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RESUMO

Foram utilizados sete cdes adultos, trés machos e quatro fémeas, sem raga definida, com pesos entre 10 e
22kg, para avaliacdo do processo cicatricial do musculo diafragma, na presenca do implante de pericardio
bovino conservado em solucdo supersaturada de aglcar a 300%. Foi criado um defeito na porgdo
muscular do hemidiafragma esgquerdo de dimensdes 8,0x5,0cm. Ap0s a toracotomia no oitavo espago
intercostal esquerdo, o implante heterégeno foi fixado com fio poliamida n°® 3-0 por meio de sutura
simples continua. Decorrido o periodo pré-estabelecido de pds-operatério, os animais foram submetidos a
exames radiograficos simples e contrastado e a estudos macroscopico e histolégico. Na avaliacéo
radiogréfica, foi verificada presenca das silhuetas diafragmética e cardiaca, sem evidéncias de visceras
abdominais no interior do térax. Macroscopicamente, notou-se a formagdo de tecido conjuntivo fibroso
semi-transparente que ocluia o defeito diafragmético. O segmento de pericardio bovino conservado em
solucédo supersaturada de agUcar a 300%, em temperatura ambiente, é substituido por uma fina camada de
tecido conjuntivo fibroso e promove arestauracdo do defeito no muasculo diafragma de céo.
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ABSTRACT

Seven adult mongrel dogs, three males and four females, weighting between 10 and 22kg were used to
evaluate the diaphragmatic muscle healing process. A defect of 8.0x5.5cm was created at the muscular
portion of the left hemidiaphragm, through a thoracotomy at the eighth left intercostal space. A segment
of bovine pericardium, preserved in 300% sugar solution, was implanted in the diaphragmatic defect. The
heterologous implant was sutured with 3.0 polyamide using simple continuous suture. After the
observation period, radiologic analysis and macroscopic and histopathologic evaluations were
performed. Upon radiographic examination, there was no evidence of interruption of diaphragmatic
outline or increased radiopacity at the implantation site. Histologically, fine connective tissue occluded
the diaphragmatic defect. Bovine pericardium preserved in 300% supersaturated sugar solution at room
temperature is replaced by a fine layer of connective fibrous tissue and promote repair of large
diaphragmatic defects in dogs.
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INTRODUCAO

A hérnia diafragmética € uma patologia encontrada com freqiiéncia na rotina hospitalar de pequenos
animais. Pode ser de origem congénita, quando h& desenvolvimento incompleto e defeituoso (Touloukian,
1978), e adquirida, nos casos de traumatismos direto ou indireto sobre o diafragma (Wilson, Hayes,
1986).

Na correcdo de ferida diafragmatica, quando ha auséncia ou perda tecidual (Johnson, 1998) ou em casos
de evolucdo crénica, recomenda-se a utilizacdo de implantes bioldgicos ou sintéticos, pois a aproximagao
por primeira intencdo pode ocasionar tensdo na linha de sutura e consequente deiscéncia da ferida
(Eurides et al., 1994). O tecido bioldgico, sempre que possivel, deve ser 0 escolhido por apresentar certas
vantagens quando comparado a outros materiais, principamente a de permitir que o implante sga
incorporado ao organismo receptor (Daleck et al., 1988) ou servir de suporte temporario para 0 processo
cicatricia caracterizado basicamente pela formac&o de tecido conjuntivo fibroso (Hutson, Azmy, 1985).

Com a finalidade de reconstituir o diafragma de cdo, Gallo et al. (1982) testaram pericérdio de bovino e
suino conservado em solucdo de glutaraldeido e verificaram boa vedacdo do defeito, sendo
histol ogicamente observada presenca de uma camada de tecido conjuntivo sobre o implante. Daleck et al.
(1988) implantaram um segmento de peritdnio conservado em glicerina e detectaram, apds 60 dias, sua
substituicdo por tecido conjuntivo fibroso. Ranzani et al. (1990) estudaram em c&o o uso de pericardio de
eqliino conservado em glicerina a 98%. Apos celiotomia mediana pré-umbilical, o hemidiafragma
esquerdo foi acessado e reparado com implante, sendo observada, apds 60 dias, restauracdo do diafragma
com diminui¢do progressiva do implante. Matsumoto et al. (1996) empregaram pericardio homdlogo de
cdo conservado em compostos de polipoxy (Denacol). Os autores notaram na area de implantacéo boa
oclusdo do defeito e infiltragéo por tecido conjuntivo, fibroblastos e células inflamatdrias (macréfagos e
linfécitos). Mazzanti et al. (2001) avaliaram a cicatrizagdo de um segmento muscular homdlogo
conservado em solugdo supersaturada de aclicar a 300% para correcéo de grandes defeitos de diafragma
em cdo. Decorridos 120 dias de pds-operatdrio, os autores ohservaram substituicdo do segmento muscular
conservado por uma fina camada de tecido conjuntivo fibroso quase transparente e preservacéo da
silhueta diafragmética.

Vérias solugdes podem ser utilizadas na conservacao de material bioldgico como a betapropiolactona, o
liqlido de Hamks (L atteri et al., 1966), o glutaraldeido (Gallo et a., 1982), a glicerina a 98% (Pigossi et
al., 1971; Daleck et a., 1988; Ranzani et a., 1990) e, mais recentemente, solucao supersaturada de agUcar
(Mazzanti et a., 2001). O aglcar comum ou sacarose de cana-de-aglicar vem sendo utilizado na rotina
médica para tratamento de feridas infectadas (Weiss et a., 1984; Raiser, Badke, 1987). Na forma
granulada apresenta efeito cicatrizante (Prata et al., 1988), aém do poder antimicrobiano sobre alguns
tipos de bactérias freqlientemente isoladas de feridas cirtrgicas (Costa Neto et a., 1997). Acredita-se que
a hiper-osmolaridade ocasionada pelo aglcar torne 0 meio inadegquado para o crescimento e sobrevivéncia
bacteriana e, também, pelo seu alto poder higroscépico contribua para a reducéo do edema (Weiss et al.,
1984). Com base nessas propriedades, quando em forma solida, despertou-se o interesse em estudar o
acUcar em forma de solucdo supersaturada para fins de conservacgéo de membrana biol6gica.

Na maioria dos estudos sobre a reparacdo do diafragma com material sintético ou biol6gico o periodo
maximo de pds-operatorio estabelecido variou entre 30 e 60 dias (Daeck et al., 1988; Ranzani et al.,
1990; Eurides et al., 1994). Isto pode omitir informacfes importantes sobre o processo cicatricial que
ocorreu apés essa fase. Segundo Ranzani et al. (1990), as caracteristicas definitivas do processo cicatricial
ocorrem com 30 dias de pds-operatério, ao contrario do verificado por Mazzanti et a. (2001) que, ao
empregarem musculo diafragma conservado em solug&o supersaturada de aglicar a 300% na reparagéo de
defeitos no diafragma de cdo, obtiveram diferentes resultados entre os animais do grupo de 30 dias, de 75
ede 120 dias.
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O objetivo deste trabalho foi estudar o processo cicatricial do diafragma de cdo por um periodo de 270
dias, na presenca do pericardio bovino conservado em solucéo supersaturada de aclicar a 300%, mediante
andlises macro e microscopica e radiografica da érea de implantagéo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados sete cdes adultos sem raca definida, com peso variando de 10 a 22kg e que se
encontravam clinicamente sadios. Apés jejum prévio de 12 horas, os animais foram pré-medicados com
sulfato de morfina (Dimorf. Cristdlia do Brasil, Sdo Paulo, SP) (1,0mg/kg) associado a sulfato de atropina (Atropina
Santisa Injetavel. Santisa Laboratério Farmacéutico. Bauru, SP) (0,044mg/kg), ambos por via intramuscular, seguido
de tricotomia da regido torécica latera esquerda. A indugdo anestésica foi feita com tiopental sodico
(Thiopentax. Cristdlia — Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP) (12,5mg/kg de peso corporal, 1V) e, em
seguida, cada animal foi intubado com sonda orotraqueal e mantido em plano de anestesia cirdrgica com
isoflurano (Isoflurane. Cristalia — Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP) a 2,5V % em oxigénio a 100%,
sob ventilagéo artificia controlada. Com a contengdo dos animais em decubito lateral direito, realizou-se
anti-sepsia do campo operatério com alcool-iodo-alcool.

Para a preparacdo da solucdo supersaturada de agUcar (Acucar Cristal Peneirado. Copersucar. Sao Paulo, SP) a
300%, foram utilizados 300 gramas de aclicar cristalizado em 100 mililitros de &gua tri-destilada,
obtendo-se, no final, uma solucdo na propor¢do 3:1 homogeneizada. Para montagem do banco de
implante, o segmento de pericardio bovino foi obtido no setor de patologia veterindria da Universidade
Federa de Santa Maria de animais que morreram mas que ndo apresentavam alteragdes macroscopicas
nessa estrutura. O segmento foi irrigado copiosamente com solucdo fisioldgica a 0,9% e colocado em
frasco estéril contendo solugdo supersaturada de aglcar a 300%, previamente homogeneizada. Decorridas
48 horas, a solugéo foi trocada e o segmento de pericardio permaneceu imerso para conservacdo e
armazenamento pelo periodo de 30 dias, em temperatura ambiente. O implante heterégeno foi removido
do frasco com solucdo de aclcar 15 minutos antes do implante, irrigado abundantemente com solucéo
salina e imerso numa cuba rim estéril contendo solucdo fisioldgica a 0,9%, em temperatura ambiente para
hidratac8o. O retalho de pericardio bovino foi preparado confeccionando-se um segmento de dimensdes
suficientes para ocluir o defeito diafragmético provocado.

O acesso a0 muisculo diafragma foi feito mediante toracotomia no oitavo espaco intercostal esquerdo.
ApOs a identificagdo do musculo diafragma e com auxilio de uma lamina radiografica estéril de
dimenses 8,0x5,0cm, foi demarcada uma area do musculo diafragma esguerdo com quatro pontos de
reparo de fio poliamida (Fio de Nylon Grilon. Inddstria Nacional de Plasticos, SP) n° 3-0 em cada angulo do defeito.
Em seguida foi removido com bisturi, por entre os pontos de reparo, um segmento do misculo diafragma,
resultando num defeito de mesmas dimensdes. O implante foi fixado as bordas da ferida diafragmética
sendo utilizado o mesmo tipo de fio, por meio de sutura continua simples.

A toracorrafia foi realizada com pontos simples continuos com fio de poliamida 3-0, sendo o de pele com
pontos simples separados com fio mononailon (Mononylon 3-0. Ethicon. Johnson & Johnson. Séo José dos Campos,
sP) n? 3-0. O restabelecimento da pressio negativa intratoracica foi feito por insuflagdo pulmonar quando
da aplicacéo do Ultimo ponto do primeiro plano de sutura. A insuflagdo do pulméo foi controlada com
auxilio de uma vavula (Narcomatic 2000. Narcosul S.A. Porto Alegre, RS), evitando pressao intratraqueal superior
a 20cm de H,O. Na permanéncia de um eventual pneumotérax residual, o ar foi extraido por
toracocentese no sétimo espaco intercostal.

Foram utilizados ampicilina sddica (Ampicilina sadica. Ariston. Ariston Industria Quimica. Sao Paulo, SP) (20mg/kg
de peso corporal, 1V), 30 minutos antes do procedimento e flunixin meglumine (Banamine. Schering-Plough.
Rio de Janeiro, RJ) (1,0mg/kg de peso corporal, IM), repetido no pds-operatério por mais dois dias. A ferida
cirdrgica cutanea foi submetida a curativo local com solugdo salina e os pontos de pele retirados com oito
dias de pbs-operatério. Decorridos 270 dias de pds-operatério, os animais foram submetidos a exame
radiografico do térax nas posicoes lateral e dorso-ventral, sendo repetidos os mesmos posicionamentos
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para estudos contrastados de visceras do sistema digestorio no interior do térax, empregando-se sulfato de
bario (Bariogel. Cristélia. Produtos Quimicos Farmacéuticos. Itapira, SP) (Ticer, 1987).

Para andlise macroscopica da érea de implantag&o e coleta de fragmentos para estudo em microscopia de
luz, os animais foram submetidos a eutanésia com injecéo intravenosa de tiopental sodico® (12,5mg/kg de
peso corporal, 1V), seguido de solucéo de cloreto de potéssio. O material foi fixado em formalina a 10%
por periodo minimo de dois dias e os cortes para a histologia coradosem HE e TM.

RESULTADOSE DISCUSSAO

O acesso ao diafragma pelo oitavo espaco intercostal esquerdo permitiu a confeccdo do defeito e a sua
restauracdo com implante heter6geno. Para Raiser (1994), a toracotomia empregada nesse espaco tem
sido uma opgdo de abordagem, principalmente quando o diagndstico permite definir qual o lado
comprometido. Outros acessos ap musculo diafragma foram propostos, como a via téraco-abdominal
praticada por Punch e Slatter (1985), sétimo espaco intercostal esquerdo utilizado por Gallo et a. (1982) e
Latteri et al. (1966), 10° espaco intercostal por Mazzanti et al. (2001) e laparotomia mediana por Sweet e
Waters (1991), Ranzani et al. (1990) e Faria et al. (1999), porém, impossibilitariam o acesso a clpula
diafragmética obtida pelo oitavo espaco intercostal.

Em todos os animais verificaram-se aderéncias da érea de implantago com estruturas abdominais (Fig.
1B), como o figado (71%) e o omento maior (28%), e torécicas, como os pulmdes (71%) e a pleura
parietal (57%), coincidindo com os achados de Matsumoto et al. (1996), que empregaram pericardio
canino, e de Mazzanti et a. (2001), os quais utilizaram musculo diafragma homdlogo para reparo de
defeito diafragmético de cdo. Esses autores verificaram também que o figado e os pulmdes foram as
estruturas mais acometidas, gragas a proximidade anatdbmica desses 6rgdos com a regido da ferida
diafragmética reparada. As aderéncias foram desfeitas manualmente, ao contrario do que foi observado
por Mazzanti et al. (2001), cujas aderéncias encontravam-se firmes, com intensa formacdo de tecido
conjuntivo fibroso. Essa diferenca de resposta pode ser atribuida ao tipo de implante utilizado, visto que a
solucdo de conservacdo foi a mesma.

Nas avaliagOes radiogréficas em posicoes lateral e dorso-ventral verificaram-se as presencas de silhuetas
diafragmética e cardiaca (Fig. 2A, 2B). Para Sullivan e Reid (1990), a indefinicdo do contorno das
silhuetas permite definir a presenca de hérnia diafragmatica em 97% dos casos. Johnson (1998) e Raiser
(1994) comentaram que a radiografia torécica € o exame de maior €eficiéncia para o diagndstico de hérnia
diafragmética. Neste experimento, foi realizado estudo contrastado do sistema digestorio pela maior
freqliéncia do estbmago e intestinos no interior do torax, seguido do figado e baco, segundo as
observac8es de Johnson (1998).

Na avaliacdo macroscopica da &rea de implantacdo, apds 270 dias de observacdo, foi verificada uma
membrana fibrosa delgada semi-transparente que preenchia o defeito diafragmético (Fig. 1A, 1B).
Ranzani et al. (1990), ao empregarem pericardio de eqiiino conservado em glicerina a 98% para
restauragdo de diafragma de cdo, notaram até o 60° dia que o implante assumiu tonalidade mais
esbranquicada.

Microscopicamente e aos 270 dias do procedimento cirdrgico verificou-se na interface tecido
receptor/local de implante, penetracdo de fibras colégenas da regido restaurada em diregdo ao musculo
diafragma adjacente. Notou-se, também, que a transi¢do entre o diafragma e o tecido conjuntivo fibroso
apresentava definicdes bem evidentes (Fig. 1C). Daleck et al. (1988), aos 60 dias, notaram na &rea
restaurada do diafragma por peritbnio bovino presenca de fibras coldgenas sem orientagdes definidas,
infiltracdo de células mononucleares e fibroblastos ao redor e entre as fibras da membrana implantada. O
implante heterélogo conservado comportou-se como estrutura de sustentacdo temporéria, substituido
progressivamente por tecido conjuntivo fibroso. Gallo et al. (1982), que usaram pericardio de suino ou
bovino na reparacéo de diafragma de céo, verificaram presenca do enxerto na area reparada decorridos
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cinco meses de implantagdo. Rodgers et a. (1981) observaram tal ocorréncia com dura-méter humana
decorridos seis meses de implantacdo e Matsumoto et al. (1996) ndo mais detectaram a presenca de
pericardio homdlogo no diafragma de céo ap6s cinco meses. Os resultados obtidos as semelham-se aos
observados por Mazzanti et a. (2001), os quais encontraram diferengas histol6gicas entre tempos pré-
determinados de estudo, e diferem dos encontrados por Ranzani et a. (1990), que definiram a duragdo do
processo cicatricial em 30 dias apds implantacdo de uma membrana biol égica

Figura 1. Diafragma (M) de cdo submetido a hernioplastia diafragmética com pericardio bovino
conservado em solugdo supersaturada de aglcar, decorridos 270 dias de pds-operatorio. A- Presenca de
tecido fibroso (TC) delgado preenchendo o defeito diafragmatico (seta). B- Aderéncia do figado e omento
maior com a &rea reparada (seta) C- Definicdo (seta) entre o diafragma (M) e o tecido conjuntivo fibroso
formado (TC).
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Figura 2. Aspecto radiografico do térax e abdome de cdo submetido a hernioplastia diafragmética com
pericardio bovino conservado em solugéo supersaturada de aglcar a 300%, decorridos 270 dias de pds-
operatdrio. A- presenca da silhueta cardiaca e diafragmética (seta). B- verificase a apds o estudo
contrastado, a presenca do estdmago (E) contido na cavidade abdominal.

As bordas do defeito de 8,0x5,0cm, provocado no hemidiafragma esquerdo, so foram aproximadas com
tensdo, justificando a hernioplastia com uso de implantes para reconstrugdo do diafragma, como
recomendado por Deshpande et a. (1983). Na literatura consultada ndo foi observada padronizacéo
guanto ao tamanho do defeito criado no misculo diafragma, sendo encontrada medidas que variaram de
4,0x4,0cm (Ranzani et a., 1990) a 10,0x6,0 cm (Oliveira, 1998). Para Barreiros et al. (1996), que
utilizaram o musculo grande dorsal para reparacdo do diafragma de cdo, um defeito de 4,0x5,0cm foi
considerado como de grande dimens&o. Essa classificagdo quanto ao tamanho, no entanto, teria maior
fundamento se as bordas do defeito criado ndo pudessem ser reaproximadas ou, Sse conseguida,
permanecessem com grande tensdo, a ponto de poder ocasionar deiscéncia na linha de sutura.

As propriedades medicinais do aglicar como cicatrizantes e bactericidas salientadas por Weiss et a.
(1984) e Raiser e Badke (1987) motivaram os autores deste trabalho a formularem uma solucéo de aglcar
com o objetivo de conservagdo de membranas bioldgicas. Para isso, um dos fatores considerados foi a
definicdo da concentracdo bactericida. Segundo as observactes de Costa Neto et al. (1997), a solucéo de
acUcar para apresentar efeito antimicrobiano deveria ser acima de 250%, dai a definicdo de 300% para
este experimento. Apesar de ndo terem sido realizados estudos microbiol gicos da solugéo conservante de
acUcar, ndo foram detectados sinais de infeccdo, a semelhanga do observado por Latteri et a. (1966),
Gdlo et a. (1982) e Ranzani et al. (1990), quando empregaram outras solugdes conservantes.

A avadliacdo pos-operatdria por nove meses permitiu concluir, de forma segura, que as ateracOes
ocorridas no tecido receptor, apds a implantacdo do segmento de pericardio heterdgeno, sdo definitivas.
Na maioria das vezes os resultados apresentados em estudos de reparacéo do diafragma foram obtidos em
periodos curtos nos quais o processo cicatricial se caracterizou pela proliferacdo de tecido conjuntivo
fibroso (Daleck et al., 1988; Ranzani et al., 1990; Eurides et al., 1994). Gallo et a. (1982), Matsumoto et
al. (1996) e Mazzanti et al. (2001) observaram que a ferida diafragmética cicatrizou mediante a formacéo
de tecido fibroso que se tornava, no decorrer do processo de reparacdo, de espessura mais fina e aspecto
semitransparente, colocando em divida a resisténcia dessa cicatriz. Nesta pesquisa, o tecido cicatricia
apresentou as mesmas caracteristicas citadas e, durante a tragdo manual, manteve adequada sustentacéo
da regido. Apesar de ndo terem sido feitos testes especificos sobre a resisténcia da membrana fibrosa
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formada, verificou-se que a &rea reparada encontrava-se com sustentacdo adequada durante a tragéo
manual.

CONCLUSOES

O uso do pericardio bovino conservado em solugdo supersaturada de aclicar a 300% promove a
restauracdo do defeito no diafragma de c8o, mediante a substituicdo por uma membrana fibrosa, sem
apresentar evidéncias deinfeccdo e de rejeicao na area de implantacso.
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