproteinase-2, poderemos alterar sua atividade
proteolitica influenciando definitivamente na arquitetura e resisténcia da matriz

extracelular.
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Um profundo conhecimento dos mecanismos moleculares que regem a processo
cicatricial auxiliard no desenvolvimento de novas ferramentas e materiais para

alcancarmos melhores resultados na correcédo das hérnias.
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7. CONCLUSOES

A pesquisa realizada permite concluir que:

1. As proteses de polipropileno e polipropileno/poliglecaprone diminuem a atividade da
metaloproteinase-2 nas linhagens de fibroblastos originarias da pele de individuos com

hérnia inguinal indireta, sendo a atividade enzimatica mais diminuida pelo polipropileno.

2. As proteses de polipropileno e polipropileno/poliglecaprone aumentam a atividade da
metaloproteinase-2 nas linhagens de fibroblastos originarios do saco herniario de
individuos com hérnia inguinal indireta, sendo a atividade enzimatica mais elevada pelo

polipropileno/poliglecaprone.

3. A atividade da metaloproteinase-2 nas linhagens de fibroblastos originarios da pele &
sempre maior que a atividade da metaloproteinase-2 nas linhagens de fibroblastos
originarios do saco herniario de individuos com hérnia inguinal indireta

independentemente da presenca ou nao das proteses.
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9. ANEXOS

Anexo 1 — Projeto de pesquisa, submetido & aprovacd o do Comité de Etica Médica da UNIFESP

Unkversidade Federal de S0 Paulo Comité de Ftica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicina Hospital 580 Paulo

Sio Paulo, 22 de junho de 2007
CEP 0809/07

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) WAGNER MARCONDES

Co-Investigadores: Alberto Goldenberg (orientador) Gaspar de Jesus Lopes, Lydia Masako Ferreira, Heraldo Possolo
de Souza

Disciplina/Departamento: Gastroenterologia/Medicina da Universidade Federal de S&0 Paulo/Hospital S&o Paulo
Patrocinador: CAPES.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Estudo dos efeitos das proteses de polipropileno nos fibroblastos de
pacientes portadores de hérnia inguinal analise da expresséo e da atividade das
metaloproteinases mmp-2mmp-9”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: estudo de cultura de células com tecido humano obtido de cirurgia.
RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: sem risco.

OBJETIVOS: Avaliar a expresséo € o nivel de atividade das MMP-2 e MMP-9 na cultura de fibroblastos de pacientes
portadores de hérnia inguinal e de pacientes sem hérnia (controle) apés incubacéo de polimeros de polipropileno.
RESUMO: Serfio operados 6 pacientes na Disciplina de Gastroenterologia Cirtrgica da UNIFESP, constituindo 2
grupos de 3 pacientes cada. Q grupo | serd composto por pacientes portadores, de hérnia inguinal e o grupo I
formado por individuos com outras patologias de tratamento cirtirgico , mas sem defeitos hernidrios. Durante o
procedimento cirGrgico, serfio ressecados pequeno fuso de pele e da aponeurose medindo 2x1 om. Os dois
fragmentos serdo imersos em soro fisiolégico e enviados para o laboratéric a fim de serem preparados para a cultura.
No laboratério de Cultura de Células da Disciplina de Cirurgia Plastica, sera realizada a cultura primaria dos
fibroblastos humanos incubados com o polipropileno. Nestas células cultivadas, serd determinada a expresséo das
metaloproteinases, que sera realizada no Laboratorio de Investigacéo Médica, da FMUSP. Ser4 analisada também a
expressdo das metaloproteinases por western blotting. A técnica de zimografia sera aplicada para analisar se as
enzimas encontram-se funcionalmente ativas..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: A utilizagdo de préteses na correcio dos defeitos hernidrios é o padrdo ouro no

ML tos L LR lEolfie Ffiiden e ccdeccnee alasaaZan an ascneannfa Ao BARAD D A RARADY O anAc a anlinan8a da
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Universidade Federal de S50 Paulo Comité de Ftica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicina Hospital 850 Pawlo

DETALHAMENTO FINANCEIRO: sem financiamento externo - R$ 3318,00.

CRONOGRAMA: 2 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Doutorado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 21/6/2008 e 21/6/2008.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sdo Paulo ANALISOU e APROVOU
0 projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar ioda € qualiquer alteragdo do projeio e termo de consentimento livie e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apos
andlise das mudancas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para

possivel auditoria dos 6rgdos competentes.

Atenciosamente, -
/)

e

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S&o Paulo/ Hospital S&o Paulo

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5538.7162
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Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecid o

Titulo do projeto
“Estudos dos efeitos das préteses de polipropileno nos fibroblastos de pacientes portadores de hérnia

inguinal. Andlise da atividade da metaloproteinases 2.”

Informacgdes sobre o objetivo

Essa pesquisa da qual vocé participara como voluntario tem como objetivo avaliar os efeitos das
proteses de polipropileno e polipropileno com filamentos de poliglecaprone nos fibroblastos de tecidos
humanos. As proteses de polipropileno e poliglecaprone sédo as telas ja utilizadas nas cirurgias das
hérnias.

Descrigéo dos procedimentos

Durante sua cirurgia sera retirado um fragmento de pele medindo 2 Cm2 e o saco herniario que
frequentemente é retirado para a correcao da hérnia. Os dois tecidos serdo enviados para o laboratorio
de cultura de células onde faremos as células crescerem dentro de recipientes apropriados. Estas
células serdo entdo colocadas em contato com a tela de polipropileno e com tela de polipropileno com

filamentos de poliglecaprone para analisarmos o comportamento das células.

Descrigéo dos desconfortos e riscos esperados

Nenhum transtorno seré causado pela remocao dos dois fragmentos de tecido a serem estudados.

Beneficio para o paciente

Nao ha beneficio direto ao paciente.

Procedimentos alternativos
N&o existem procedimentos alternativos, pois ndo serdo acrescentados outros procedimentos aos ja

necessarios ao seu tratamento.

Garantia de acesso

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento e eventuais duvidas. O principal investigador é o Dr. Wagner Marcondes que pode ser
encontrado na Rua Napoledo de Barros 715, 2° andar, telefone 11 5576-4053. Se vocé tiver alguma
consideracéo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de ética em Pesquisa
(CEP) localizado na Rua Botucatu 572-f Cj. 14, telefone (11) 5571-1062, FAX (11) 5539-7162 ou através
do Email: cepunifesp@epm.br

Garantia de liberdade
E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do

estudo sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na instituicao.
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Direito de confidencialidade
As informacgBes obtidas ser@o analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a

identificacdo de qualquer paciente.

Direito a informacéo
O paciente tera o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando

em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

Despesas e compensacgdes
Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também ndo h& compensagéo financeira relacionada & sua participagdo. Se existir qualquer

despesa adicional, ela serd absorvida pelo orgamento da pesquisa.

Danos pessoais
Em caso de dano pessoal causado diretamente pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste
estudo (nexo causal comprovado), o participante tera direito ao tratamento médico na instituicdo, bem

como as indenizacgdes legalmente estabelecidas.

Compromisso do pesquisador
Como pesquisador, comprometo-me a utilizar os dados e o material coletado somente para esta

pesquisa.

DECLARACAO

Declaro que discuti com o Dr. Wagner Marcondes sobre a minha decisdo em participar deste
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacéo é isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso ao tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que Eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste servico.

ASSINATURA DO PACIENTE DATA
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* Para pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia

auditiva ou visual.

ASSINATURA DO REPRESENTANTE LEGAL DATA

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria, o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente

ou do representante legal para a participacdo neste estudo.

/

ASSINATURA DO RESPONSAVEL PELO ESTUDO  DATA

ASSINATURA DA TESTEMUNHA DATA




Anexo 3 — Sintese dos resultados

RESULTADOS AGRUPADOS

Atividade da metaloproteinase-2 nas linhagens de fibroblastos P e S

Quartil Quartil Menor Maior
25 75

Mediana valor valor
P1 13093 6979 14194 0 17740 6835 8078 0 9679 13093 14194 17740 13835 12424
P2 7831 0 10737 0 12675 6359 8732 7831 0 0 0 12675 10737 11307

P3 10806 6547 11597 4842 12923 10806 8635 11597 5919 6547 4842 11629 11319 12923

S1 6108 5880 12206 4304 15402 7446 6108 5880 4304 5914 4799 12206 13696 15402

S2 6293 0 13790 0 16310 5735 6858 6293 0 0 0 13790 15066 16310

S3 9644 6690 15995 5878 17913 7777 9644 11125 5878 6690 6113 15995 17913 16436

P1: Linhagens de fibroblastos de pele

P2: Linhagens de fibroblastos de pele com tela de polipropileno

P3: Linhagens de fibroblastos de pele com tela de polipropileno/poliglecaprone
S1: Linhagens de fibroblastos do saco herniario

S2: Linhagens de fibroblastos do saco herniario com tela de polipropileno

S3: Linhagens de fibroblastos do saco herniario com tela de polipropileno/poliglecaprone
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Abstract

Aim: This study aims to evaluate in fibroblasts obtained from individuals with indirect
hernia the influence of different surgical meshes [polypropylene (PPL) and
polypropylene / polyglecaprone (PPL/PG)] in the in vitro activity of the
metalloproteinase-2 (MMP-2). Methods: Fibroblasts lineages were created from
samples of the skin and the hernial sac. The cells were cultured in 3 different
environments: (a) fibroblasts only, (b) fibroblast + PPL mesh, and (c) fibroblasts +
PPL/PG mesh. MMP-2 activity was measured by zymography. Results: MMP-2 activity
is decreased in skin fibroblasts cultured with PPL (p=<.0001) and PPL/PG (p=<.0001)
meshes when compared to isolated fibroblasts. MMP-2 activity is lower in PPL mesh
group compared to the PPL/PG group (p=<.0001). MMP-2 activity is higher in skin
fibroblasts compared to hernial sac lineages irrespective of the presence (p=<.0001) or
absence (p=<.0001) of the meshes. MMP-2 activity is decreased in hernial sac
fibroblasts cultured with PPL (p=<.0001) and PPL/PG (p=<.0001) meshes when
compared to isolated fibroblasts. MMP-2 activity is higher in PPL mesh group compared
to the PPL/PG group (p=<.0328). Conclusions: MMP-2 activity is decreased in skin
fibroblasts cultured with PPL and PPL/PG meshes but increased in hernial sac
fibroblasts cultured with PPL and PPL/PG meshes.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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