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RESUMO

INTRODUGCAO: A avalia¢do do colageno na parede abdominal é cada vez
mais estudada, em virtude da relevancia do colageno no processo cicatricial ap0s
laparotomias. O aumento da populacdo obesa morbida requer conhecimento da
parede abdominal a fim de evitar complicacdes poés-operatorias relacionadas a
obesidade.

OBJETIVO: Avaliar a quantidade de colageno na linha alba de pacientes
submetidos a cirurgia bariatrica aberta no Hospital de Clinicas de Porto Alegre e
comparar com a de cadaveres nédo-obesos.

MATERIAL E METODO: Estudo observacional que avaliou dois grupos,
com total de 88 amostras da aponeurose da linha alba abdominal, divididas em 44
amostras de pacientes obesos com indicacao de cirurgia bariatrica e 44 amostras de
cadaveres nao-obesos. As amostras foram retiradas da linha alba abdominal no
periodo de 2013 a 2014 e inicialmente foram separadas conforme faixas etarias (18-
30, 31-45 e 46-60), género, medidas de IMC, circunferéncia abdominal e cervical e
espessura do subcutaneo do individuo. Foi coletado material para bidpsia da linha
alba supraumbilical para andlise de imuno-histoquimica, diferenciando o
colageno tipo | e lll e sua relacdo de tipo I/lll. Utilizou-se o programa de contagem
de pixels ImageProPlus®, que mensurou a quantidade do colageno. Foi realizada
andlise estatistica com SPSS® com nivel de significancia estatistica de
p<0,05. RESULTADOS: Todas as biopsias foram utilizadas no estudo. Em um total
de 88 amostras, a avaliacdo da caracteristica do grupo Obesidade teve idade média
+ desvio-padrao 44,11 + 9,90 anos, faixa etaria de 18-30 anos com 3 (6,8%) obesos,
31-45 com 22 (50%) obesos e 46-60 anos com 19 (43,1%) obesos. O género
feminino apresentou predominio, com 36 (81,8%) pacientes; IMC (Kg/m?2) 48,81 +
6,5, circunferéncia abdominal (cm) 136,761 + 13,55, espessura do subcutaneo (cm)
4,873 = 0,916. A quantidade de colageno tipo | foi 134683,3 + 206657,4. A de
colageno tipo Il foi 413137,2 + 283656,1. A razdo do colageno tipo I/1ll foi 0,419 +
0,636. Considerando-se faixas de idade, género e IMC, foram constatadas
diferencas estatisticas em todas as analises quando comparadas com as dos
cadaveres.

CONCLUSAO: A amostra composta de pacientes obesos moérbidos teve
uma quantidade de colageno na linha alba da regido supraumbilical menor que a do
grupo controle quando comparada com a de cadaveres nao-obesos na mesma faixa
etaria.

Palavras-chave: obesidade, colageno, linha alba.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The evaluation of collagen in the abdominal wall has
been increasingly studied because of the relevance on collagen in the healing
process after laparotomy. The increase in morbidly obese population requires
knowledge of abdominal wall to prevent post-operative complications related to
obesity.

PURPOSE: To evaluate the amount of collagen in the linea alba of
patients undergoing open bariatric surgery at Hospital de Clinicas de Porto Alegre
and compare it with non-obese cadavers’.

METHODS: Observational study evaluating 88 samples of aponeurosis
from abdominal linea alba of 44 obese patients and 44 non-obese cadavers. The
samples were collected in 2013 and 2104, and were sorted according to age (18-30,
31-45 and 46-60), gender, BMI, waist and cervical circumference, and subcutaneous
tissue thickness. Material for biopsy was collected from the supraumbilical region of
the linea alba for immunohistochemical analysis differentiating collagen type 1 and
type 3 and the 1/3 ratio. ImagePro Plus pixel counting software was used to measure
the amount of collagen. SPSS® statistical analysis was performed with statistical
significance level of p<0.05 was performed.

RESULTS: All biopsies were used in the study. In a total of 88 samples,
the evaluation of the Obesity group evidenced mean age * standard deviation 44.11
+ 9.90 years, 18-30 age group with 3 (6.8%) obese individuals, 31-45 with 22 (50%)
and 46-60 with 19 (43.1%). Females had a prevalence of 36 (81.8%) patients; BMI
(kg / m?) 48.81 + 6.5, waist circumference (cm) 136.761 + 13.55, subcutaneous
tissue thickness (cm) 4.873 + 0.916. Considering age groups, gender and BMI, there
were statistical differences in all tests when compared with the cadavers.

CONCLUSION: The amount of collagen in the linea alba above the
umbilical region in the morbidly obese patients was smaller than in the non-obese
cadavers in the same age group.

Keywords: obesity, collagen, linea alba.
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1. INTRODUCAO

O reparo das hérnias da parede abdominal continua sendo a operagdo mais
frequente para o cirurgido geral. Durante muito tempo, inUmeros estudos foram
desenvolvidos na busca das causas e do melhor método de tratamento.*

As causas de falha na aproximacdo da parede abdominal sdo importantes
temas de pesquisa. Os defeitos de parede abdominal em pacientes obesos
apresentam indices elevados, que chegam a 30% apdés laparotomias. Desse modo,
identificar os fatores que podem influenciar o grau de forca e a resisténcia da parede
abdominal de pacientes com indice de massa corporal elevado — acima de 35 Kg/m?
— e possiveis eventracdes no pds-operatdrio torna-se fundamental para o cirurgiaos3.

A substituicdo de matriz estrutural da parede abdominal com colageno tipo |
pelo colageno tipo Ill j& foi descrita como causa de hérnias em regido inguinal®”.
Entretanto, até o momento, ndo foram estabelecidas sua quantidade e
estratificacdes nos pacientes obesos e suas estratificagcdes na regido supraumbilical.
O presente estudo pretende identificar o tipo de colageno da parede anterior dos
pacientes submetidos ao procedimento cirdrgico bariatrico em um hospital publico de

Porto Alegre.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1Func¢éo da parede abdominal

A parede abdominal anterior € formada pela unido da musculatura anterior do
abdome e tem como finalidade proteger e manter o contetdo da cavidade em
equilibrio. Além disso, a parede abdominal proporciona movimentos diretos e
indiretos nas funcgdes respiratdria — como tosse e movimentos respiratorios —, motora
— com movimentos de contracdo anterior e rotacdo — e digestdria — exercendo o
aumento da pressao intra-abdominal e auxiliando em vomitos, evacuacdo e
miccdo.>” De Troyer (1983) aponta trés qualidades para a funcdo da parede
abdominal, o que inclui controle da tonicidade da parede, contracdo e manutencéo

da pressdo hidroestatica do contetido.®

2.1.1 Linha alba

O musculo reto abdominal é composto por duas bandas musculares envoltas
em uma bainha fibrosa anterior e posterior, composta de tecido conjuntivo
(aponeurose). A unidao medial dessa aponeurose forma a linha alba (LA). O limite
superior inicia-se no processo xifoide e estende-se para baixo, a frente do abdome,
até o pubis, limite inferior. A distribuicdo das fibras ao longo da linha média da-se por
meio de trés componentes entrelacados que se fundem em diferentes posi¢cdes ao

longo da bainha muscular.
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Figura 1: Modelo de corte axial do abdome mostrando a disposicdo dos feixes aponeurdticos
superior, médio e inferior da bainha do musculo reto abdominal. Em vermelho, local de biépsia do
estudo.

O entrelacamento das fibras de tecido conjuntivo que circundam o musculo
reto abdominal é formado por fibras dos musculos obliquos externos, internos e
transverso do abdome. Esta disposicdo das fibras muda a medida que se estende
da parede superior para inferior no nivel da linha arqueada, onde a disposi¢cdo das
fibras e fusdo na linha média se posicionam anteriormente.

Estudos que avaliam a forca de sustentacdo da parede abdominal mostraram
gue a disposicao das fibras na linha média pode suportar até 180N de forca aplicada
em uma direcdo transversal.® Essa forca resulta das disposicées das fibras de tecido
conjuntivo e da musculatura, que se adaptam aos diferentes niveis de exigéncia
para a contencdo do contetido abdominal.*®

A contragcdo muscular na linha média corresponde a uma forgca simultanea
que distribui as forgas para produzir um efeito protetor do contetdo abdominal em
diferentes sentidos de orientacdo, permitindo adaptabilidade as exigéncias dos
11-12

tecidos.

Askar, em 1977, avaliou a disposicdo da aponeurose em diferentes niveis,
dividindo em porgfes da parede abdominal em trés camadas — sendo estas as de
maior frequéncia —, seguidas das de duas camadas e, com menor frequéncia, as

paredes com apenas uma camada aponeurética. Em virtude desses achados, o
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estudo sugeriu atencdo ao fechamento da parede abdominal, uma vez que um
processo de aumento de pressdo poderia causar o rompimento das fibras.*?

A mecanica da estrutura da parede abdominal pode ser explicada em parte
pela nédo-linearidade e anisotropia das fibras de colageno. Esta distribuicdo das
fibras pode justificar a elasticidade da parede, que se deforma de maneira a ajustar
as pressoes internas, distribuidas pela lei de Laplace.'

As caracteristicas da linha alba foram mensuradas pela espessura e
densidade das fibras, com intencdo de dividi-las em niveis de resisténcia. Modelos
de tracdo para quantificar a resisténcia tecidual vém evoluindo, e as pesquisas neste
ambito tentam unificar uma classificacdo e estratificacdo de risco, necessarias para
identificar as variabilidades biomecanicas e estruturais da linha alba.*

A avaliacdo do colageno como estrutura formadora da linha alba entra como
foco das sequéncias de estudos da parede abdominal. Entres as medidas
abordadas, tentou-se, por exemplo, dividir os tipos de entrelacamento das fibras nos
dois géneros — feminino e masculino. Alguns autores indicam uma diferenca no sexo
feminino quanto a forma, a distribuicdo e ao tamanho das fibras quando comparadas
com as da parede abdominal do sexo masculino. Estudos realizados em cadaveres
tendem a referir uma maior espessura e um maior comprimento das fibras de
coldgeno tanto em regido supra quanto infraumbilical nos homens, além de uma
maior espessura de fibras quando comparadas a das fibras de colageno inferiores
no mesmo género.*®*’

Além da espessura diferente de fibras de colageno, a direcdo das fibras era
alterada ao longo da linha alba. Essa diferenca foi observada em estudo de
propriedades biomecanicas da linha alba no qual as fibras foram divididas em
transversa, obliqua e longitudinal. Sugeriu-se, entdo, que h& diferenca entre os
géneros, sobretudo na orientacdo das fibras, quando comparadas as forcas
exercidas em cada individuo. Em homens, a distribuicdo das fibras ocasionaria um
maior grau de complacéncia longitudinal. A apresentacdo das fibras da linha alba
nos homens ocorre preferencialmente no sentido transverso.® Porém, ao
analisarmos os dados descritos, vemos uma miscelénea de individuos sem maiores
estratificacdes; os estudos carecem de informacbes, como o tipo de colageno
presente nas amostras, o indice de massa corporal e o niumero de gestacdes nos

individuos do sexo feminino.*®
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Figura 2: Modelo de arquitetura das fibras de colageno na linha alba. Adaptacéo - Grabel D.
(2005, p. 118-125)

A procura de métodos de avaliacdo da parede abdominal para identificar
possiveis defeitos e alteracdes estruturais, um estudo que avaliou a linha alba de
cadaveres frescos congelados, do ponto de vista anatomorradiolégico e
biomecanico, ndo encontrou diferenca significativa na composi¢ao e nos parametros
avaliados entres as idades, 0s géneros e os tipos morfolégicos.?°Outro estudo, que
avaliou a forca das estruturas da parede abdominal, também ndo mostrou diferenca
estatistica na comparacdo dos grupos de diferentes faixas etarias,diferentes IMC e
diferentes constituicbes de massa corporal. Tal estudo orienta para a diversidade e a
complexidade da parede abdominal.?*

A linha alba tem sua maior incidéncia de incisbes para abordagem cirurgica
no acesso laparotbmico, caracterizado pela posicdo denominada subxiféidea,
epigastrica, umbilical, infraumbilical e suprapubica, conforme descricdo da
Sociedade Europeia de Hérnia. Esta classificacado foi desenvolvida para orientar a
uniformidade de descri¢cdes de defeitos e padronizar os estudos da linha média em

centros de referéncia. %°

2.1.2 Colageno

O colageno € um dos componentes estruturais dos tecidos. A resisténcia
estrutural deve-se a composicao de fascias e das aponeuroses. Existem 28 tipos de
coldgeno, correspondendo a 30% do total de proteinas do corpo humano e a
composi¢cdo essencial da unido dos musculos da parede anterior do abdome e,
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inclusive, da linha alba. A composi¢éo das fibras torna o tecido de sustentacao rigido
e estavel devido ao entrelagamento dos pequenos bastdes e as formacdes da tripla
hélice em trés camadas alfa (polipeptidicas). Estudos sobre os tipos de colageno na
composicao das fascias e aponeuroses encontraram o colageno do tipo I, que € a
forma predominante no corpo humano, chamado também de tipo adulto; sua
estrutura inclui a formacdo de tecidos com rigidez e elasticidade, resistentes as
pressdes exercidas pelos musculos adjacentes. O colageno do tipo Ill € conhecido
como colageno jovem, imaturo, que, ao interagir com o0s demais tipos, reforca o
tecido lesado durante uma ruptura ou na formacgé&o cicatricial dos tecidos, inclusive
na proliferac@o e reparo de vasos sanguineos. Em uma cascata de agfes, a lesdo
inicia o processo de reparacao, orientando as células a um aumento da sintese com
liberacdo dos ribossomos dos peptideos ao reticulo endotelial, que libera o pré-
coldgeno em forma de vesiculas, que ao serem soltas para fora da célula formara o
colageno.?

Descrito com variantes de suas formas e padrdes de estrutura, o tipo de
colageno mais encontrado é o | (predominantemente formado por trés cadeias
longas e considerado tipo adulto). O colageno tipo lll € caracterizado como um tipo
de colageno imaturo, considerado jovem, pois as fibras reticulares sao constituidas
de uma Unica camada. Foi encontrado em maior nimero em estudos que analisaram
hérnias abdominais da linha alba em comparacdo com pacientes sem hérnia na
regido periumbilical.®® Estudos confirmam um decréscimo da quantidade de
hidroxiprolina, fibra reticular que forma o coldgeno, na bainha do musculo reto
abdominal de pacientes com hérnia inguinal indireta e direta®*, assim como ocorre
na fase cicatricial da ferida operatéria, em que h& uma proliferacédo fibroblastica e

\

uma sintese de colageno tipo Il diminuida quando comparada a do tecido
normal.?>%"28

As propriedades tensionais dos tecidos tém relagédo intima com os tipos de
coldgeno, o que depende da interacdo entre as moléculas e os seus substratos de
formacado. O arranjo helicoidal das fibras fornece a estrutura fisico-quimico-mecéanica
adequada para um tecido de sustentacdo maleavel as forcas a que ele é submetido.
Essas interacOes entre os principais tipos de colageno sao associadas pelas unides
covalentes a partir da sintese que ocorre no nivel intracelular; por conseguinte, a
procura do método de identificagdo dos tipos de colageno pode ser feita com bases

na imuno-histoquimica. 2°=°
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2.1.3 Imuno-histoquimica

A metodologia de analise imuno-histoquimica do colageno pode ser feita com
varios marcadores. A coloragdo da amostra apds sua fixacdo € marcada pela reacéo
antigeno-anticorpo, principalmente em dois métodos: direto e indireto.

A opcéo pelo método indireto ocorre devido ao maior grau de sensibilidade
do teste, visto que, no anticorpo primario ndo-marcado, reage com o tecido e, a
partir de um segundo anticorpo,a enzima reage com 0 primeiro, evidenciando a

positividade do teste. 332

2.1.4 Abertura da linha média

A opcao pela abertura da cavidade abdominal em procedimentos cirlrgicos
da-se pela disposicdo anatdbmica e por apresentar menos danos a parede, incluindo
0S musculos, nervos e fornecimento vascular da parede abdominal, uma vez que
estas estruturas ndo atravessam a linha média.

Além de fornecer um acesso rapido a cavidade, a extensdo da incisdo pode
ser aumentada para melhora da manipulacdo ou de necessidade ao acesso em
locais ndo planejados do procedimento previsto, incluindo cirurgias de urgéncia e de
grande porte. As alternativas de acesso incluem as incisdes para-mediana, obliquas,
transversas e para acesso laparoscopico. Ha estudos comparativos que mostram
uma tendéncia a incisdes transversas, mas este tema ainda néo foi devidamente
esclarecido em outros trabalhos publicados, e mesmo o acesso laparoscépico
apresenta controvérsias nos locais de acesso & cavidade.®?3334

O processo de encerramento para laparotomia mediana abdominal, ou
incises verticais através da linha alba da parede abdominal, frequentemente resulta
em complicacbes e mais danos para os tecidos circundantes. Isto faz com que,
muitas vezes, ocorram multiplos danos a parede abdominal, que se apresentam

como saliéncias anormais de tecido ou de um 6rgéo ao longo da incis&o.>>%°
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2.1.5 Fatores de risco de defeitos de fechamento da parede apos procedimento

Alteracdes na parede abdominal apés um procedimento cirdrgico podem ser
decorrentes de fatores que influenciam a estrutura, forma, composicao e distribuicdo
das fibras, cicatrizacdo, aumentos de pressdes intra-abdominais, uso excessivo de
forca abdominal, doengas hereditarias e adquiridas. Os fatores podem ser divididos
em fatores relacionados ao paciente, como idade acima de 60 anos, género
masculino, obesidade com IMC>25Kg/m2 e comorbidades, que incluem o diabetes,
doenca pulmonar crbnica, ictericia obstrutiva, paciente em tratamento de
imunossupressores, quimioterapia e esteroides. Os fatores relativos a cirurgia séo:
procedimento de urgéncia, resseccao intestinal, aneurisma de aorta abdominal,
fechamento de estomas, peritonites, reintervencdes cirdrgicas, tipo de técnica
cirirgica para fechamento da parede, infeccdo de ferida operatéria, tempo cirdrgico
prolongado, perda macica de sangue e experiéncia do cirurgido. Os fatores
biolégicos incluem o colageno e doencas relacionadas a sintese do colageno,
tabagismo e estado nutricional deficiente. 3’

Os fatores de maior gravidade sdo doenca pulmonar crbnica, obesidade, uso
de esteroides, diabetes mellitus, desnutricdo, ictericia, radioterapia, quimioterapia e

uso de anticoagulante oral.®

Os fatores de menor gravidade incluem idade, sexo
masculino, ventilagdo mecéanica no poés-operatorio, insuficiéncia renal, doencas do
colageno, malignidade, transfusdo de hemoderivados e anemia crénica. Infec¢do de
ferida operatoria, obesidade e fechamento de sutura técnica sdo considerados os
fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento de Hérnia Incisonal (H1).3*
40.

A tosse crbnica, apneia do sono, tabagismo, obesidade, historia familiar,
prematuridade, trabalho bracal, histéria de constipacdo, problemas urinarios,
gestacdo e medicamentos, principalmente esteroides e quimioterapicos, alteram em
alguma forma a parede abdominal.***Um software especifico para mensurar os
riscos do procedimento cirdrgico de fechamento da parede abdominal foi
desenvolvido, considerando os fatores de risco. Diabetes mellitus, tabagismo,
cirurgia de hérnia prévia, ostomia, infec¢cdo de repeticdo, cirurgia de separacao de
componentes e obesidade sao tidos como critérios de gravidade a serem excluidos

para diminuicdo de risco cirdrgico e pés-operatério desta populacéo.*®
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2.1.6 Obesidade

A doenca obesidade aumenta em propor¢cdes mundiais, inclusive em
criangas. Esté relacionada a causa de diversas doencas, e estima-se que mais de
400 milhdes de pacientes no mundo apresentam sobrepeso, 127 milhdes
apresentam obesidade e mais de 9 milhdes excedem os 40 kg/m2 de indice de
massa corporal.** O padréo-ouro para tratamento da obesidade mérbida é a cirurgia
bariatrica. As modalidades de melhor resultado cirdrgico em longo prazo sdo a
gastroplastia em Y de Roux e a derivacao biliodigestiva (Switch Duodenal), que se
mostraram as técnicas mais promissoras na reducéo de peso desses pacientes.* A
laparotomia € o acesso a cavidade abdominal para realizagdo da cirurgia bariatrica;
contudo, vem perdendo espaco para a cirurgia laparoscopica e estd em

desenvolvimento a cirurgia robdtica.

Sabe-se que a obesidade é fator de risco para hérnias incisionais e que o
indice de hérnias incisionais ap0os by-pass gastrico via laparotomia varia de 4 a 30%.
Desse modo, o cirurgido deve ter a correcao cirdrgica das hérnias abdominais como

parte integrante do tratamento das deformidades desses pacientes.*®

Entre os possiveis fatores de risco atribuidos a hérnia incisional, estédo
fechamento inadequado da parede abdominal, incisdo na linha média, infeccdo de
sitio cirargico e sobrepeso (IMC >25). Outros fatores de risco, como a caracteristica

individual do paciente, ainda nao estéo claros.®

O aumento crescente do numero de cirurgias bariatricas tem trazido ao
cirurgido o grande desafio de tratar um novo grupo de pacientes. A abordagem na
linha média (linha alba) é o acesso a cavidade abdominal mais realizado em nosso
meio, e a obesidade é fator de risco para hérnias incisionais. Os indices de
pacientes com deformidades ocasionadas pelo ganho ponderal demasiado e
exacerbadas pelos fatores de risco de hérnia incisional superam 25% quando
comparados aos da populacdo em geral, que ocorre préximo a 10%.Mesmo com 0
advento da cirurgia laparoscoépica, ainda ha casos de hérnia em portais em torno de
5%, e, apesar do avanco das cirurgias roboticas, este indice chega aos 8% das
cirurgias com portal acima de 10 mm de diametro.*” Mesmo com uso de incisdes
menores, 0s indices de hérnias em portais apresentam porcentagens semelhantes

de incidéncia.*®
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2.1.7 Hérnia Incisional

As hérnias correspondem a protrusdo parcial ou total de uma viscera ou
orgado contido em um saco com revestimento peritoneal para fora da parede
abdominal através de um defeito na parede musculo-aponeurética. Elas podem
ocorrer em diversas posi¢cdes: umbilicais (10%), epigastricas (6%) e incisionais
(10%), em que 77% s&o da linha média, e femorais (5%) ou inguinais (69%). 2*

As hérnias da parede abdominal sdo a principal causa de internacéo cirdrgica
nos hospitais gerais, sendo a operacdo mais executada no Brasil e no mundo.>’A
hérnia incisional (HI) é uma das mais comuns complica¢des da cirurgia abdominal,
com uma estimativa global de incidéncia variando de 2 a 11% apds cirurgias
abdominais. Nestas, 80-95% desenvolvem-se de seis meses a trés anos apoés a
cirurgia inicial. Contudo, a verdadeira incidéncia é provavelmente subestimada. De 8
a 29% de casos de HI sdo assintomaticos e, por conseguinte, permanecem
desaparecidos se o paciente ndo é examinado fisicamente.>*

Considerando a cirurgia de correcdo de obesidade morbida, a hérnia de
parede abdominal anterior incisional é a complicagcdo mais comum pds-operatéria de
gastroplastia em Y de Roux da cirurgia aberta em pacientes obesos mérbidos.*®

A caracterizagdo dos fatores de risco de hérnia incisional inclui pacientes com
IMC acima de 24,4 kg/m?, infeccdo profunda de sitio cirdrgico, espaco de tecido
subcutaneo aumentado e infeccdo local.>’Na estratificacdo do risco, IMC acima de
30 kg/m? parece ser um fator de pior progndstico,’*sendo que todos os fatores
apontam para a perda de substrato e qualidade de fechamento da linha média com o
acréscimo de peso.

Os fatores de risco modificaveis dos pacientes com hérnia incisional podem
ocasionar uma piora na qualidade de fechamento do defeito. O tabagismo entra
como fator de risco modificavel, com taxas de 3,93 OR (IC 1,82-8,49). A associacéo
deste fator aos ndo-modificaveis, como idade avancada, agrava as complicacdes
cirdrgicas, principalmente na sutura do defeito.

As alteracOes no colageno da parede abdominal sdo causas de formacéo de
hérnia abdominal. Uma das explica¢cdes para esse fendbmeno é o fato de a proporcao
de colageno tipo | / lll estar diminuida nos pacientes com hérnia incisional devido a

um aumento relativo do colageno do tipo lll, que é conhecido por apresentar
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diametros e fibrilas menores, reduzindo a resisténcia mecanica da parede
abdominal. >*>°

A abordagem do tema tem relevancia na estratificacdo de risco e ainda
progndéstico intervencionista na hérnia incisional em pacientes com alto risco. O
conhecimento das propriedades mecéanicas complexas da parede abdominal é
importante para o design, desenvolvimento e fabricacdo de implantes capazes de

suportar a parede abdominal na correcdo de hérnia.

E possivel sugerir uma predisposicdo a formacdo de hérnia incisional em
pacientes com indicacdo de cirurgia bariatrica. A proposta deste trabalho € avaliar o
coldgeno em pacientes obesos e compara-lo ao de cadaveres ndo-obesos, com

vistas a avaliar a parede abdominal dessa populacéo.
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3 OBJETIVO

3.1Geral
Proceder a uma analise quantitativa do colageno tipo | e tipo Il da linha alba

supraumbilical em pacientes obesos mérbidos.

3.1.1 Especifico
Analisar e comparar a quantidade do coldgeno em linha alba de pacientes

obesos moérbidos e de cadaveres ndo-obesos.
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4 METODO

4.1 Delineamento

O presente estudo é um caso-controle com casos incidentais. Foram analisadas
amostras de linha alba de pacientes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre com
indicacdo de cirurgia bariatrica e de cadaveres ndo-obesos do Departamento Médico

Legal de Porto Alegre.

4.2 Aspectos éticos

O protocolo foi aprovado pelo Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacdo do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre e pela Comisséo de Etica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, sob o parecer de numero 269.331/2013. Houve
também a aprovacdo do protocolo e liberagcdo para execucdo do estudo por
parte do Departamento Cientifico do Departamento Médico Legal de Porto

Alegre.

4.3Amostra

A amostra do estudo foi composta por dois grupos. O nimero de individuos de
cada grupo foi estipulado pelo célculo de amostra baseado no estudo, no qual foi
estabelecida a necessidade de mensurar uma diferenca minima de 80 pixels entre o
colageno total de pacientes obesos e de controles, com um desvio-padrdo de 131
pixels.Considerando um poder estatistico de 80% e um nivel de significancia de
a=0,05, sdo necessarios no minimo 44 sujeitos em cada grupo, totalizando 88

individuos analisados.?

4.40rganograma
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44 Cadaveres

88 Casos /
iy

44 Pacientes
Obesos

4.5Grupo de estudo

O grupo Obesidade é composto por 44 pacientes ndo selecionados que
realizaram cirurgia de gastroplastia com derivacdo em Y de Roux no Hospital de

Clinicas de Porto Alegre no periodo de marco de 2013 a dezembro de 2014.

4.5.1 Critérios de inclusédo
1) Pacientes atendidos no ambulatério de Cirurgia Digestiva do Hospital de Clinicas

de Porto Alegre que concordam com o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE);

2) Pacientes com diagndéstico de Obesidade Morbida e com indicacdo de cirurgia
bariatrica (IMC>40 ou IMC>35 com comorbidades);

3) Pacientes maiores de 18 anos e menores de 60 anos.

4.5.2 Critérios de excluséo
1) Pacientes submetidos a uma cirurgia prévia na linha alba supraumbilical;

2) Pacientes com deformidades ou lesdes na parede anterior;
3) Pacientes com doencas degenerativas;
4) Pacientes portadores da Sindrome de Marfan, Osteogenisis Imperfecta e

Sindrome de Ehlers-Danlos.

O grupo cadaver é composto de 44 cadaveres ndo selecionadosdo
Departamento Médico Legal de Porto Alegre.

Critérios de inclusao

1) Individuos com até 12 horas de falecimento;
2) Individuos maiores de 18 anos e menores de 60 anos;
3) Individuos com IMC maior de 18 Kg/m?e menor de 25 Kg/m?.

Critérios de Exclusdo

1) Pacientes submetidos a uma cirurgia prévia na linha alba supraumbilical;
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2) Pacientes com deformidades ou lesdes na parede anterior;
3) Pacientes com doencas degenerativas;
4) Pacientes portadores da Sindrome de Marfan, Osteogenisis Imperfecta e

Sindrome de Ehlers-Danlos.

4 .6Procedimentos

Os pacientes foram atendidos durante a rotina no ambulatério, sendo informados
quanto ao protocolo de pesquisa. Ao concordarem em participar, foram colhidos os
dados referentes aos critérios de inclusdo e exclusao.

O estudo foi composto de analise do colageno da parede anterior do abdome junto a
incisdo laparotbmica durante o procedimento de gastroplastia com derivacao
intestinal em Y de Roux.

A coleta da amostra da linha alba, de tamanho 1 cm x 1 cm, foi realizada na
incisdo do procedimento cirdrgico em linha média a partir de 5 cm do angulo do
processo xifoide (Figura 1).A amostra foi armazenada em solucédo de formalina para
fixacdo e posterior estudo histoquimico. Terminado o procedimento, todos os
pacientes foram encaminhados a sala de recuperacdo com analgesia padrdo e
procedimentos de rotina do hospital.

Para a constituicdo do grupo controle, foram realizadas visitas ao DML, onde
foram identificados cadaveres que preencheram os critérios de inclusao e excluséo.
A partir da autorizagcdo do TCLE, o pesquisador acompanhava a necropsia padrao
do DML executada pelo médico legista. Em seguida, o pesquisador realizava a
coleta de amostra da linha alba, com abordagem da linha média a partir de 5 cm do
processo xifoide. Posteriormente, as amostras eram armazenadas em frascos com

formalina para fixacdo e subsequente estudo histoquimico.

4.7 Andlise histolégica

O estudo histopatoldgico foi realizado no Servico de Patologia Experimental
do HCPA. O processo de analise histolégica foi iniciado ao ser obtido o numero

minimo de amostras de cada grupo. As pecas foram retiradas da solucdo de
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formalina, desidratadas em concentracdes crescentes de etanol, clarificadas em xilol

e incluidas em blocos de parafina.

O método de coloracdo empregado neste trabalho foi o de imuno-histoquimica.
Cada amostra do estudo resultou em duas laminas: uma lamina de imuno-
histoquimica para colageno tipo | e uma lamina de imuno-histoquimica para

colageno tipo lll. Foi produzido e corado um total de 176 laminas.

A avaliagdo quantitativa e qualitativa dos colagenos tipos | e Il foi realizada
por meio de imuno-histoquimica, método indireto,com a utilizacdo do Anticorpo
Policlonal Anticolageno Tipo | (PA1-85317) e do Anticorpo Policlonal Anticolageno
Tipo 11l (PA1-85314).%"

Utiliza-se um sistema de imagens composto por um microscopio Olympus
(Toquio, Japdo) com uma videocamera Sony (Téquio, Japdo) acoplada. O sinal de
video foi digitalizado em 32bits em um computador pessoal com uma resolucédo de
1280 (horizontal) por 960 (vertical) pixels e 24 milhdes de cores. O software
empregado foi Q-Capture Pro 5.1. Foram digitalizados 10 campos de 400 vezes de
aumento por lamina, num total de 1760 imagens digitalizadas sob a forma de
arquivos de extensao tiff. As imagens digitalizadas foram analisadas utilizando-se o
Programa Aplicativo Image Pro-Plus, versdo 3.1 (Media Cybernetics, Silverspring,
U.S.A), medindo-se as areas coradas em marrom — positivas — nas laminas coradas
para colageno tipo | e as areas coradas em azul — positivas — nas laminas coradas

para colageno tipo lll.

4.8 Analise estatistica

Na analise estatistica, foi utilizado o teste U de Mann-Whitney para as variaveis
quantitativas com distribuicdo assimétrica; para as variaveis continuas com
distribuicdo normal, foi usado o teste t de Student. As analises com p<0,05 para a
magnitude das diferencas estatisticamente significativas foram consideradas. O
SPSS (Statistical Package for Social Science) versdo 22.0 foi usado para analise

dos dados.
Para a analise dos resultados, aplicaram-se 0s seguintes testes:

1- Teste t para amostras independentes para comparar as meédias de idade,

contagem de colageno na linha alba e coldgeno no campo amostral nos grupos;
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2- Teste U de Mann-Whitney para amostras ndo-parameétricas, para colagenos tipo |
e tipo Il na linha alba e colageno no campo amostral entre 0s grupos, selecionaram-

se 0s géneros (masculino e feminino);

3- Teste U de Mann-Whitney para amostras ndo-paramétricas, para colagenos tipo |
e tipo Il na linha alba e colageno no campo amostral entre os grupos, selecionaram-

se as faixas etarias 18-30, 31-45 e 46-60 anos;

4- Teste U de Mann-Whitney para amostras ndo-paramétricas, para colagenos tipo |
e tipo Il na linha alba e colageno no campo amostral entre 0s grupos, selecionaram-

se as comorbidades.
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5 RESULTADOS

O estudo foi conduzido até a totalizacdo das amostras de cada grupo.
N&o houve complicagbes cirlrgicas no grupo de pacientes obesos pela coleta da
amostra tecidual. As analises descritivas de cada grupo foram apresentadas em
meédia e desvio-padrao, com suas respectivas porcentagens, na Tabela 1.

A medida inicial de caracterizacdo das amostras dos grupos envolvidos
mostra um perfil do grupo Obesidade com média e desvio-padrdo de idade, em
anos, de 44,11 + 9,9. Houve predominio do género feminino, com presenca de 36
(81,8%) dos individuos com peso, em Kg, del28,7+ 23,02, totalizando um IMC
(Kg/m2) de 48,89 + 6,50.0 excesso de peso (peso anterior a cirurgia —
correspondente ao IMC=25 de sua altura) teve como média e desvio-padréo
62,89+19,13 kg, respectivamente.

O grupo com cadaveres apresentou um predominio do género masculino,
com 36 (81,8%) dos casos, média e desvio-padrao de idade 32,7+7,05, com peso de
69,96+6,82 e IMC de 23,98 +1,17 (Tabela 1).

Em termos de comorbidades, considerando-se o grupo Obesidade
durante o exame pré-operatorio, foram encontrados apenas dois pacientes higidos,
sendo que 42 (95,5%) pacientes do total de 44 tinham pelo menos uma
comorbidade, com destaque para hipertensdo arterial sistémica (HAS) em 38
(86,4%) pacientes, diabetes mellitus em 18 (40,9%) e histéria de tabagismo. No que
se refere ao tabagismo, 10 (22,72%) pacientes disseram ter cessado o tabagismo
havia mais de dois anos, dois (4,54%) pacientes cessaram de um ano até trés
meses antes da cirurgia e 32 (72,72%) negavam contato com tabagismo. Dentre os
pacientes com histéria de doencas pulmonares cronicas, incluindo asma, apenas
cinco (11,4%) eram usuarias de corticoide nasal em dose baixa,<100mcg por dia, e
19 (43,2%) pacientes tinham sintomas de apneia do sono. Hipotireoidismo esteve
presente em nove (20,5%) pacientes, e 0 numero de gestacfes teve média e desvio-
padrao de 1,48 = 1,83 por paciente. No grupo Controle, foram excluidos os pacientes
com historia de comorbidades, incluindo tabagismo e gestacéo (Tabela 1).

As medidas antropométricas foram utilizadas para diferenciar o padréo de
distribuicdo do peso e gordura nos dois grupos. O grupo Obesidade, em todas as
mensuragoes, apresentou diferengas estatisticamente significativas, incluindo Altura

com meédia e desvio-padrdao de 170,62 + 7,49 versus 162,36+7,64, em cm, com
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p<0,01 quando comparado ao grupo de cadaveres. Seguiram-se as analises de IMC
com indices de 48,89 + 6,50versus 23,98 +1,17 Kg/m2, com p<0,01. As medidas de
circunferéncia abdominal, em <@m(136,76 + 1355 versus 80,06 + 6,82),
circunferéncia cervical (42,57+4,20 versus 36,57+2,05), circunferéncia braquial
(41,66%4,89 versus 27,33+3,62), circunferéncia da cintura (121,45+12,16 versus
78,41+6,34) e circunferéncia do quadril (139,33+15,58 versus 90,26+7,72) obtiveram
diferenca estatistica significante para p<0,01 nos grupos Obesidade e Cadaver,
respectivamente. A espessura da gordura do subcutaneo no local da bidpsia para
abordagem da linha alba no grupo Obesidade, com média e desvio-padrdo em cm,
alcancou 4,87 + 0,91 versus 1,94 + 0,61 do grupo Cadaver, apresentando um
p=0,007 (Tabela 2).

A contagem do colageno foi feita por meio do programa ImageProPus®a
partir de fotografias obtidas mediante microscopia 400x, que captura a imagem e a
transforma em pixels (1200 por campo de amostra). O grupo Obesidade apresentou
uma média e desvio-padrao de 134683,3 + 206657,4 pixels na amostra de coldgeno
tipo |, 413137,2 + 283656,1 pixels na amostra de colageno tipo Ill e 0,419 + 0,636
para a razao do colageno tipo I/lll. J& o grupo Controle apresentou uma quantidade
média e desvio-padrao 1587378,8 + 719527,5 de pixels para o colageno tipo |, uma
média de 630629,1 + 396242 para o colageno tipo Il e a razédo do colageno tipo I/l
com 8,96 + 27,49 pixels. Quando comparados os grupos Obesidade e Cadaver, o
grupo Obesidade apresentou uma contagem menor de colageno do tipo | nas trés
amostras; utilizando-se o Teste U de Mann-Whitney, este mostrou a diferenca
estatistica significativa de p<0,001 nas amostras do colageno tipo Ill e razdo dos
colagenos I/lll e, ainda, um p=0,03 no colageno do tipo | (Gréfico 1).

A analise dos colagenos propriamente dita seguiu na tentativa de elucidar
se havia diferengas entre as amostras do mesmo género. Utilizamos a comparacao
da quantidade de colageno no sexo feminino com o Teste U de Mann-Whitney para
amostras independentes com o colageno tipo lll, e a razdo dos colagenos I/l
apresentou diferenca estatistica significativa, com a contagem maior no grupo

Cadaver para um p<0,001 e o colageno tipo | com p=0,011.

A contagem dos colagenos tipo Ill e a razdo dos colagenos I/l

apresentaram diferencas estatisticas significativas (p<0,01) no género masculino no
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grupo Cadaver quando comparadas com as do grupo Obesidade. J& a contagem do
coldgeno do tipo | ndo apresentou diferenca, com valor de p=0,068 (Gréfico 2).

Optamos por estratificar por faixas etarias para uma analise detalhada do
colageno dos grupos. O primeiro grupo, com idades variando de 18 a 30 anos, no
grupo Obesidade, teve trés (6,8%) pacientes versus 21 (47,7%) individuos no grupo
Controle. No grupo de 31 a 45 anos, foram 22(50%) versus 21 (47,7%) pacientes. Ja
na faixa de 46 a 60 anos, constataram-se 19(43,2%) pacientes versus dois (4,5%)
individuos no grupo Controle. Utilizando-se o Teste U de Mann-Whitney, nas
analises do grupo 18-30 do colageno tipo Il e razdo I/lll, houve diferenca estatistica
significativa com p=0,06, que ndo se apresentou no colageno tipo I, com valor de
p=0,965 (Gréfico 3). A mesma analise foi realizada para os demais grupos,
apresentando-se para o colageno tipo Il e razdo dos colagenos I/lll com diferenca
no grupo 31-45, e ndo mostrou diferenca estatistica na analise do colageno tipo I,
com p=0,052(Grafico 4). Entre os individuos com idade mais elevada (46-60 anos),
manteve-se a mesma identificacdo de menor quantidade de coldgeno no grupo
Obesidade na comparagcdo com o grupo Cadaver, com colageno tipo Il e razéo I/ll,
com p=0,023 e p=0,042, respectivamente, ndo havendo diferenca na contagem e

colageno do tipo |, com p=0,188 (Gréafico 5).

As comorbidades dos pacientes do grupo Obesidade ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa quando comparadas com as quantidades de
colageno tipo |, tipo Il e razdo I/lll com a presenca de HAS, DM, DPOC, SAHOS,

hipotireoidismo, tabagismo e niamero de gestacdes.
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o 2 = p———]

Figura 3: A sequéncia realizada para analise do colageno a partir da contagem de pixels
utilizando o software ImagePro Plus®.

Figura 4: Fotomicroscopia 400X com colora¢do imuno-histoquimica para colageno
tipo I. Grupo Obesidade e grupo Cadaver, respectivamente.



Figura 5: Fotomicroscopia 400X com coloragdo imuno-histoquimica para colageno tipo
Ill. Grupo Obesidade e grupo Cadaver, respectivamente.
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6 DISCUSSAO

O estudo seguiu a linha de pesquisa de defeitos da parede abdominal,
desenvolvida ao longo dos anos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre em conjunto
com a Universidade Federal do Rio Grande do Sul, tendo como coordenador o
Professor Dr. Manoel R.M. Trindade. A amostra de pacientes do ambulatorio de
cirurgia bariatrica do HCPA tem uma diversidade de caracteristicas e variabilidade
de pacientes, incluindo pacientes sem comorbidades e outros com multiplas
doencas associadas e em graus de evolugéo variados.?3%426:5

O colageno continua sendo estudado para avaliacdo de fechamento
adequado de laparotomia e no reparo das hérnias da parede abdominal. O estudo
mostra uma diminuicdo na quantidade total e, em particular, a queda do colageno
tipo | e lll; a razéo dos tipos I/lll orienta para a consideragdo de um fator de risco
para defeitos de fechamento da parede, mesmo em situa¢cdes como a laparoscopia
e a robatica.

Para pacientes tidos como de alto risco, seja pelo IMC elevado, género
feminino ou idade avancada, tém-se considerado alternativas de fechamento com
reforcos ou técnicas com uso de telas, além do desenvolvimento de células-tronco,
uma vez que o elevado indice de hérnia incisional apés procedimento bariatrico
chega a 30%, o dobro da incidéncia quando comparada com a de paciente nao-
obeso.

No processo de sintese da ferida, ocorre um aumento de colageno tipo Il
para evoluir em tipo I, com densidade e estrutura mais fortes devido ao tipo de
ligacdo celular. Assim, é importante 0 acompanhamento do paciente obeso que
apresenta um déficit da quantidade de colageno, havendo ainda uma perda ponderal
programada em um periodo relativamente curto, dois anos principalmente, chegando

a mais de 50% do excesso de peso.*®**®

526184 tilizaram a obesidade como fator de risco

Vérios estudos
independente para desenvolvimento de complicacbes pds-operatorias precoces e
tardias. Modelos de regressao linear mostram que a obesidade altera a cicatrizacao
da ferida e eleva indices de infec¢do de sitio cirargico; também a espessura de
gordura do subcutdneo parece influenciar essas taxas, corroborando nossos

achados, ou seja, a constatacdo de diferenca estatistica significativa na diminui¢cao



38

de colageno e aumento da espessura do subcutaneo nos pacientes obesos quando
comparados com os cadaveres ndo-obesos.

Uma das limitacbes do estudo foi o pareamento dos géneros devido a
dificuldade de acesso a biopsia em cadaveres femininos no DML de Porto Alegre.
Estudos que mensurou a prevaléncia de individuos atendidos no DML por morte
violenta mostrou indices de 92% do sexo masculino, sendo a razdo de 12 homens
por cada mulher, e a faixa etaria mais frequente foi de 15-39 anos, com 81,76%. ©’

Estudo em cadaveres do sexo masculino foi dividido em duas faixas
etarias (18-30 anos) e (31-60 anos) amplas, apresentando resultados semelhantes
na composicdo do coldgeno na LA na regido supra e infraumbilical, em comparacao
com os grupos deste estudo. A diminuicdo da quantidade de colageno do tipo | e
foi observada no grupo de idade mais avancada, reforcando a tese do
enfraquecimento da parede abdominal ao longo dos anos, mesmo em pacientes n&o
estratificados pelos fatores de riscos.®? A diferenca do direcionamento das fibras da
bainha do reto abdominal na linha alba pode ser explicada pela pressao intra-
abdominal aumentada na regiao infraumbilical em relacdo a regido supraumbilical.
Mesmo em artigos que refletem a hérnia incisional ja presente, o fator idade entra
como fator de risco para eventos negativos no pés-operatorio.®®

Em avaliacdo, a caracteristica de cada género influencia a disposi¢do das
fibras anisotrépicas, forcas de tracdo em diferentes sentidos ao longo da LA e,
inclusive, a fase cicatricial apds a incisao na linha média. O sexo feminino é descrito
como fator de risco aumentado em estudo com mais de 4 mil pacientes que ainda
inclui os IMC e espessura do tecido subcutaneo. Na amostra aqui descrita, houve
diferenca significativa na quantidade de colageno do tipo | e do tipo Il e na razéo I/1ll
guando comparados 0s casos com 0 sexo masculino e entre obesos e nédo-obesos
do mesmo género, orientando para um alto risco de defeitos na sintese desta
populacdo, que representa uma parte da populacdo em crescimento mundial.®*

No grupo de alto risco formado pelos pacientes obesos mérbidos, tende-
se a considerar um uso alternativo de fechamento da parede abdominal ap6s as
laparotomias, com vistas a minimizar a incidéncia de hérnia incisional. Alternativas
como uso de telas profilaticas estdo em discusséo ha varios anos, sendo relatados
desfechos favoraveis e deletérios em varios estudos.*®%°"8
Em resposta as alternativas para o fechamento adequado da parede

abdominal em pacientes de alto risco para hérnia incisional, devem ser pesquisadas
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formas de fornecer substrato para a sintese da parede, que poderia ser o advento de
células-tronco mesenquimais. Entretanto, ainda ndo dispomos de resultados que
possam desempenhar um papel seguro na reparacao da parede abdominal ou em
uso profilatico.®®

Algumas limitagbes do estudo atual poderiam ser solucionadas por meio
de ensaios clinicos randomizados. Um estudo que englobe a andlise de incidéncia
de hérnia incisional em um pos-operatorio tardio, somado a analise pré-operatoria do
colageno da linha alba, poderia auxiliar os cirurgides a graduarem o risco de seus
pacientes e, consequentemente, a avaliarem a ado¢édo ou ndo de alguma medida

profilatica a fim de evitar a formacéo de defeitos abdominais.
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7 CONCLUSAO

Os pacientes obesos morbidos apresentaram uma quantidade inferior de
colageno do tipo | e do tipo Il e razdo dos tipos I/lll na linha alba supraumbilical
guando comparados com cadaveres ndo-obesos.

A guantidade de colageno no grupo Obesidade foi inferior, principalmente nos

pacientes com idade avancada e género feminino.
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9. Apéndices

Figura 7:

Paciente do grupo Obesidade antes do procedimento cirargico.
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Figura 8: Biopsia em paciente do grupo Obesidade. Linha alba.

9.1 Medidas gerais

Tabela 1:Dados demograficos e caracteristicas da amostra dos dois grupos.

Caracteristicas dos grupos Obesidade Cadaver
(média * desvio-padrio) (média + desvio-padrio)

Idade (anos) 44,11+9,9 32,7+7,05

Sexo (feminino) (n°/ %) 36 - 81,8% 8- 18,2%

Peso (kg) 128,7+23,02 69,96+6,82

IMC(kg/m?) 48,89+6,50 23,98+1,17

Excesso de peso 62,89+19,13 -

Diabetes (n°/ %) 18 -40,9% -

DPOC/Asma (n° / %) 5-11,4% -

SAHOS (apneia do sono 19-43,2% -

(n/%))

Hipotireoidismo (n° / %) 9-20,5% -

Historia de Tabagismo  32-72,7% -

(N&o/%)

Gestagao (numero) 1,48+1,83 -

Total N (88) 44 44

amédiabdesvio—padrélo ‘(peso dia da cirurgia - peso estimado IMC=25)
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Tabela 2: Dados antropométricos da amostra dos dois grupos.

Obesidade
Medidas antropométricas dos Cadaver(média = pb
(média tdesvio-
grupos desvio-padrdo)
padrdo)
Altura (cm) 162,36+7,64 170,62+7,49 <0,01°
IMC (kg/m?) 48,89+6,50 23,98+1,17 <0,01°
Circunferéncia Abdominal(cm) 136,76+13,55 80,06+6,82 <0,01?
Circunferéncia Cervical (cm) 42,57+4,20 36,57+2,05 <0,01°
Circunferéncia Cintura (cm) 121,45+12,16 78,41+6,34 <0,01°
Circunferéncia Quadril(cm) 139,33+15,58 90,26+7,72 <0,01?
Circunferéncia Braquial(cm) 41,66+4,89 27,33+3,62 <0,01?
Espessura subcutaneo(cm) 4,87+0,91 1,94+0,61 0,007
Total N (88) 44 44

? Teste U n&o-paramétrico de Mann-Whitney para amostras independentes.

® Nivel de significancia p<0,05.
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Gréfico 1: Comparativo dos grupos Obesidade e Cadaver na razao do colageno tipo I/lll. Teste U de
Mann-Whitney para amostras independentes mostra diferenca significativa de maior quantidade de
colageno no grupo Controle em comparacdao com o grupo de obesos, com p<0,001.
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Gréfico 2: Comparativo dos grupos Obesidade e Cadaver na razéo do colageno tipo /11l distribuido
pelos géneros.
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Gréfico 3: Comparativo de grupos com faixa de idade correspondente a razao do colageno tipo l/IIl.
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Grafico 4: Comparativo de grupos com faixa de idade correspondente ao colageno tipo .

Grupos
I Cortrols
2.000.000 0 W Obesity

> 1.500.000 0
o
o
2
o
c
O
K]
o

S 1.000.000 0
.5
o
K
=

500.000,0

0p0-

18330 31a4s 48360
idadeFaixa

Gréfico 5: Comparativo de grupos com faixa de idade correspondente ao colageno tipo IIl.
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10.Anexos

10.1 Artigo enviado a revista

Avaliacao de colageno da linha alba em pacientes obesos morbidos
Resumo

INTRODUGCAO: A avaliag&o do colageno na parede abdominal é cada vez mais estudada, em virtude
da relevancia do colageno no processo cicatricial apds laparotomias. O aumento da populagédo obesa
morbida requer conhecimento da parede abdominal a fim de evitar complicacdes pos-operatérias
relacionadas & obesidade.

OBJETIVO: Avaliar a quantidade de colageno na linha alba de pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica aberta no Hospital de Clinicas de Porto Alegre e comparar com a de cadaveres nao-
obesos.

MATERIAL E METODO: Estudo que avaliou dois grupos, com total de 88 amostras da aponeurose da
linha alba abdominal, divididas em 44 amostras de pacientes obesos com indicagdo de cirurgia
bariatrica e 44 amostras de cadaveres ndo-obesos. As amostras foram retiradas da linha alba
abdominal no periodo de 2013 a 2014 e inicialmente foram separadas conforme faixas etarias (18-30,
31-45 e 46-60), género, medidas de IMC, circunferéncia abdominal e cervical e espessura do
subcutaneo do individuo. Foi coletado material para bidpsia da linha alba supraumbilical para anélise
de imuno-histoquimica, diferenciando o colageno tipo | e lll e sua relagcdo de tipo I/lll. Utilizou-se o
programa de contagem de pixels ImageProPIus®, que mensurou a quantidade do coladgeno. Foi
realizada analise estatistica com SPSS®, com nivel de significancia estatistica de
p<0,05. RESULTADOS: Todas as hidpsias foram utilizadas no estudo. Em um total de 88 amostras, a
avaliacdo da caracteristica do grupo Obesidade teve idade média + desvio-padrdo 44,11 + 9,90 anos,
faixa etéria de 18-30 anos com 3 (6,8%) obesos, 31-45 com 22 (50%) obesos e 46-60 anos com 19
(43,1%) obesos. O género feminino apresentou predominio, com 36 (81,8%) pacientes; IMC (Kg/m?)
48,81 + 6,5, circunferéncia abdominal (cm) 136,761 + 13,55, espessura do subcutaneo (cm) 4,873 +
0,916. A quantidade de colageno tipo | foi 134683,3 + 206657,4. A de colageno tipo Il foi 413137,2 +
283656,1. A razdo do colageno tipo I/lll foi 0,419 + 0,636. Considerando-se faixas de idade, género e
IMC, foram constatadas diferencas estatisticas em todas as analises quando comparadas com as dos
cadaveres.

CONCLUSAO: A amostra composta de pacientes obesos mérbidos teve uma quantidade de colageno
na linha alba da regido supraumbilical menor que a do grupo controle quando comparada com a de
cadaveres ndo-obesos na mesma faixa etéria.

Palavras-chave: obesidade, colageno, linha alba.
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Assessment of collagen of the linea alba in morbidly obese patients

Abstract

INTRODUCTION: The evaluation of collagen in the abdominal wall has been increasingly studied
because of the relevance on collagen in the healing process after laparotomy. The increase in
morbidly obese population requires knowledge of abdominal wall to prevent post-operative
complications related to obesity.

PURPOSE: To evaluate the amount of collagen in the linea alba of patients undergoing open bariatric
surgery at Hospital de Clinicas de Porto Alegre and compare it with non-obese cadavers’.

METHODS: Study evaluating 88 samples of aponeurosis from abdominal linea alba of 44 obese
patients and 44 non-obese cadavers. The samples were collected in 2013 and 2104, and were sorted
according to age (18-30, 31-45 and 46-60), gender, BMI, waist and cervical circumference, and
subcutaneous tissue thickness. Material for biopsy was collected from the supraumbilical region of the
linea alba for immunohistochemical analysis differentiating collagen type 1 and type 3 and the 1/3
ratio. ImagePro Plus pixel counting software was used to measure the amount of collagen. SPSS®
statistical analysis was performed with statistical significance level of p<0.05 was performed.

RESULTS: All biopsies were used in the study. In a total of 88 samples, the evaluation of the Obesity
group evidenced mean age + standard deviation 44.11 + 9.90 years, 18-30 age group with 3 (6.8%)
obese individuals, 31-45 with 22 (50%) and 46-60 with 19 (43.1%). Females had a prevalence of 36
(81.8%) patients; BMI (kg / m?) 48.81 + 6.5, waist circumference (cm) 136.761 + 13.55, subcutaneous
tissue thickness (cm) 4.873 + 0.916. Considering age groups, gender and BMI, there were statistical

differences in all tests when compared with the cadavers.

CONCLUSION: The amount of collagen in the linea alba above the umbilical region in the morbidly

obese patients was smaller than in the non-obese cadavers in the same age group.

Keywords: obesity, collagen, linea alba.

INTRODUCAO: O reparo das hérnias da parede abdominal continua sendo a operacéo
mais frequente para o cirurgido geral. Durante muito tempo, inimeros estudos foram desenvolvidos
na busca das causas e do melhor método de tratamento.* As causas de falha na aproximacédo da
parede abdominal sdo importantes tépicos de pesquisa.’ A incidéncia de defeitos de parede
abdominal em pacientes obesos é elevada, chegando a 30% apdés laparotomias. Desse modo,
identificar os fatores que podem influenciar o grau de forca e de resisténcia da parede abdominal de
pacientes com indice de massa corporal elevado - acima de 35 Kg/m” - e possiveis eventracdes no

pos-operatério torna-se fundamental para o cirurgido3. A substituicdo de matriz estrutural da parede
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abdominal com colageno tipo | pelo colageno tipo Il ja foi descrita como causa de hérnias em regiéo
inguinal™®. Entretanto, até o momento, ndo foram estabelecidas a quantidade e estratificacdes em
pacientes obesos e suas estratificacbes na regido supraumbilical. O presente estudo pretende
identificar o tipo de colageno da parede anterior dos pacientes submetidos ao procedimento cirargico

bariatrico em um hospital pablico de Porto Alegre.

MATERIAL E METODOS: O presente estudo € um caso-controle com casos incidentais.
Foram analisadas amostras de linha alba de pacientes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre com
indicacéo de cirurgia bariatrica e de cadaveres ndo-obesos do Departamento Médico Legal de Porto
Alegre. O protocolo foi aprovado pelo Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacdo do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre e pela Comisséo de Etica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sob o parecer de
namero 269.331/2013. Houve também a aprovacdo do protocolo e liberagdo para execucdo do
estudo por parte do Departamento Cientifico do Departamento Médico Legal de Porto Alegre. A
amostra do estudo foi composta por dois grupos. O nimero de individuos de cada grupo foi
estipulado pelo calculo de amostra baseado no estudo de Fachinelli, no qual foi estabelecida a
necessidade de mensurar uma diferengca minima de 80 pixels entre o colageno total de pacientes
obesos e de controles, com um desvio-padréo de 131 pixels.6 Considerando um poder estatistico de
80% e um nivel de significancia de a=0,05, sdo necessarios no minimo 44 sujeitos em cada grupo,
totalizando 88 individuos analisados. O grupo Obesidade é composto por 44 pacientes que
realizaram cirurgia de gastroplastia com derivagdo em Y de Roux no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre no periodo de marco de 2013 a dezembro de 2014. Critérios de inclusdo: Pacientes atendidos
no ambulatério de Cirurgia Digestiva do Hospital de Clinicas de Porto Alegre que concordem com o
TCLE; Pacientes com diagnéstico de Obesidade Mérbida e com indicacdo de cirurgia bariatrica
(IMC>40 ou IMC>35 com comorbidades); Pacientes maiores de 18 anos e menores de 60 anos.
Critérios de Excluséo: Pacientes submetidos a cirurgia prévia na linha alba supraumbilical; Pacientes
com deformidades ou lesdes na parede anterior; Pacientes com doencas degenerativas; Pacientes
portadores da Sindrome de Marfan, Osteogenisis Imperfecta e Sindrome de Ehlers-Danlos.
O grupo Cadaver é composto de 44 cadaveres do Departamento Médico Legal de Porto Alegre.
Critérios de incluséo: Individuos com até 12 horas de falecimento; Individuos maiores de 18 anos e
menores de 60 anos; Individuos com IMC maior de 18 Kg/m®e menor de 25 Kg/m®. Critérios de
Exclusdo: Pacientes submetidos a cirurgia prévia na linha alba supraumbilical; Pacientes com
deformidades ou lesGes na parede anterior; Pacientes com doencas degenerativas; Pacientes
portadores da Sindrome de Marfan, Osteogenisis Imperfecta e Sindrome de Ehlers-Danlos.
O estudo foi composto de analise do colageno da parede anterior do abdome junto a inciséo
laparotémica durante o procedimento de gastroplastia com derivacédo intestinal em Y de Roux.
A coleta da amostra da linha alba, de tamanho 1 cm x 1 cm, foi realizada na incisédo do procedimento
cirdrgico em linha média a partir de 5 cm do angulo do processo xifoide (Figura 1). A amostra foi
armazenada em solucdo de formalina para fixacdo e posterior estudo histoquimico. O método de

coloracdo empregado neste trabalho foi o de imuno-histoquimica. Cada amostra do estudo resultou
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em duas laminas: uma lamina de imuno-histoguimica para colageno tipo | e uma lamina de imuno-
histoquimica para colageno tipo IIl. Foi produzido e corado um total de 176 laminas.”

A avaliacdo quantitativa e qualitativa dos colagenos tipos | e Il foi realizada por meio de imuno-
histoquimica, método indireto, com a utilizacdo do Anticorpo Policlonal Anticolageno Tipo | (PA1-
85317) e do Anticorpo Policlonal Anticolageno Tipo Il (PA1-85314). Utilizou-se um sistema de
imagens composto por um microscopio Olympus (Toquio, Japdo) com uma videocamera Sony
(Toquio, Japédo) acoplada. O sinal de video foi digitalizado em 32 bits em um computador pessoal
com uma resolucao de 1280 (horizontal) por 960 (vertical) pixels e 24 milhes de cores. O software
empregado foi Q-Capture Pro 5.1. Foram digitalizados 10 campos de 400 vezes de aumento por
lamina, num total de 1760 imagens digitalizadas sob a forma de arquivos de extensao tiff. As imagens
digitalizadas foram analisadas utilizando-se o Programa Aplicativo Image Pro-Plus, versao 3.1 (Media
Cybernetics, Silverspring, U.S.A.). Na analise estatistica, foi utilizado o teste U de Mann-Whitney para
as variaveis quantitativas com distribuicdo assimétrica; para as variaveis continuas com distribuicao
normal, foi usado o teste t de Student. As andlises com p<0.05 para a magnitude das diferencas
estatisticamente significativas foram consideradas. O SPSS (Statistical Package for Social Science)

versdo 22.0 foi usado para analise dos dados.

RESULTADOS: O estudo foi conduzido até a totalizacdo das amostras de cada grupo.
Nao houve complicag8es cirdrgicas no grupo de pacientes obesos pela coleta da amostra tecidual. As
analises descritivas de cada grupo foram apresentadas em média e desvio-padrdo, com suas
respectivas porcentagens, na Tabela 1.
A medida inicial de caracterizacdo das amostras dos grupos envolvidos mostra um perfil do grupo
Obesidade com média e desvio-padrdo de idade, em anos, de 44,11 + 9,9. Houve predominio do
género feminino, com presenca de 36 (81,8%) individuos com peso, em Kg, de 128,7+ 23,02,
totalizando um IMC (Kg/m?) de 48,89 + 6,50. O excesso de peso (peso anterior a cirurgia —
correspondente ao IMC=25 de sua altura) teve como média e desvio-padrdo 62,89+19,13 kg,
respectivamente. O grupo com cadaveres apresentou um predominio do género masculino, com 36
(81,8%) dos casos, média e desvio-padrdo de idade 32,7+7,05, com peso de 69,96+6,82 e IMC de
23,98 +1,17 (Tabela 1).
No que se refere as comorbidades, no grupo Obesidade, durante o exame pré-operatério,
encontraram-se apenas dois (4,5%) pacientes higidos, sendo que 42 (95,5%) pacientes do total de 44
tinham pelo menos uma comorbidade, com destaque para hipertensao arterial sistémica (HAS) em 38
(86,4%) dos pacientes, diabetes mellitus em 18 (40,9%) e histéria de tabagismo. No que se refere ao
tabagismo, 10 (22,72%) pacientes disseram ter cessado o tabagismo havia mais de dois anos, dois
(4,54%) pacientes cessaram de um ano até trés meses antes da cirurgia e 32 (72,72%) negavam
contato com tabagismo. Dentre os pacientes com histéria de doengas pulmonares crénicas, incluindo
asma, apenas cinco (11,4%) eram usudrias de corticoide nasal em dose baixa,<100mcg por dia, e 19
(43,2%) pacientes tinham sintomas de apneia do sono. Hipotireoidismo esteve presente em nove

(20,5%) pacientes, e o numero de gestacdes teve média e desvio-padréo de 1,48 + 1,83 por paciente.
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No grupo Controle, foram excluidos os pacientes com histéria de comorbidades, incluindo tabagismo
e gestacdo (Tabela 1).

As medidas antropométricas foram utilizadas para diferenciar o padrdo de distribuicdo do peso e
gordura nos dois grupos. O grupo Obesidade apresentou em todas as mensuracfes diferencam
estatisticamente significativas, incluindo altura com média e desvio-padrao de 170,62 + 7,49 versus
162,36+7,64, em cm, com p<0,01 quando comparado ao grupo Cadaver. Seguiram-se as analises de
IMC, com indices de 48,89 + 6,50versus 23,98 1,17 Kg/m?, com p<0,01. As medidas de
circunferéncia abdominal, em cm (136,76 + 13,55 versus 80,06 * 6,82), circunferéncia cervical
(42,57£4,20 versus 36,57+2,05), circunferéncia braquial (41,66+4,89 versus 27,33+3,62),
circunferéncia da cintura (121,45+12,16 versus 78,41+6,34) e circunferéncia do quadril (139,33+15,58
versus 90,26+7,72) obtiveram diferenca estatistica significante para p<0,01 nos grupos Obesidade e
Cadaver, respectivamente. A espessura da gordura do subcutdneo no local da bidpsia para
abordagem da linha alba no grupo Obesidade, com média e desvio-padrdo em cm, alcangou 4,87 +

0,91 versus 1,94 + 0,61 do grupo Cadaver, apresentando um p=0,007 (Tabela 2).

A contagem do colageno foi feita por meio do programa ImageProPus®a partir de fotografias obtidas
mediante microscopia 400x, que captura a imagem e a transforma em pixels,1200 por campo de
amostra. O grupo Obesidade apresentou uma média e desvio-padréo de 134683,3 + 206657,4 pixels
na amostra de colageno tipo I, 413137,2 + 283656,1 pixels na amostra de colageno tipo Ill e 0,419 +
0,636 para a razdo do colageno tipo I/lll. J& o grupo Controle apresentou uma quantidade média com
desvio-padrdo, de 1587378,8 + 719527,5 pixels para o colageno tipo I, uma média de 630629,1 +
396242 para o colageno tipo lll e a razdo do colageno tipo I/lll com 8,96 + 27,49 pixels. Quando
comparados utilizando o Teste U de Mann-Whitney, este mostrou a diferenca estatistica significativa
de p<0,001 nas amostras do colageno tipo Ill e razdo dos colagenos tipo I/lll e ainda um p=0,03 no
colageno do tipo |I. Quando comparados os grupos Obesidade e Cadaver, o grupo Obesidade
apresentou uma contagem menor de colageno do tipo | nas trés amostras; utilizando-se o Teste U de
Mann-Whitney, este mostrou a diferenca estatistica significativa de p<0,001 nas amostras do

colageno tipo Il e razdo dos colagenos tipo I/1ll e, ainda, um p=0,03 no coldgeno do tipo | (Gréfico 1).

A andlise dos colagenos propriamente ditos seguiu ha tentativa de elucidar se havia diferencas entre
as amostras do mesmo género. Na comparacao entre a quantidade de colageno no sexo feminino,
utilizamos o Teste U de Mann-Whitney para amostras independentes com o colageno tipo lll, e a
razéo dos colagenos tipo /1l apresentou diferenca estatistica significativa, com a contagem maior no
grupo Controle para um p<0,001 e o colageno tipo | com p=0,011. No género masculino, houve
diferenca estatistica significativa apenas no colageno tipo Ill e na razdo dos colagenos tipo I/lll, com
p<0,01; ndo houve diferenca estatistica na contagem de colageno do tipo I, com p=0,068 (Grafico 2).

Optamos por estratificar por faixas etarias para uma analise detalhada do colageno dos grupos. O
primeiro grupo, com idades variando de 18 a 30 anos, apresentou, no grupo Obesidade, trés (6,8%)
pacientes versus 21(47,7%) nos cadaveres. No grupo de 31 a 45 anos, foram 22(50%) versus
21(47,7%). Ja no grupo de 46 a 60 anos, foram identificados 19(43,2%) versus dois (4,5%) individuos

no grupo cadaver. Utilizando-se o Teste U de Mann-Whitney nas analises do colageno tipo Il e razéo
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I/l do grupo 18-30,evidenciou-se diferenca estatistica significativa, com p=0,06, mas ndo no
colageno tipo I, com p=0,965 (Gréfico 3). A mesma analise foi realizada para os demais grupos,
apresentando diferenca no grupo 31-45 para o colageno tipo Ill e razdo dos colagenos tipo I/lll, mas
sem diferenca estatistica na analise do colageno tipo I, com p=0,052 (Grafico 4). Entre os individuos
com idade mais elevada (46-60 anos), manteve-se a mesma identificacdo de menor quantidade de
colageno no grupo Obesidade em comparagédo com os cadaveres, em relagdo ao colageno tipo lll e a
raz&o I/lll, com p=0,023 e p=0,042, respectivamente, mas nao foi evidenciada diferen¢a na contagem
de colageno do tipo I, com p=0,188 (Grafico 5). As comorbidades dos pacientes do grupo Obesidade
ndo apresentaram diferenca estatistica significativa quando comparadas as quantidades de colageno
tipo 1, tipo Ill e raz&o I/, considerando-se a presenca de HAS, DM, DPOC, SAHOS, hipotireoidismo,
tabagismo e numero de gestacgdes.
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Gréfico 1: Comparativo dos grupos Obesidade vs Cadaver na razdo do colageno tipo I/lll. Teste U de Mann-Whitney
para amostras independentes mostra diferenca significativa de maior quantidade de colageno no grupo controle em
comparagdo com obesos, com p<0,001.
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Gréafico 2: Comparativo dos grupos Obesidade e Controle na razdo dos colagenos tipos I/lll distribuidos pelos
géneros.
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Gréafico 3: Comparativo de grupos com faixa de idade correspondente a razdo dos colagenos tipos I/11l.

DISCUSSAOQ: O colageno continua sendo estudado para avaliagdo de fechamento
adequado de laparotomia e no reparo das hérnias da parede abdominal. O estudo mostra uma
diminuicdo na quantidade total e, em particular, uma queda do coldgeno de tipo | e Ill, bem como na
razao dos tipos I/lll, o que pode apontar um fator de risco para defeitos de fechamento da parede,
mesmo em situagdes como a laparoscopia e a robdética.

Para os pacientes considerados de alto risco, seja pelo IMC elevado, género feminino ou idade
avancada, tém-se considerado alternativas de fechamento com reforgos ou técnicas com uso de telas
e, ainda em desenvolvimento, as células-tronco com reforco em situagdes especiais como no caso do
paciente submetido ao procedimento bariatrico de desenvolver hérnia incisional, que pode se
aproximar de 30% quando comparado com a populagdo nao-obesa, que varia até 15%."

No processo de sintese da ferida, ocorre um aumento de colageno tipo lll para evoluir para tipo |, com
densidade e estrutura mais fortes devido ao tipo de ligagdo celular. Assim, é importante o
acompanhamento do paciente obeso quando este apresenta um déficit da quantidade de colageno e
ainda ha uma perda ponderal programada para um periodo relativamente curto (dois anos), chegando

a mais de 50% do excesso de peso.'****

Vérios estudos®*®’

utilizaram a obesidade como fator de risco independente para desenvolvimento
de complicacbes poOs-operatoérias precoces e tardias. Modelos de regresséo linear mostram que a
obesidade altera a cicatrizacao da ferida e eleva indices de infec¢do de sitio cirargico; além disso, a
espessura de gordura do subcutédneo parece influenciar essas taxas, corroborando nossos achados,
em que houve diferenca estatistica significativa na diminuigdo de colageno e aumento da espessura
do subcutaneo nos pacientes obesos quando comparados com os cadaveres nao-obesos.

O estudo em cadaveres do sexo masculino foi dividido em duas faixas etarias amplas (18-30 anos e
31-60 anos), apresentando resultados semelhantes na composicdo do colageno na LA na regido
supra e infraumbilical, comparados com os resultados dos grupos deste estudo. A diminuicdo da
quantidade de colageno do tipo | e Il foi observada no grupo de idade mais avanc¢ada, reforcando a
tese do enfraquecimento da parede abdominal ao longo dos anos, mesmo em pacientes nao
estratificados pelos fatores de risco.'® Mesmo em artigos que apontam a hérnia incisional ja presente,
a idade entra como fator de risco para eventos negativos no p(’)s-operat(’)riolg’20

A caracteristica de cada género influencia a disposicao das fibras anisotropicas, as forcas de tragao

em diferentes sentidos ao longo da LA e, inclusive, a fase cicatricial ap6s a incisao na linha média. O
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sexo feminino é descrito como fator de risco aumentado em estudo com mais de 4 mil pacientes, que
ainda inclui os IMC e espessura do tecido subcutdneo. Na amostra aqui descrita, houve diferenca
significativa na quantidade de colageno do tipo | e do tipo Ill e na razéo I/ Il quando comparados com
0s casos do sexo masculino e mesmo entre obesos e ndo-obesos do mesmo género, orientando para
um alto risco de defeitos na sintese da parede abdominal em mulheres obesas morbidas, que
representa uma parte da populagdo em crescimento mundial.*’

Essas consideragfes refletem um grupo de alto risco de defeitos na parede apds um procedimento,
requerendo a procura de alternativas para minimizar os efeitos negativos. Alternativas como uso de

telas profilaticas estdo em discusséo ha varios anos, com desfechos favoraveis e deletérios em varios

estudos #2112

Em resposta as alternativas para o fechamento adequado da parede abdominal em pacientes de alto
risco para hérnia incisional, devem ser pesquisadas formas de fornecer substrato para a sintese da
parede, que poderia ser o advento de células-tronco mesenquimais. Entretanto, ainda ndo dispomos
de resultados que possam desempenhar um papel seguro na reparacdo da parede abdominal ou seu
uso profiléﬂico.23 Algumas limitagBes do estudo podem ser mais bem avaliadas em ensaios clinicos
randomizados para avaliacdo em longo prazo, com acompanhamento dos pacientes para o

desenvolvimento ou n&o de hérnias incisionais no pds-operatorio.

CONCLUSAO: A amostra composta de pacientes obesos moérbidos teve uma quantidade
de colageno na linha alba da regido supraumbilical menor que a do grupo controle quando

comparada a cadaveres ndo-obesos na mesma faixa etaria.
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