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RESUMO

A agenesia total do hemidiafragma (AD) é observada em 1-35% de todos os
casos de hérnia diafragmatica congénita (HDC), que € observada em 1:5.000-7.000
nascidos vivos. As anomalias associadas descritas sdo: cardiovasculares, genitourinarias e
esqueléticas. O diagnostico pré-natal é feito pela ultrassonografia entre a 18°-22° semanas
de gestacdo. Os tratamentos clinicos pos-natais descritos na literatura, como o uso do
Surfactant®, Oxido nitrico, HFOV (high frequency oscillatory ventilator), ECMO (oxigenacao
de membrana extracorporea) e Perfluorocarbono, tém o objetivo de melhorar os
parametros funcionais pulmonares do recém-nascido e dar condicdes de enfrentar o
tratamento cirdrgico e pos-operatoério. A correcdo preferencia é o fechamento primario do
defeito diafragmatico. Quando este nao € possivel, como na AD, retalhos de materiais
sintéticos ou biolégicos (Silistic®, Politetrafluoroetileno - PTFE, Gore-Tex®, Teflon® ou
retalnos musculares) sao utilizados, apesar das complicacbes descritas. O uso do
pericardio bovino (PB) na correcdo desses defeitos se mostrou eficaz na separacao
definitiva do térax e abdome com algumas vantagens que outros materiais ndo oferecem.
Nosso objetivo com o presente estudo € analisar as caracteristicas fisicas de fixacdo do
PB e as interacOes teciduais (histologicas) desse material biolégico em contato com o

diafragma de ratos Wistar e compara-las com a utilizacdo da tela de Gore-Tex".

Palavras chave: hérnia diafragmatica, pericardio bovino, GoreTex.



ABSTRACT

The total hemidiaphragm agenesis (AD) is observed in 1-35% of all cases of
congenital diaphragmatic hernia (CDH), which is observed in 1:5.000-7.000 live births. The
associated anomalies described are: cardiovascular, genitourinary and skeletal. The
prenatal diagnosis is made by ultrasound between 18°-22° weeks gestation. The postnatal
clinical treatments described in the literature, such as the use of Surfactant ®, Nitric Oxide,
HFOV (high-frequency oscillatory ventilator), ECMO (extracorporeal membrane
oxygenation) and Perfluorocarbon, aim to improve pulmonary function parameters of the
newborn and conditions to face surgery and post-operation. The correct choice is the
primary closure of the diaphragmatic defect. When this is not possible, as in AD synthetic or
biological materials (Silistic ®, polytetrafluoroethylene - PTFE Gore-Tex ®, Teflon ® or
muscle flaps) are used, despite of the complications described. The use of bovine
pericardium (BP) to correct these defects is effective in the final separation of the chest and
abdomen with some advantages that other materials do not offer. Our goal with this study is
to analyze the physical attachment of the BP and the interactions tissue (histology) of this
biological material in contact with the diaphragm of rats and compare them with the use of

patch of Gore-Tex ®.

Key words: diaphragm hernia, bovine pericardium, Gore-Tex



INTRODUCAO

Desde que Neville et al. (1954) publicou a correcdo de grandes defeitos
diafragméticos com uso de lobo hepético suturado na fascia endotoracica outras tentativas
foram propostos para a correcdo destes defeitos, por meio da utilizacdo de materiais
sintéticos, como o Silistic®, Politetrafluoretilene (PTFE), Gore-Tex® e Teflon® >3, Porém,
nem sempre a utilizacdo desses materiais levou aos resultados esperados devido as
frequentes re-herniacdes, ndo crescimento do material sintético e necessidade de outra
cirurgia definitiva futura %3,

Estudos continuados concluiram que a utilizacdo de materiais sintéticos nao
comprovaram ser de grande eficacia como uma solucdo a longo prazo para criangcas com
grandes defeitos congénitos no diafragma, uma vez que metade delas demonstrou
evidencias de herniacdes recidivantes e necessidade de reavaliagdo do material em um

periodo de trés anos “.

Tecido autdlogo, como os musculos, incluindo os da parede abdominal e o
musculo grande dorsal foram usados com bons resultados, entretanto varios recém-
nascidos com HDC precisam de suporte do ECMO, o que envolve o uso de
anticoagulantes sistémicos. O que diante da necessidade de extensa dissecacéao tornaria o
procedimento de alto risco para essas criancas >. Bedini et al. (1997) e Samarakkody et al.
(2001), em duas publicacbes diferentes, descreveram alguns poucos casos em que O
musculo grande dorsal foi usado, no entanto, nao foi mencionado se a ECMO foi utilizada

nessas criancas >°"®

. Recentemente, Scaife et al. (2003) apresentou 158 casos de
defeitos diafragmaticos que foram operados em um periodo de 10 anos, e argumentou que
nenhuma das crian¢as necessitou do suporte da ECMO, o que talvez facilitou a utilizacéo

de retalho autélogo °*°.



Materiais bioldégicos como a duramater liofilizada foram descritos como forma de
corrigir defeitos diafragmaticos, mas com quase 20% de recorréncia da hérnia, sendo

concluido que esse material ndo é ideal para o fechamento desses defeitos **.

Outros materiais biologicos foram testados em estudos experimentais, a fim de
investigar sua eficiéncia na correcao de grandes defeitos diafragmaticos como: submucosa
do intestino delgado, derme acelular, ambos em ratos Sprague-Dowley 2, e também na

fascia lata de caes 3.

Gallo et al. (1982) publicaram um estudo experimental usando pericardio bovino
(PB) preservado em glutaraldeido (GABP — glataraldehyde-preserved bovine pericardium)
para corrigir os defeitos diafragmaticos de 15 cades. Segundo estes autores, ndo houve
formacao de aderéncias entre o PB e as estruturas adjacentes em nenhum céo, salvo uma

excecdo, em que o omento aderiu ao PB ***°,

Outro estudo experimental em coelhos concluiu que o GAPB é reabsorvido e
substituido por um tecido fibroso resistente do hospedeiro, além de ser considerado um
material biolégico mais apropriado para o reparo de hérnia, demonstrando melhor
incorporacao tecidual, menor grau de aderéncias e auséncias de rugas decorrente do

transplante do material, quando comparado com Marlex® *°.

Outra vantagem do PB é sua longevidade. Basseto et al. (2011) e Kim et al.
(2012), publicaram estudos com pacientes tratados com esse material h4 mais de 24 anos
e 10 anos, respectivamente 8. Um relato de caso em publicado em 2007 mostra um
paciente tratado com o PB para correcdo de hérnia diafragmatica congenita (HDC) gigante
ja estd com 12 anos de idade (figura 1) *°.

O pericardio bovino, tratado com glutaraldeido a 4%, ja € amplamente usado em
cirurgias cardiovasculares devido a sua ampla elasticidade, alta resisténcia a tracao, facil

colocacao e de n&do necessitar de imunossupressores.
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Entre as malhas sintéticas que sdo mais frequentemente utilizadas para o
reparo de defeitos em humanos é a malha de Gore-Tex®. Ela é responsavel por um maior
acimulo de neutréfilos 2°. Apesar de facil manuseio, flexibilidade, facil obtencdo, boa
aderéncia, serve de suporte para o crescimento de tecido fibroso e ndo desencadeia sinais
de infeccéio ?*, mas em organismos em crescimento pode ndo crescer com as criangas e
consequentemente, levar a deformidades principalmente toracicas, com problemas

respiratérios %423%4,

Figura 1. Fotografia de ato operatorio mostra o PB suturado ao
redor de pequena dobra de diafragma de recém-nascido com
grande defeito diafragmatico (imagem cedida pelo orientador
em trabalho publicado em 2007). Este modelo de fixagdo sera

utilizado em nosso estudo.



OBJETIVO

O objetivo do presente estudo € analisar as caracteristicas de interacdo tecidual
(histologicas) do PB em contato com o diafragma de ratos Wistar e compara-las com as do

Gore-Tex®.

JUSTIFICATIVA

O presente experimento propde um modelo experimental de interacdo tecidual
entre o PB e o diafragma de ratos Wistar que sera comparado com o Gore-Tex em dois
grupos diferentes. Serdo analisadas as caracteristicas fisicas destes materiais e seu
comportamento na zona de transicdo do tecido animal, ou seja, biolégico versus o
sintético, descrevendo as carateristicas da interacdo tecidual desses materiais com o
diafragma de rato.

A analise da interacdo tecidual de cada material trara grande contribuicdo na
pratica cirdrgica diaria, sugerindo novas possibilidades de correcdo dos grandes defeitos

diafragmaticos com o material biolégico animal.

CRONOGRAMA

A 06/2013
Mes 05/2012 | 08/2012 | 12/2012

04/2012 | 04/2012 | a a a a
07/2012 11/2012 04/2013

Atividades
09/2013

Pesquisa na literatura e redacdo do projeto para entrega a
Comissao de Etica em Pesquisa Animal.
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Atividades no laborat6rio (cirurgias e acompanhamento do
pbs-operatério), realizadas duas vezes por semana,
durando 2 horas cada de acordo com 0 proposto no

Projeto.

Reavaliacéo da literatura durante a elaboracéo e redagéo
do texto do trabalho.

Primeiro Relatério Parcial de Desenvolvimento

Inicio do Estudo em histologia (microscopia)

Finalizagdo da parte pratica em laboratério e Microscopia e

inicio dat abulacédo e andlise dos resultados.

Andlise estatistica dos dados e conclusdes finais.

Entrega do Relatério Final e confeccdo do Artigo para

publicacdo em revista de referéncia internacional !

MATERIAIS E METODOS

ApGs aclimatagdo de 24 horas no Biotério, ratos Wistar de 30 dias a dois meses
de vida, com peso médio de 200g cada, foram submetidos a anestesia geral com Ketamina
base - 50mg/ml (Ketalar® - Cristalia do Brasil), associada & Xilazina 10mg/ml (Coopazine®-
Coopers Brasil Ltda), no volume de 0,4 ml por animal via intramuscular aplicado na
musculatura lateral da coxa com seringa de insulina e agulha 20G. Esta composicao
anestésica (175 mg/kg de Ketamina e 2,5 mg/kg de Xilazina), mantém o animal sob

anestesia profunda durante um periodo de até trés horas e com pos-operatorio indolor

durante 6 a 12 horas.

Em seguida foi realizado a antissepsia abdominal com alcool 70% e colocacéo
de campos estéreis. Depois de anestesiados, os ratos foram submetidos a laparotomia

subcostal esquerda (figura 2). A algas intestinais foram exteriorizadas para visualizacdo do

diafragma esquerdo.
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Foram suturadas pequenas placas, de aproximadamente 1cm, de PB a 4% e de
Gore-Tex®, de acordo com o grupo, diretamente no diafragma dos animais, sem lesa-los, a
fim de evitar o pneumotorax, Foram realizadas suturas com de fio de Prolene 6-0, pontos
simples e separados em trés ou quatro pontos ao redor da placa para fixa-la no diafragma
(figuras 3 e 4).

Os animais foram divididos em trés grupos:

e Grupo 1 (PB): constituido por 5 animais que foram submetidos a sutura de

placa de PB a 4%, com fio de Prolene 6-0, pontos simples e separados;

e Grupo 2 (GT): constituido por 5 animais que foram submetidos a sutura de
placa de Gore-Tex®, com fio de Prolene 6-0, pontos simples e separados;

e Grupo 3 (R): ou grupo Controle, sera constituido por 5 animais no qual o
diafragma foi lesado por meio de raspagem com pinca anatdmica em toda a
extensdo semelhante & da ocupada pelos placa de PB e Gore-Tex® nos ratos
dos grupos 1 e 2.

Trés semanas apds as cirurgias, 0os animais foram sacrificados e o0s
diagramas, com suas respetivas placas, foram retirados e conservados em formol 10%
para a realizacdo da andlise histologica.

O material colhido de cada grupo foi seccionado na espessura de 1,0 a 1,5 mm,
colocado em cassetes e identificados, sendo mantido em formol 10% por mais 24 horas.
Em seguida, a temperatura ambiente, foi realizada, o processo de desidratagdo em alcool
70° e alcool absoluto, e a diafanizacéo (transparentizacdo) em xilol. O material foi incluido
em parafina na estufa (& uma temperaturas entre 60°C e 65°C) para a confeccdo dos
blocos. Esses blocos foram levados ao microtomo para a realizacdo de cortes de 5um de
espessura em banho histolégico. O material foi colocado em laminas limpas e retornou a

estufa, para remocao da parafina restante e reforcar a fixagao (figura 5).
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Figura 6: Placa de pericardio bovino (PB) entre o
diafragma (D) e o figado (F) de rato Wistar. H4 presenca
de infiltrado linfocitario (L) entre o diafragma e o
pericardio bovino. Aumento de 100X.

Figura 7: Infiltrado linfocitario (L) entre o diafragma (D) e a
placa de pericardio bovino (PB). E possivel visualizar
vasos de menor calibre (setas). Aumento de 400X.
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Nos cortes em que foi usada a placa de Gore-Tex® (figuras 8 e 9), foi possivel
visualizar a formacédo de tecido fibrotico sobre esta. Ha presenca de capsulas fibréticas

(bem delimitadas), e formacao de vasos.

Figura 8: Tecido fibrotico (TF) sobrepondo a placa de
Gore-Tex®, entre o diafragma (D) e o figado (F), com
presenca de capsulas fibréticas (setas). Aumento de 20X.

Figura 9: Transicdo entre o diafragma (D) e o tecido
fibrético (TF) sobreposto a placa de Gore-Tex®. Ha
presenca de capsula fibréticas (CF) bem delimitada e vasos
sanguineos de pequeno calibre (setas). Infiltrado
linfocitario estd ausente. Aumento de 100X.
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No estudo histologico dos ratos do grupo 3, é possivel visualizar o diafragma

integro, assim como demonstrado na figura 10.

Figure 10: Diafragma de rato integro apés a
raspagem com pinc¢a anatémica. Aumento de 200X

DISCUSSAO

Desde que Neville et al. (1954) publicaram a correcdo de grandes defeitos
diafragméticos com a sutura do respectivo lobo hepético na fascia endotorécica, varias
outras técnicas foram publicadas *2°.

Dentre as diferentes técnicas de reconstrucdo desses defeitos, malhas sintéticas
sd0 as mais conhecidas e utilizadas mundialmente ?°. A raz&o para isso decorre do fato de
gue os materiais sintéticos séo relativamente faceis de serem suturados no local correto,
apresentam boa resisténcia e podem ser modelados na forma de domo, o que,
aparentemente, garante uma melhor fungcdo diafragméatica do que uma malha chata
garantiria®. Apesar de todas essas vantagens, muitas complicacbes sdo descritas na
literatura, como: o deslocamento do material, ressurgimento da hérnia e deformacdes

téraco-abdominais >*.
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Varios autores descreveram as vantagens ou uso de partes autélogas de musculos
na correcdo de grandes HDC "®. Misculos, como o latissimo do dorso distal, foram usados
com bons resultados, contudo, muitos recém-nascidos com HDC necessitam de suporte da
ECMO, o que envolve o uso de anticoagulantes sistémicos e necessitam de extensiva
dissecacédo, o que seria arriscado para essas criancas °. Scaife et al. (2003) apresentou
158 casos de defeitos diafragmaticos que foram operados com partes de musculos, e
argumentou que nenhuma das criangas necessitou do suporte da ECMO %,

O PB parece concentrar todas as caracteristicas dos musculos (autélogos,
incorporado como tecido vivo, reabsorvivel e é substituido por um tecido fibroso resistente
do hospedeiro) '°, e dos materiais sintéticos (resisténcia, facil colocacdo e facil
manipulacdo no formato de domo #. Além disso, o0 GABP é um material biol6gico, que
pode crescer com a crianga, sem deformidades ou mutilacées com as rotacoes de retalhos

musculares e ainda, sem que haja necessidade de cirurgias posteriores.

CONCLUSAO

O pericardio bovino apresenta maior aderéncia ao diafragma e auséncia de tecido
fibrético, enquanto a placa de Gore-Tex® mostrou-se menos aderente ao diafragma e
respondeu com producgdo de tecido fibrético ao procedimento. Entretanto, é perceptivel a
aderéncia de ambas as placas ao figado.

Dessa forma, ainda cabem maiores estudos acerca das vantagens e desvantagens
do uso desses materiais para a correcéo de grandes defeitos diafragmaticos congénitos. E
necessario o acompanhamento dos materiais e das estruturas correlacionadas in vivo afim
de determinar seus comportamentos em um organismo em crescimento, tal o qual ocorre

com a crianga.
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