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1. INTRODUCAO




As lesbes diafragmaticas sdo um grande desafio para os profissionais que
atuam na area da traumatologia. Se isoladas podem passar despercebidas, ja que
nao se sabe ao certo as repercussdes que podem causar, o diagndstico e o tratamento
sao dificeis tanto na fase aguda, como crénica, e tdo pouco se sabe acerca de sua
evolugao (Demetriades et al, 1988; Leppaniemi, Haapiainem, 2003; von Batten et al,
2005; Giannini et al, 2007).

O primeiro relato de hérnia diafragmatica foi através de necropsia em 1541 por
Sennertus. Bowditch. Em 1853, foi o primeiro a publicar dados sobre os sinais clinicos
da enfermidade, apos um estudo com 88 casos de hérnia diafragmatica traumatica.
Hedblon (1925) foi um dos primeiros a tratar casos de hérnia diafragmatica traumatica
com conteudo abdominal na cavidade toracica.

A pressao intra-abdominal é relacionada como sendo o fator determinante para
a evolugdo da hérnia diafragmatica (Ali, 1992; Giannini et al, 2007). Mas o que
explicaria a ocorréncia de casos extremamente sintomaticos e que podem evoluir para
insuficiéncia respiratéria e outros e em que a lesdo passa despercebida?

Os ferimentos penetrantes na zona de transi¢do téraco-abdominal, sdo os
principais fatores causais da lesédo diafragmatica (Asensio et al, 2000; Saad Junior
2012). A incidéncia de lesao diafragmatica em trauma abdominal fechado, fica em
torno de 0,8% a 1,6% (Boulanger et al, 1993); ja nos traumas penetrantes essa
incidéncia aumenta para 15% (Rosati, 1998), Quando o paciente é submetido a
laparotomia ou toracotomia, a lesdo pode estar presente em até 6% dos casos de
trauma fechado (Shah et al, 1995), e em ferimentos penetrantes, podem cursar com
até 48% de lesbes diafragmaticas (lvatury et al, 1993; Zantut et al, 1997). Os 6rgaos
mais acometidos na lesdo diafragmatica sdo: pulmbes, estdbmago, figado, bacgo, e
célon, sendo o hemidiafragma esquerdo, o mais acometido nos ferimentos
penetrantes ou nos traumas fechados.

Quando nos referimos aos sintomas dos doentes portadores de lesdes
diafragmaticas, podemos ter desde: dores referidas no ombro, diminuicdo da
expansibilidade da caixa toracica, ruidos hidroaéreos na ausculta pulmonar, abdémen
escavado ou até nenhuma sintomatologia.

Esses sintomas, considerados mais comuns, estdo relacionados aos aparelhos
digestivo e respiratorio, e ainda podem se apresentar, em 25% destes doentes, de

forma assintomatica (Gibson, 1929; Hirshberg et al, 1989).
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Os exames existentes, ainda falham na tentativa diagnostica da lesdo
diafragmatica, isso porque as imagens sao pouco especificas, tais como: hemotorax,
pneumotoérax, velamento de seio costofrénico que podem persistir mesmo apés a
drenagem toracica (Miller et al, 1984; Arak et al, 1997; Murray et al, 1997, 1998).
Dentre os exames de imagem, a que se destaca pela melhor especificidade é a
ressonancia magneética; no entanto, trata-se de exame caro e que necessita de longo
tempo para sua realizagdo e ainda nado tem resultados confiaveis para lesao
diafragmatica isolada, o que para uma situagao de urgéncia nao se constitui em uma
boa opgao (Boulanger et al, 1992; Gierada et al, 1998).

Com o advento da videocirurgia, houve uma mudanga no cenario do
diagndstico e tratamento das lesdes diafragmaticas na zona de transigcéo
toracoabdominal, aumentando a sensibilidade e especificidade no diagndstico dessas
lesbes, em relacdo aos outros métodos anteriormente utilizados. Além disso, permite
o diagndstico e a terapéutica da lesdo em pacientes estaveis, em um mesmo tempo
cirargico (Solda et al, 1994; Zantut et al, 1997; Dorgan et al, 2001).

A evolugédo natural do ferimento diafragmatico, ainda é desconhecida, isso
porque ao mesmo tempo em que se tem evidéncias de que os pacientes ndao operados
podem ter uma boa evolugdo, sem formacao de hérnias (Miller et al, 1984;
Demetriades et al, 1988; Chen, 1991), existem evidéncias de que se deve fazer a
corregao imediata da lesao diafragmatica, pois a evolugéo para a hérnia diafragmatica
aumenta o potencial de morbidade e mortalidade pela lesdo (Waldshmidt, Laws, 1980;
Leppaniemi, Haapiainem, 2003; Saad Junior, 2012).

A partir dessas observagdes, o grupo de cirurgia toracica do Hospital Central
da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo, propbés modelo experimental para
avaliar a cicatrizagdo dos ferimentos penetrantes isolados no diafragma. Nesse
cenario, estudos sobre a evolugdo natural da doenga e o uso da cirurgia por video em
traumas penetrantes da zona de transigcdo toracoabdominal, passaram a ser
confeccionados.

O primeiro estudo desenvolvido foi de Perlingeiro em 2001, nessa pesquisa
foram utilizadas espécies murinos e realizado lesdes diafragmaticas tanto no lado
direito como no lado esquerdo, de aproximadamente 10% da superficie diafragmatica.
Entre 10-120 dias essas lesbes foram reavaliadas, sendo encontrado diafragmas

completamente cicatrizados na maioria dos casos.

Introducao



Além disso, esses diafragmas foram submetidos a avaliagao histologica e em
aproximadamente 30% das avaliagdes, nao fora possivel encontrar o local exato da
lesdo e também nao foi possivel encontrar vestigios relacionados a resposta
inflamatdria como fibrose, por exemplo. Nesse momento, pensou-se que poderiamos
estar a frente de casos de hiperplasia muscular ja que n&o havia vestigios de fibrose
associada, e para isso certamente, mais estudos e estudos direcionados para a
avaliagao da resposta inflamatéria ao trauma cirurgico que deveriam ser realizados.

Seguindo a linha de pesquisa, em 2008, Gongalves retirou um segmento
completo do hemidiafragma esquerdo que totalizava 30% dessa regido. Nessa
situacao, apenas 12,5% dos casos evoluiram com cicatrizagdo completa espontanea.

Em 2014, Rivaben mostra que se realizarmos uma leséo linear com 30% de
extensdo no hemidiafragma direito, poderemos ter em até 54% das vezes, a
cicatrizacdo espontanea associada.

Se com uma lesao linear teve altas taxas de cicatrizagdo, Caiel em 2015 optou
por estudar essa mesma lesdo com 30% de extensdo, no entanto, retirando um
segmento do hemidiafragma direito, novamente obteve-se uma taxa de cicatrizagéo
em torno de 12,5%.

Apesar do observado no estudo de Perlingeiro - 2001, temos que ter em mente,
0 processo de resposta inflamatdria classico, que para o grupo muscular, geralmente
nao envolve o processo de hiperplasia. Para comecgar o pensamento da resposta
inflamatdria a uma injuria, qualquer que seja ela, devemos lembrar que para que haja
processo de hiperplasia de um 6rgéo ou tecido, esses devem obrigatoriamente, conter
células jovens e indiferenciadas, que sao capazes de se dividir e posteriormente se
diferenciar.

Apds uma injuria aguda, inicia-se o processo inflamatorio agudo que tem trés
passos iniciais: 1- dilatacdo dos pequenos vasos e consequente aumento de fluxo
sanguineo, 2- aumento da permeabilidade da microvasculatura, que permite que as
proteinas do plasma e os leucdcitos deixem a circulacao, permitindo assim a saida de
elementos figurados de dentro do vaso para o intersticio, 3- migracao de leucdcitos
da microcirculagéo para a regido lesada (Robbins, 2016).

Como resultado da resposta inflamatéria aguda, podemos ter trés situagdes: 1-
resolugdo completa, no qual as células parenquimatosas danificadas regeneram-se
por completo; 2- reparo com cicatrizagdo ou fibrose. E uma reposta comum em tecidos

que sao incapazes de regeneragao, ou em que a injuria inicial foi muito extensa e
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houve impossibilidade de regeneragdo completa; 3- Evolugdo para resposta
inflamataoria crénica (Robbins, 2016).

A inflamacéao crénica é o estagio de duragéo prolongada (que pode perdurar
por semanas ou meses) em que a inflamagao, a lesédo tecidual e as tentativas de
reparo estdo em fases diversas. Nesse estagio, o edema, as alteragdes vasculares e
a infiltracdo neutrofilica é substituida pela: 1- infiltracdo de células mononucleares
(como macréfagos, linfécitos e plasmacitos); 2- destruicao tecidual; 3- tentativas de
reparo que é marcado principalmente pela angiogénese e pela presenga de fibrose
(Robbins, 2016).

Com relagéao ao reparo, fase que ocorre na fase crbnica do processo
inflamatério, podemos ter dois tipos: 1- regeneragdo — consiste na proliferacédo de
células residuais (ndo lesadas) e da maturagao de células tronco teciduais, ocorre em
apenas alguns 6rgaos; 2- deposigao de tecido conjuntivo (fibroso) com formagéo de
cicatriz, que apesar de ser normal, pode fornecer estabilidade estrutural suficiente,
para que o tecido lesado possa funcionar (Robbins, 2016).

A regeneracéo celular se da através de estimulos por fatores de crescimento,
integridade de matriz extracelular e pelo desenvolvimento de células maduras a partir
de células tronco. A forma de reparo dos tecidos € determinada pela sua capacidade
de proliferagao intrinseca e ai podemos dividir os tecidos em trés grupos: 1- tecidos
labeis ou instaveis nos quais ocorre constantemente a maturagao de células tronco e
a formagdo de células maduras; 2- tecidos estaveis nos quais existem células
quiescentes nos estagios iniciais do ciclo celular e podem se diferenciar ao estimulo
de lesdes; 3- tecidos permanentes, nos quais as células em sua maior parte, estao
em estagios diferenciados e ndo comportam divisdo e multiplicacéo para reparagao,
sendo assim, nesses tecidos o reparo é caracteristicamente realizado pela formagao
de cicatriz (Robbins, 2016).

O reparo por deposigao de tecido conjuntivo, se faz através da substituicdo das
células lesadas por colageno, levando & formagdo de uma cicatriz. E composta pelas
seguintes etapas: 1- angiogénese com extravasamento de fatores ao terceiro espaco
e possibilidade de iniciar todo o processo cicatricial; 2- formacdo do tecido de
granulacdo; 3- remodelamento do tecido conjuntivo, € a parte do processo
responsavel pela formagao de uma cicatriz fibrosa estavel (Robbins, 2016).

E nesse cenario, depois de exposto toda a cadeia de resposta inflamatodria,

tanto na fase aguda como na resposta cronica, ainda persistimos com a duvida acerca
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da razdo em que 30% das vezes o diafragma encontrava-se 100% cicatrizado e sem
vestigios de resposta inflamatodria no estudo de Perlingeiro 2001, e assim sendo veio
a pergunta: pode-se pensar em hiperplasia muscular nos casos de lesdo diafragmatica

traumatica?
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2. OBJETIVO




Estudar a evolugdo natural da lesdo de 30% da extensdo do diafragma
esquerdo e avaliar sua caracteristica anatomopatolédgica de cicatrizag&o.

Objetivo
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O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA) da
Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo, sob o protocolo de numero
011/16, com pareceres favoraveis dos Departamentos de Cirurgia e de Anatomia
Patoldgica da Irmandade, bem como do Departamento de Fisiologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Santa Casa de Misericérdia de S&o Paulo (Anexo 1).

Todo o trabalho foi acompanhado pela equipe do Biotério do Departamento de
Ciéncias Fisiolégicas da FCMSCSP, para vigilancia ventilatéria e de pds-operatorio
do animal, para que houvesse o minimo de sofrimento animal possivel e contou com
a presencga de duas veterinarias ao longo de todo o projeto.

De acordo com os estudos prévios, e com o fato de termos de contar apenas
com os ratos que tiveram cicatrizagao completa da lesao diafragmatica, foi realizado
o calculo amostral, em que o numero esperado de exemplares para a realizagao desse
estudo foi de 50 ratos.

Foram utilizados 50 exemplares de Rattus norvegiccus albinus, da linhagem
Wistar, submetidos a les&o de aproximadamente 30% do diafragma através de inciséo
regular e longitudinal as fibras musculares da porgao esquerda deste 6rgao, entre a
borda lateral da inser¢cao do diafragma a parede lateral toracica e o centro tendineo,
sem acometé-los.

Esses tinham cerca de 90 dias de vida (em média 250g) e foram mantidos em
gaiolas coletivas por 30 dias, com densidade populacional de cinco animais/gaiola,
com acesso livre e irrestrito a agua e aos alimentos indicados para roedores,
vigorando um ciclo claro/escuro de doze horas. A identificagdo de cada animal foi feita
com caneta hidrocor de tinta permanente nas regides de cauda e de orelha. Durante
0 periodo pos-operatério, os 30 primeiros dias, foram acompanhados em especial
para que nao tivessem dor, esse calculo do score de dor foi realizado segundo a
escala Grimace (Anexo 3).

Apo6s 30 dias os animais eram submetidos a necropsia com laparotomia
mediana. Os fragmentos diafragmaticos foram encaminhados a microscopia, para

avaliagao do tipo de cicatrizagdo: colageno ou hiperplasia muscular.
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3.1- Padronizagcao do tamanho da lesao.

Foi realizada incisdo longitudinal as fibras musculares de aspecto regular entre
borda lateral da inser¢cdo diafragmatica e pilar diafragmatico, sem no entanto,
acometé-los, no diafragma esquerdo em cerca de 30% do diametro do mesmo, sendo
que, para orientagado e demarcacgao, foram feitos pontos de mononylon 6-0 na borda
medial e lateral da incis&o, para marcacgao exata do local da lesao e assim possibilitar

o estudo histopatoldgico posterior.

3.2—- Técnica anestésica.

O animal foi submetido a anestesia por via inalatéria com Isoflurano 6%, usado
em aparelho anestésico inalatério do tipo Fluovac, sistema anestésico (Harvard
Apparatus®). Para analgesia usamos como primeira escolha a dipirona e em forma
de resgate o Tramadol.

O animal foi assistido do ponto de vista ventilatério por um aparato que gera
uma pressao positiva - CPAP (Continuous Positive Airway Pressure), adaptada com
tubo de borracha e PEEP (Positive End- Expiratory Pressure), através de um
concentrador de oxigénio.

Durante a inducdo anestésica foi usado Isofluorano a 5ml/h com 8L/min de
Oxigénio; ja no intraoperatério, mantivemos uma concentracdo entre 2-3 ml/h de
Isoflurano + 6 L/min de oxigénio. No pds-operatorio foi feito apenas um suporte
ventilatorio com 5 L/min, sem uso de CPAP ou PEEP, enquanto aguardavamos o

despertar pés-anestésico.

3.3—- Realizagao de lesao cirurgica no diafragma.

Foi realizada uma tricotomia abdominal e assepsia com digliconato de
clorexidina 0,5% de solugao alcodlica e colocagdo de campos estéreis cirurgicos, apos
ser atingido plano anestésico.

Iniciavamos com incisdo mediana a partir do processo xifoide, o suficiente para
exposicao do diafragma esquerdo, o que em geral corresponde a mais ou menos 2-3
cm de incisdo. No diafragma, era feito incisdo longitudinal as fibras musculares de

aspecto regular em cerca de 30% de seu diametro entre a insergao costal e o centro
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tendineo do diafragma, sem inclui-los. O tamanho de 30% teve como objetivo o maior
numero de diafragmas cicatrizados, o possivel obtido na tese de Rivaben e ao mesmo
tempo sendo possivel, observar a cicatrizagao posterior.

Foram realizados a marcacéo da lesdo com pontos de mononylon 6.0 nas
bordas da incisdo, para auxilio na retirada da peca que iria para estudo
histopatoldgico. Apds o procedimento, o abdémen teve sua sintese por planos com fio
de categute 3.0, em chuleio continuo na aponeurose e fios mononylon 4.0 na pele em
pontos continuos. Todos os animais foram operados pela mesma equipe e quando
despertos, foram devolvidos as suas gaiolas onde recebiam agua, alimentos e
cuidados durante o periodo de pos-operatorio por 30 dias (Perlingeiro, 2001, 2007). A
analgesia para dor intensa foi feita com dipirona 2,5 mg/kg nos dois primeiros dias por
via subcutanea trés vezes ao dia, associado a tramadol 1-2 mg/ml subcutaneo, se

necessario.

3.4—- Realizagao de necropsia.

Apés 30 dias, todos os animais foram submetidos a eutanasia segundo normas
internacionais para animais de laboratério (AVMA, 2001), respeitando 0 minimo de
sofrimento fisico e psicolégico.

Para a realizagdo da necropsia os ratos eram retirados de suas gaiolas,
somente no momento da eutanasia e, em sala separada, submetidos a injegcéo
intraperitoneal de tiopental na dose de 120mg/kg intraperitoneal, apds realizagao de
anestesia com lidocaina 5mg/kg também intraperitoneal, pelo menos 10 minutos
antes. Assim diminuimos a dor e sofrimento da eutanasia, pois os barbituricos sao
agentes alcalinos e geralmente diluidos em base alcodlica o que leva a maior irritagéo
e consequentemente dor. Somente apds a confirmagao da morte é que foi realizada

a necropsia.
3.5- Estudo histolégico.
A peca cirurgica foi retirada e imersa em frasco com formol a 10% com cerca

de 10 vezes o volume da peca. A mesma foi fixada em pecas de cortica

individualmente. Foram submetidas a exame macro e microscépico por Servico de
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Patologia, com coloragbes especiais para musculo e colageno, além da avaliagédo da
presenga de colageno novo.

O exame macroscopico teve como objetivo a averiguagao do tamanho da peca
e visualizacao da lesao, seguindo os pontos de orientagéo. Por fim, foram realizados
cortes sequenciais da regido de lesdo e cortes sequenciais da regido sem leséo.
Esses cortes eram separadamente armazenados em pequenos cassetes e devolvidos
para o formol. Nesse momento se iniciava o preparo histolégico (Fig. 1, 2, 3, 4). Para
0 exame de microscopia Optica, os fragmentos, apds fixagdo foram desidratados,
diafanizados, embebidos em parafina e cortados na espessura de 2 a 3 micra. Os
cortes eram corados por hematoxilina-eosina, tricromico de Masson e Picrossirius.

Na coloracgao especial tricrébmico de Masson: o colageno apresenta coloragao
azul, enquanto o tecido muscular apresenta cor vermelha. E para a diferenciagao entre
as fibras de colageno foi usada a colorag&o de Picrossirius, com posterior avaliagéo
em luz polarizada.

A analise anatbmica era iniciada com a avaliagao da peca fixada em formol,
sendo avaliado pontos de orientacdo e cicatrizagdo, conforme as fotos que se

seguem:

FIGURA 1- Diafragma fixado em formol, presenca de lesdo que originou hérnia
diafragmatica associada.
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Pontos de
orientacao

FIGURA 2- Diafragma fixado em formol, com dois pontos de orientagédo mostrando as
margens da ferida operatoria causada.

Ponto de orientagao

FIGURA 3- Diafragma fixado em formol, com apenas um ponto de orientagao.

Casuistica e Método



15

Para melhor estudo da regido lesada, fizemos da seguinte forma: um corte em
cunha a partir do ponto de orientagdo mais medial e seguimos até as bordas; com
esse fragmento em maos fizemos diversos cortes e o coramos com HE, Picrossirius
e Tricrbmico de Masson, designando essa parte em cunha como “L” (area lesada)
(Figura-4.Além disso, no restante do hemidiafragma, fizemos varios cortes e também
0os coramos, designamos de area sem lesdo (Figura- 5). A partir desse estagio

avaliamos a presenca de fibrose, apenas na area lesada “L”.

Cicatriz da lesao prévia

Pontos de
orientagao

FIGURA 4 — Foto com o corte em cunha e a formacao da area lesada.
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Area “L” retirada

Area sem lesdo

.

Area sem lesdo

FIGURA 5 — Figura que mostra a area lesada e a area nao lesada.

Com relagdo as quantificagbes usadas na avaliagdo patoldgica, usamos as
métricas semi-quantitativas (foram usadas métricas do préprio laboratério de anatomia
patoldgica da instituicao):

Fibrose: 0: sem fibrose; 1+: fibrose focal; 2+: mais de um ponto de fibrose; 3+:
intercomunicacédo entre as ilhas de fibrose.

Ja a lipossubstituicdo, que se caracterizou como um achado comum na nossa
avaliacdo, temos os seguintes critérios: 0: sem lipossubstituicdo; 1+: Iébulos de
gordura entre fibras musculares; 2+: |6bulos aglomerados ocasionais; 3+: I6bulos
sequenciais.

Com relacdo a presenca de corpo estranho: 0: ndo ha reacdo; 1+: corpo
estranho somente proximo ao fio de referéncia; 2+: reagdo em toda a ferida operatoria;

3+: reagao difusa acometendo grande regiao peri ferida operatoria.

Casuistica e Método
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Durante a avaliagédo histologica foi possivel distinguir a face pleural da face
peritoneal, pela presenga de células hepaticas aderidas ao diafragma, mesmo que

sua presenga nao fosse visivel macroscopicamente.

Casuistica e Método
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4. RESULTADO
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4.1- Descritiva de resultados:

-Numero total de ratos: 50

-Numero de ratos vivos: 42

-Numero de ratos mortos: 8

-indice de mortalidade: 16%

- Hérnias diafragmaticas: 3

- Orificios sem herniag&o: 2

- Taxa de cicatrizacéo: 90%

A perda dos ratos ocorreu em 100% das vezes, apds procedimento cirurgico
imediato, pelas mais diversas causas desde tetania apds uso de medicacéo,
descontrole respiratério e incapacidade de ventilagdo. Nenhum rato morreu durante o
ato cirurgico ou em pos-operatorio tardio, ndo houve casos de sangramento ou
pneumotdrax hipertensivo.

Dentre os ratos vivos trés tiveram hérnia diafragmatica com os mais diversos
conteudos, bago, algas, omento, lobo hepatico esquerdo, estdmago, sendo que dois

ratos apresentaram apenas o orificio, mas sem conteudo herniario.

4.2- Descritiva Histolégica.

Foram avaliadas 42 amostras com lesdo e confeccionadas trés laminas para
cada amostra com as respectivas coloracdes: hematoxilina e eosina, tricrémico de
Masson e picrossirius.

Nas tabelas abaixo apresentamos a descritiva da fibrose nos locais com lesao.

Na tabela 1 pode se observar a frequéncia absoluta e relativa de fibrose na area
lesada, sendo que nao houve diferenca estatistica entre as coloracbes para a
observacdo de fibrose. Todas elas foram sensiveis e especificas para essa
constatacgao.

Uma vez identificadas as amostras que continham fibrose como resposta ao
trauma, confeccionamos a tabela 2 para mostrar a proporgédo de colageno existente
nas laminas avaliadas.

Observamos que uma resposta inflamatoria de menor grau levava a uma regiao
com colageno de forma focal, ja uma resposta exacerbada, levava a presencga de
fibrose de forma difusa em todos os cortes e em regides além da regido lesada,

contida entre os pontos de orientagéo.
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Seguindo a analise da resposta inflamatéria, podemos evidenciar a presenga
de fibrose de diversas formas no diafragma, desde processo inflamatério em toda a
espessura do diafragma (“fibrose cruza por toda a lesdo”), até mesmo pontos de
fibrose apenas na face peritoneal, ou entdo acometendo face peritoneal e pleural. (Fig.
7 a15).

TABELA 1- Frequéncias absolutas e relativas da quantificagao da fibrose.

Coloragao Quantificacao da fibrose n %
0 7 16,7
1+ 7 16,7
HE 2+(@ 9 21,4
3+ 19 45,2
0 5 10,0
1+(b) 8 19,0
MASSON 04(a) 9 21.4
3+ 20 49,6
0 5 10,0
1+(b) 8 19,0
PICROSSIRIUS o4 8 19.0
3+ 21 52,0

(a) 1 caso - feixe fibroso intermuscular; (b) 1 caso-fora do corpo estranho.

TABELA 2- Frequéncias absolutas e relativas da localizagéo da fibrose.

Coloragao Localizagao da fibrose n %

HE Difusa 26 74,3
(n=35) Focal 9 25,7
MASSON Difusa 26 70,3
(n=37) Focal 11 29,7
PICROSSIRIUS Difusa 25 67,6
(n=37) Focal 12 32,4
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TABELA 3- Frequéncias absolutas e relativas da morfologia da fibrose.

Coloracao Morfologia da fibrose n %
Fibrose cruza por toda a lesao 2 57
|(_'|1E=35) Face peritoneal 27 77,2
Face peritoneal/ pleural 6 17,1

Fibrose cruza por toda a lesdo 3 8,1
MASSON Face peritoneal 28 75,7
(n=37) Face peritoneal/ pleural 6 16,2
Fibrose cruza por toda a lesdo 2 5,4
PICROSSIRIUS Face peritoneal 28 75,7
(n=37) Face peritoneal/ pleural 7 18,9

A deposigao de gordura, que pode estar presente normalmente na resposta
inflamatdria cronica, foi por nés denominada de lipossubstituicdo e se mostrou

presente conforme a tabela 4.

TABELA 4- Frequéncias absolutas e relativas da Liposubstituicdo, segundo a

coloragao nas amostras com lesao (Fig. 15).

Coloragao Liposubstituicao n %
0 31 73,9
HE 1+ 5 11,9
2+ 3 7,1
3+ 3 7,1
0 31 73,9
1+ 5 11,9
MASSON o4 3 71
3+ 3 71
0 31 73,9
1+ 5 11,9
PICROSSIRIUS o4 3 71
3+ 3 7,1

A reacao por corpo estranho se desenvolveu em especial pela presenca do fio
nos pontos de orientagcao e se fez comumente presente em nossas amostras e foi

representada pela tabela 5 abaixo.
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TABELA 9- Frequéncias absolutas e relativas de Corpo estranho, segundo a
coloragdo nas amostras com lesao.
Coloragéo Corpo Estranho n %
0 18 42,9
1+ 5 11,9
HE 2+ (a) 9 21 ’4
3+ (©(f) 10 23,8
0 17 40,5
1+ 6 14,3
MASSON 2 4 ®) 9 214
3+ @) 10 23,8
0 17 40,5
1+ 7 16,7
PICROSSIRIUS 2 4 ) 8 19.0
3+ @) (M 10 23,8

(a) 4 casos — devido ao fio; (b) 2 casos — devido ao fio; (c) 1 caso com septagédo do diafragma; (d) 2
casos com septacdo do diafragma; (e) 3 casos com septagdo do diafragma; (f) 2 casos — fibrose

entremeada.

Nas Figuras de 6 a 14 podemos observar cortes histolégicos corados em

hematoxilina eosina, tricromico de Masson e Picrossirius que evidenciaram fibrose,

reagao por corpo estranho e a diferenga entre os tipos de colageno. Na Figura 14

podemos observar a ocorréncia de lipossubstitui¢ao.

Fibrose na face peritoneal

Fibras

| musculares

Banda fibrosa cruzando
todo o diafragma

FIGURA 6- Corte com coloragdo em HE, mostrando fibrose/colageno cruzando toda

a musculatura.

Resultados



23

Fibrose na face peritoneal P
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Banda fibrosa cruzando
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FIGURA 7- Corte com coloragao em Tricromio de Masson, mostra a fibrose cruzando

por todo o tecido diafragmatico.
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Fibras
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Banda fibrosa cruzando
todo o diafragma

FIGURA 8- Corte com coloracdo em Picrossirius, mostra a fibrose cruzando por todo

o tecido diafragmatico.
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Colageno tipo
[l — coloragao
em verde

Colageno tipo | —
coloragao em
vermelho

FIGURA 9- Corte com coloragao em Picrossirius e luz polarizada, mostra a

fibrose

cruzando por todo o tecido diafragmatico. Presenga de colageno tipo | e tipo llI.
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_| Reacao de corpo estranho | R
~| com presenca de celulas Fibras
gigantes de Langhans musculares
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Orificio do corpo estranho
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FIGURA 10- Lamina mostrando reacao de corpo estranho corado em HE.
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Reacao de corpo estranho
com presenga de células
gigantes de Langhans

Reacéo colagénica 62 s >
intensa devido a presencga
do corpo estranho
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. Fibras
musculares
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¢
Fibrose N Orificio do corpo estranho
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FIGURA 12- Lamina mostrando reacao de corpo estranho corado em Picrossirius.
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Abundante
reacao com
colageno tipo |

FIGURA 13- Lamina mostrando reacao de corpo estranho corado em Picrossirius e
luz polarizada.
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5. DISCUSSAO
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As complicag¢des decorrentes de uma hérnia diafragmatica sdo bem conhecidas
e bastante exploradas na literatura vigente, quanto mais precoce for o tratamento,
menores sao as taxas de morbidade e mortalidade (Mariadson et al, 1988; Giannini et
al, 1998). No entanto, quanto mais tardio for o tratamento, maiores sao suas
complicagdes e maiores as taxas de morbidade e mortalidade.

A literatura mostra taxas de mortalidade de aproximadamente 48% e taxas de
30% de morbidade, quando o tratamento é feito tardiamente, podendo estas taxas,
alcancarem indices de 80% de morbimortalidade demonstrado em alguns estudos.

Alguns autores afirmam que os ferimentos diafragmaticos ndo sdo passiveis
de cicatrizagdo esponténea (Shaftan, 1960; Hegarty et al, 1978; Madden et al, 1989;
Murray et al, 1998), sendo portanto relevante os estudos que se seguem como linha
de pesquisa em nosso servico e que procuram responder se ha cicatrizagao
espontanea de uma les&o diafragmatica.

As lesbes na regido toracoabdominal e que podem envolver o diafragma, s&o
um desafio para o médico do trauma. Isso porque, ndo existem exames que sejam ao
mesmo tempo sensiveis e especificos para as lesdes diafragmaticas isoladas. Além
disso, 0 movimento continuo para auxilio no ciclo respiratério, a diferenca de pressao
a que é submetido e as forcas de tensao radial entre o centro tendineo e as suas
inser¢cdes parietais causam, em teoria, uma impossibilidade da cicatrizagao
diafragmatica esponténea (Schneider, 1956; Marchand, 1957; Merlotti et al, 1988; Ali,
Ql, 1992; Perlingeiro, 2007).

A lesdo diafragmatica nao pode simplesmente ser suspeitada e néao
diagnosticada. Isso porque em sua maioria, esta envolvida com a lesdo de 6rgaos
adjacentes como: bago, figado, intestino e muito raramente apresentam-se de forma
isolada (Solda, 2002). O exame fisico, o Raio X de térax e até mesmo exames mais
detalhados como tomografia computadorizada e ressonéancia, podem nao diagnosticar
a lesao diafragmatica, sendo assim, muitos servigos passaram a usar a videocirurgia
para uma busca ativa e o diagndstico preciso dessa comorbidade. No momento, nosso
grupo estuda a importancia da ressonancia magnética no diagnostico da leséo
diafragmatica isolada (no prelo).

Tais questionamentos justificam os varios estudos vigentes e, a busca continua
pela resposta da cicatrizagdo diafragmatica espontanea, de como seria feita do ponto

de vista histolégico, e se existe realmente.
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Pensando nisso, e com a possibilidade de estudos experimentais, o grupo de
Cirurgia do Térax da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo,
iniciou no comego do século XXl, estudos acerca do ferimento penetrante
diafragmatico.

Inicialmente, Perlingeiro em 2001, fez lesdes de 10% tanto no lado direito como
no lado esquerdo de espécies murinos, avaliando posteriormente essas regides de
lesdo com videolaparoscopia. Esse estudo mostrou cicatrizacdo espontanea em
quase todos os animais lesionados no diafragma esquerdo e em todos lesionados no
diafragma direito.

Os resultados do estudo de Perlingeiro foram animadores e importantes para o
surgimento dos proximos estudos, pois através dele imaginou-se, se com lesdes
maiores de 10% do hemidiafragma seria possivel ainda a cicatrizagdo. Além disso,
achados macroscépicos e microscopicos, levaram-nos a pensar que o musculo
diafragmatico poderia ter uma resposta inflamatéria hiperplasica e ndo com deposigcéo
de colageno, ja que em 1/3 dos ratos nao foi possivel encontrar a regidao de
cicatrizacdo em nenhuma das duas fases de estudo.

Apds esse projeto inicial formulamos as seguintes duvidas: sera que se
ocasionarmos lesdes com perda tecidual ou com maior porcentagem em relagao ao
diafragma, ocorrera também cicatrizacdo espontanea? O figado gera um efeito
protetor e favorece a cicatrizagdo? Qual o tempo médio de cicatrizagao? Existe algum
exame que facilite o reconhecimento da lesdo diafragmatica? Aproveitando a
observacado da parte macroscopica desse primeiro estudo, nos casos em que ha
cicatrizacdo espontanea, existe a possibilidade de haver, além da deposi¢cao de
colageno, hiperplasia muscular?

Assim, em 2008, Gongalves seguiu a linha de pesquisa e retirou um segmento
do diafragma esquerdo do rato totalizando 30% de sua superficie e 0 observou em
momentos variados. A grande maioria desenvolveu hérnia diafragmatica, sendo que
apenas 12,5% apresentou cicatrizacdo espontanea. Além disso, observou que: apés
21 dias, da leséo inicial, a cicatrizagdo ndo muda sua historia, ou seja, o que deveria
ser cicatrizado assim esta e o que n&o vai cicatrizar, ndo precisa de tempo maior

(Squeff'). Essa mesma observagao foi feita por Perlingeiro (2001), que demonstra n&o

1Squeff APUD Gongalves R. Anadlise da evolugao natural das feridas perfurocortantes equivalentes a
30% do diafragma esquerdo: estudo experimental em ratos. Tese (Mestrado). Sdo Paulo: Faculdade
de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo; 2008.
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haver diferenga estatistica na cicatrizagado diafragmatica entre os animais mortos no
periodo compreendido entre o0 11° a 60° dias comparado com os de 120° a 150° dias.

Ja Rivaben, em 2014, mostra que a lesao de 30%, sem retirada de segmento,
da superficie diafragmatica do lado direito leva a uma cicatrizagdo espontanea em
54% das vezes. Com o estudo de Rivaben foi possivel entender que a retirada de um
segmento de diafragma muda a evolug&o da doenga, e além disso, mostrou que para
realizar uma lesdo de 30% do hemidiafragma do rato, precisamos de uma lesao
compativel com a lesdo de uma lamina de numero 11 de bisturi.

Levando em conta o estudo de Rivaben, optamos por realizar a lesdo de 30%
do hemidiafragma esquerdo, sem retirada de segmento, pois uma lesdo maior que
essa correriamos o risco de nao ter processo cicatricial em quantidade adequada, e
com lesbes menores, como no trabalho de Perlingeiro, poderiamos correr o risco de
n&o encontrar a regido lesada devido ao tamanho infimo. Além disso, fizemos a lesdo
€ marcamos a regiao, para que a cicatrizagao fosse devidamente observada, tanto
macroscopicamente como microscopicamente.

O mais recente estudo é o de Caiel (2015), que faz uma lesdo em
hemidiafragma direito, com ressec¢ao de uma porgéo do diafragma (30%), como
resultado obtém préoximo a 12,5% a taxa de cicatrizagdo. O estudo de Caiel é
importante para corroborar a hipotese de que a retirada de um segmento de diafragma
tem uma maior chance de nao cicatrizar do que uma lesao linear sem perda de
substancia, como € o estudo de Rivaben.

Os dois estudos podem ser comparados pois usam a mesma métrica e o
mesmo lado do diafragma, mas, no entanto, apresentam taxas de cicatrizagdo muito
diferentes. O estudo de Caiel, ainda afirma que até o momento ndo temos nenhum
exame complementar capaz de determinar a lesdo diafragmatica na fase aguda.

E finalmente, apds os estudos, observamos que em todos os casos cicatrizados
tivemos a presencga de processo inflamatério com deposi¢cao de colageno.

Na decisdo em realizar o estudo com murinos, pesou a vantagem desses terem
baixo custo, se comparados com outros animais; facilidade de acomodacéo, sem a
necessidade de grandes espacos e grande quantidade de alimentos, tempo de vida
curto e a presencga do diafragma, que apesar de ser um musculo muito fino tem grande
mobilidade durante as incursdes respiratérias e por consequéncia tem que suportar
um gradiente de pressao importante (Dumas, 1953; Hebel, Steomberg,1986; Menezes
et al, 2000; Zierold et al, 2001).
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Diferente dos estudos prévios do grupo, nesse estudo usamos na parte
anestésica, a forma geral inalatéria com analgesia pré e pds operatoria (sob
demanda), além disso a forma de pressao positiva originado pelo CPAP e pela PEEP
realizada, facilitou o pés-operatorio com relagao ao fato de melhor controle analgésico,
melhor controle ventilatorio no ato cirurgico, menor mortalidade pos-operatoria que
aparentemente se deve a menor quantidade de regides com atelectasias pos
operatoria e ao menor pneumotorax residual (quando comparado aos outros trabalhos
da linha de pesquisa).

No presente estudo procuramos obter o maior numero possivel de lesdes
cicatrizadas, ja que o objetivo ndo era o de avaliar a taxa de cicatrizagdo, mas sim a
forma como essa cicatrizagdo ocorria. Para tanto, tomamos algumas medidas para
facilitar o processo cicatricial dentre elas: uso de anestesia geral em todos 0s nossos
casos o que facilitou o controle peri e pds-operatorio de dor, levando assim a um ciclo
respiratorio mais eficaz, realizamos lesao retilinea e paralela aos feixes musculares
de modo a n&o ocasionarem lesdes frénicas completa ou parcial (Gongalves, 2008;
Rivaben et al, 2014; Caiel, 2015).

Além disso, pelas experiéncias anteriores, fizemos demarcagdo com pontos de
orientacdo nas bordas da lesdo, para que essa fosse notada em nossa avaliagcao
macroscopica e microscoépica (Perlingeiro, 2001).

Com relagao a taxa de cicatrizacdo, essa ocorreu em 90% dos animais, sendo
importante ressaltar que, independentemente da presenca ou nao de reagao por corpo
estranho, oriunda do fio de mononylon, usado para a demarcacao medial da leséao, a
fibrose se fez presente na totalidade dos casos na regido lesionada e cicatrizada, e
quanto mais especifica a coloragdo (Masson ou Picrossirius) maior foi a porcentagem
de fibrose encontrada.

E pela presenca de deposigéao de colageno em quase todas as laminas, pode-
se inferir que a reagao inflamatéria foi responsavel de forma preponderante pela
cicatrizagao diafragmatica e nada tem a ver com a hiperplasia da musculatura do rato.

Além disso, outro dado a ser enaltecido foi a presenga, em sua grande maioria,
de fibrose apenas no lado abdominal do diafragma, sendo que a face pleural/toracica
foi poupada da reacao inflamatdria e do surgimento de fibrose na maior parte das
vezes.

Como houve mudanga na forma anestésica frente aos trabalhos prévios, agora

com uso de anestesia unica e exclusivamente inalatoria, houve consequentemente
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uma mudang¢a no padrao ventilatério peri operatorio o que levou também a uma
mudanga na causa-mortis. Nos outros estudos do grupo, os ratos eram perdidos no
pos-operatorio tardio, ja em nosso estudo, no pds-operatorio imediato, devido
principalmente a incapacidade ventilatoria, especialmente por episédios de tetania
ocorridos isoladamente, e provavelmente oriundos da resposta prolongada ao
anestésico inalatorio, pode variar individualmente.

A escala de dor de Grimace (Sotocinal et al. 2011) mostrou que apés a cirurgia
e nos 30 dias consecutivos, o rato permanecia com pouca ou quase nenhuma dor,
sendo necessario apenas medicagdo analgésica de resgate, em especial nos
primeiros dias pds-operatério. A menor taxa de herniagdo obtida, tem relacdo com a
menor recorréncia de dor pos operatéria, e obviamente se relaciona com a melhor
recuperacao cirurgica pois garante um padrao respiratério melhor, menor atelectasia
pulmonar e por fim melhor recuperagao do rato.

As fibras de colageno presentes mais frequentemente nas cicatrizagdes de
ratos sdo as do tipo | e lll, os quais se apresentam com refringéncia vermelha e
refringéncia verde na coloragdo de Picrossirius, respectivamente. Na coloragédo do
tricromico de Masson: o colageno vai apresentar coloragao azul, enquanto o tecido
muscular apresentara cor vermelha (Bedoya et al, 2016).

Como dissertado previamente, a reposta inflamatéria € dividida em diversas
fases, sendo as etapas que compreendem a fase aguda importante na visualizagéo
de nossas laminas. Essas etapas envolvem trés fases a saber: inflamacéo,
proliferacdo e maturacado. Na fase proliferativa ha a deposi¢cao de colageno tipo Ill e
na fase de maturagao o colageno tipo Ill é substituido pelo tipo | (Ribeiro et al, 2015;
Costa et al, 2017), assim, na maior parte das laminas, podemos observar colageno
tipo | em sua maior parte, mas com alguma quantidade de colageno tipo lll.

Apesar de termos conseguido responder satisfatoriamente nossa pergunta
inicial, com a evolugdo do projeto, outros questionamentos foram surgindo. Por
exemplo: por que a fibrose ficou concentrada basicamente na face peritoneal e
somente nos casos com reacao inflamatoria exacerbada migrou para a face pleural?
Sera que caso realizemos toracotomia e lesdo direta pela face pleural a resposta
inflamatdria se dara de forma mais intensa na face toracica do diafragma?

Outra pergunta que surgiu ao longo do estudo foi com relagdo a reagédo de

corpo estranho: seria ela a responsavel pela ndo visualizagdo da hiperplasia
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muscular? Pela resposta tdo intensa, acabou estimulando a resposta tecidual com
colageno?

Da mesma forma, a lipossubstituicao se transformou em uma nova entidade
nesse trabalho e pode ser relacionada com a prépria constituigdo do diafragma
murino, iSso porque na maior parte das vezes nada tinha a ver com a leséo,
apresentava-se tanto na area lesada como na nao lesada, e mesmo quando estava
na area lesada, ainda assim, ndo apresentava relagao direta com a lesao cirurgica.

Com relagao a cicatrizagdo sera que mesmo com a presenca da resposta
inflamatdria habitual, poderiamos ter a presenga de hipertrofia muscular?

Apesar da cicatrizagdo, sera que a funcionalidade do diafragma permanece
preservada? Mesmo com essa resposta baseada em deposi¢cdo de colageno em
substituicdo as células musculares?

Dessa forma, certamente novos estudos precisarao ser feitos, novas técnicas
operatérias devem ser pensadas, novas formas de demarcagcdo devem ser

desenvolvidas. Tudo para que possamos responder a essas novas questoes.
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6. CONCLUSAO
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Conclui-se que a cicatrizacdo da lesdo diafragmatica, nas condigdes do
presente experimento, se faz unica e exclusivamente pelo processo inflamatério com

deposig¢ao de colageno.
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RESUMO

LA FALCE, TS. Cicatrizagao diafragmatica pds traumatica: colageno ou hiperplasia?

(tese). Sao Paulo: Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo; 2020.

Introducgédo: O trauma diafragmatico € um desafio para os médicos traumatologistas.
E uma doenca que pode ser assintomatica e isolada, é mais frequente em associagéo
com lesbes penetrantes toracoabdominais. Representa também um desafio
diagnostico, devido a escolha do tratamento ideal por sua evolugdo ainda ser
desconhecida. A cicatrizagdo espontanea dessas lesdes ja foi descrita na literatura,
no entanto, o processo de cicatrizagdo e os componentes do tecido cicatricial, ndo
foram adequadamente estudados. Objetivo: avaliou-se histologicamente a
cicatrizagdo  diafragmatica de lesbes traumaticas no  hemidiafragma
esquerdo. Material e métodos: usamos 50 espécimes de ratos, que foram
submetidos a procedimento cirurgico e, apos 30 dias do procedimento, foram
submetidos a eutanasia e daqueles que apresentaram tecido cicatricial no diafragma,
as amostras foram submetidas a estudo histopatoldgico, usando as coloragdes de
hematoxilina e eosina, tricromico de Masson e Picrossirius para avaliar a presenca de
colageno. Resultados: obtivemos 90% de cicatrizagdo das lesdes realizadas.
Observamos também, a presenca de fibrose em todas as amostras analisadas.
Conclusao: a reacao inflamatoria representada pela presenca de fibrose e deposicao

de colageno foi observada em todas as nossas amostras.

Palavras- Chave: Diafragma, Diafragma/lesdes, Cicatrizagdo, Ferimentos

penetrantes
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ABSTRACT

LA FALCE, TS. Post traumatic diaphragmatic healing: hyperplasia or fibrosis? (thesis).

Séo Paulo: Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo; 2020.

Introduction: Traumatic diaphragmatic injury is a challenging entity for trauma
surgeons and physicians. It may be asymptomatic and isolated or may be present as
part of a complex trauma involving multiple organs. It is mainly associated with
penetrating thoracoabdominal injuries, however the diagnosis is challenging and the
treatment, uncertain, mainly because the natural evolution of the untreated injury is still
largely unknown. Conservative treatment of these injuries have been shown to be
effective in some cases. The newly formed scar tissue has not been analyzed to
determine its composition and resistance. Objective: To perform and describe an
histopathological analysis of the scar tissue formed after experimental injuries to the
left side of the diaphragm in experimental mice. Method: Fifty experimental mice will
undergo surgical injury to the diaphragm and will be euthanized after 30 days. The
presence of scar tissue will be assessed and, when present, histopathological analysis
will be performed using 3 different stains (hematoxylin & eosin, Masson's trichrome,
and Picrosirius red) to detect the presence or not of collagen fibers. Results: Scar
tissue was present in 90% of the study subjects 30 days after injury. Collagen fibers
were present in all scar tissue samples. Conclusion: Inflammatory process was

present in all samples as shown by the presence of collagen fibers.

Keywords: Diaphragm, Diaphragm/Injuries, Healing, Penetrating injuries.

Abstract
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ANEXO |
APROVAGAO DO COMITE DE ETICA

A COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DA IRM’ANDADE DA SANTA CASA DE ~MISERIC(')RDIA DE SAO PAULO E
; FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA SANTA CASA DE SAO PAULO
Rua Santa Isabel, 305 - 4° andar, Santa Cecilia CEP 01221-010 - Sao Paulo - SP

Tel.: 2176-7689 E-mail: priscilla.oliveira@santacasasp.org.br
SANTA CASA
de Sao Paulo

Sao Paulo, 11 de Novembro de 2016. —
Projeto n® 011/16
Informe este nimero para
identificar seu projeto na CEUA

Ilmo. (a). Sr. (a).
Dr. Thiago Souza La Falce

Departamento: Cirurgia do Torax

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da ISCMSP e FCMSCSP, em reunido ordinaria, dia
0711/2016, e no cumprimento de suas atribuigdes, apds revisao do Projeto: “cicatrizagao
Diafragmatica: Colageno ou Hiperplasia?” nesta data emitiu parecer enquadrando-o na
seguinte categoria:

Aprovado

Com pendéncia (quando a CEUA verifica a necessidade de revisdao do projeto ou
atividade a ser executada e solicita informagOes adicionais e/ou modificagdes, as quais
deverdo ser realizadas em 30 dias pelos pesquisadores).

[ ]

N&o aprovado

Profd. Dra. Fernanda Vasquez Daud
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais da
ISCMSP e FCMSCSP
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ANEXO Il

Protocolo de Avaliacao Pos-Operatoria
Biotério FCMSCSP

Espécie:

Linhagem:

ID Animal:

ID Caixa:

Responsavel:

Orientador:

Protocolo CEUA:

Procedimento Cirurgico:

Data da Cirurgia:

DO D1 D2 D3 D4 D5

D30

Ferida

Aspecto

Deiscéncia

Cicatrizagao

Peso

Hidratagao

Olhos

Mucosas

Dispneia

Atividade

Score de Dor

Anexos
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Houve alguma complicagdo durante o procedimento cirurgico? Descrever.

Houve alguma complicagdo durante o pos-operatorio? Descrever.

S3o0 Paulo, de de

Assinatura
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Anexo lll

Not present Moderate
“ 0” “ 1 »

- |

Orbital Tightening

Nose/Cheek Flattening

EarChanges

Whisker Change

Obvious
“ 2”
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