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Artigo original

Evolucao natural das feridas perfurocortantes de 30% de extensao
do diafragma esquerdo e das caracteristicas anatomopatolégicas
de sua cicatrizacao. Estudo Experimental

Natural evolution of perforating wounds of 30% extension of the left
diaphragm and the anatomopathological characteristics of its healing.

Experimental Study
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RESUMDO

Introdugéo: o ferimento diafragmatico é um desafio para os cirurgides. E uma lesdo que pode ser isolada. E frequente nos traumas
penetrantes toracoabdominais. Representa um desafio diagndstico e a conduta ideal ainda nao esta bem estabelecida. A ocorréncia
da cicatrizacdo espontanea dessas lesdes é ainda muito discutida e mais ainda, se ocorre, qual o0 mecanismo de cicatrizacao? Objetivo:
avaliar macroscopicamente e histologicamente a evolucdo natural das feridas perfuro cortantes equivalentes a 30% do diafragma
esquerdo. Método: 50 espécimes de ratos, foram submetidos a procedimento cirdrgico e, apds 30 dias, foram submetidos a
eutandsia e aqueles 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 coldgeno ou de fibras
musculares (hiperplasia) na cicatriz. Resultados: verificou-se que ocorreu nas lesdes diafragmaticas, a cicatrizacdo em 90% dos
ratos. Observamos também, a presenca de fibrose em todas as amostras analisadas. Conclusao: ocorreu cicatrizagdo espontanea
na maioria das lesdes diafragmaticas e a reacdo inflamatdria representada pela presenca de fibrose e deposicdo de colageno foi

observada em todas as nossas amostras. Nao ocorreu hiperplasia de fibras musculares.

Palavras-chave: Diafragma. Ferimentos e Lesdes. Cicatrizagdo. Hérnia Diafragmatica Traumatica.

INTRODUCAO

Os ferimentos na chamada “zona de transicdo
(ZTTA)
relacionados com a lesdo diafragmatica, sendo sua

toracoabdominal estdo  diretamente
principal causa'.

Os limites desta regidao foram descritos
1989: quarto espaco intercostal

anteriormente, ponta da escapula posteriormente, sexto

por Madden> em

espaco intercostal lateralmente e como limite inferior o
epigastrio.

A maioria destas lesées do diafragma, quando
ocorrem, sdo diagnosticadas e prontamente tratadas.
Segundo Bernini® estas lesdes sdo de pequena extensao,
menores do que 2cm em 76% das vezes. O que é
também entendimento de outros autores’2.

Porém ha um grupo de doentes que sofre
ferimentos nesta zona, seja do lado direito ou do

lado esquerdo que causam lesGes diafragmaticas de
dificil diagnostico. Sdo lesdes apenas do musculo
diafragmaético sem envolvimento de outras visceras®'® e
que podem passar despercebidas' 2. Qual sera o futuro
destas lesdes? Sempre ocorrerd o aparecimento de
hernia diafragmatica ou este ferimento podera evoluir
para uma cicatrizacao espontanea?

Carter e Giuseffi'® afirmaram que feridas do
diafragma sdo propensas a nao cicatrizar em decorréncia
da migracao de visceras, impulsionadas pelo gradiente
de pressdo toracoabdominal. A evolucdo potencial
inexoravel para uma hernia do conteddo abdominal
para a cavidade pleural e suas potenciais consequéncias
de encarceramento e estrangulamento, poderdo ocorrer
apo6s um periodo de laténcia variavel de muitos anos' ™.

A histéria natural da lesdo diafragmatica
isolada nao estd ainda totalmente compreendida'®'’.

Demetriades et al'® j& em 1988 observaram a

1 - Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sdo Paulo, Departamento de Cirurgia - Sdo Paulo - SP - Brasil
2 - Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo, Departamento de Ciéncias Patoldgicas - Sdo Paulo - SP - Brasil
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possibilidade de cicatrizacdo espontanea do musculo
diafragmatico.

A literatura é controversa e muito pobre
qguando se discute sobre a evolucdo natural de um
pequeno ferimento do diafragma'-22.

Ha indicios que de fato do lado direito do térax
estas lesdes podem evoluir para cicatrizacdo espontanea.
Argumenta-se que nesta situacdo o diafragma encontra
um leito hepdtico e que sob certas condicdes ha
possibilidade de ocorrer sua cicatrizacdo espontanea?-2s,
E de fato, em trabalho experimental anterior?’ verificamos
que em ratos os ferimentos lineares do hemidiafragma
direito evoluiram com cicatrizacdo espontanea.

Muito embora os ferimentos no hemidiafragma
esquerdo nao possuem estas condicoes favoraveis
(auséncia do figado) para sua cicatrizacdo, surgiu a
duvida: é possivel que também ocorra cicatrizacdo de
pequenos ferimentos lineares do lado esquerdo do
diafragma?

Idealizamos o atual estudo experimental em
ratos, tendo como objetivo esclarecer, qual é a evolugao
natural das feridas lineares perfuro cortantes de 30%
de extensdo do diafragma esquerdo e as caracteristicas
anatomopatoldgicas de sua cicatrizacao.

METODO

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica
em Uso de Animais (CEUA) da Irmandade da Santa Casa
de Misericordia de Sao Paulo, sob o protocolo de nimero
011/16, com pareceres 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 Sao Paulo. O
trabalho foi acompanhado pela equipe do Biotério do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas. Foram utilizados
exemplares de Rattus norvegiccus albinus, da linhagem
Wistar, submetidos a lesdo linear de aproximadamente
30% do diafragma através de incisao regular e longitudinal
as fibras musculares da porcdo esquerda deste 6rgao,
entre a borda lateral da insercdo do diafragma a parede
lateral toracica e o centro tendineo, sem acometé-los.
Foram realizados a marcacao da lesdo com pontos de
mononylon 6.0 nas extremidades da incisao, para auxiliar
no reconhecimento da mesma, durante a retirada da

peca que iria para estudo histopatoldgico (marcacao
necessaria para o seu reconhecimento na necropsia). Os
animais 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 identificacdo de cada animal foi feita com caneta
hidrocor de tinta permanente nas regides de cauda e de
orelha. Durante o periodo pds-operatorio, 30 primeiros
dias, foram acompanhados para que nao tivessem dor,
esse calculo do score de dor foi realizado segundo a escala
Grimace. Apos 30 dias os animais foram submetidos a
necropsia com laparotomia mediana. Os fragmentos
diafragmaticos foram encaminhados a microscopia, para
avaliacdo do tipo de cicatrizacdo.

As pecas cirdrgicas foram retiradas e imersas
em frasco com formol a 10% com cerca de 10 vezes o
volume de cada peca. Foram submetidas a exame macro
e microscopico pelo Servico de Patologia, com coloracoes
especiais para musculo e colageno, além da avaliacdo da
presenca de coldgeno. O exame macroscépico teve como
objetivo a averiguacao do tamanho da peca e visualizacdo
da lesdo (se cicatrizadas ou nao), seguindo os pontos de
orientacao (Figura 1).

Figura 1. Diafragma fixado em formol, com dois pontos de orientagdo
mostrando as extremidades da ferida operatdria.

Por fim, foram realizados cortes sequenciais da
regiao da lesdo e cortes sequenciais da regido sem lesdo.
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Esses cortes foram armazenados em pequenos cassetes
e devolvidos para o formol. Nesse momento se iniciava
o preparo histoldégico. Os cortes foram corados por
hematoxilina-eosina, tricromico de Masson e Picrossirius.
Coloracdo da Hematoxilina e Eosina o colageno se mostra
com cor résea e as fibras musculares em vermelho. Na
coloracdo especial tricromico de Masson: o colageno
apresenta coloracdo azul, enquanto o tecido muscular
apresenta cor vermelha. E na coloracdo com Picrossirius,
o colageno se apresenta com cor vermelho intenso e a
musculatura com uma cor rosada ténue. Queriamos
esclarecer: se encontrariamos sé fibrose na cicatriz ou se
teriamos também fibras musculares (hiperplasia)!

Com relacdo as quantificacdes usadas
na avaliagdo patoldgica, usamos as métricas semi-
guantitativas (foram usadas métricas do préprio

laboratério de anatomia patolégica da Instituigdo):
Presenca ou auséncia de Fibrose:
0: sem fibrose;
1+: fibrose focal,
2+: mais de um ponto de fibrose;
3+ intercomunicacao entre as ilhas de fibrose.
Presenca ou auséncia de fibras musculares:
0: sem fibras musculares;
1+: fibras musculares esparsas,;
2+: fibras musculares cruzando toda a cicatriz.

Andlise estatistica

Para a estimativa do numero de exemplares
necessarios na realizacao do estudo foi realizado o célculo
amostral, com base na analise de dois estudos prévios da
mesma linha de pesquisa, publicados respectivamente em
2014 e 20152731, Nesses estudos foi observada a ocorréncia
de cicatrizacdo diafragmatica em percentual préximo de
50%. Avaliando o trabalho de Caiel e cols.3! observa-se
cicatrizacdo ocorrendo entre 40% a 63%, dependendo do
método de avaliacdo. Considerando, portanto, a hipotese
de que a porcentagem de cicatrizagdo varia entre 35%
a 65%, para que se obtenham estimativas com 95%
de confianca ha necessidade de 43 animais no estudo.
Supondo ainda a perda de 10% de animais no pos-
operatorio, o “n” minimo é de 48 animais no estudo. Foi
optado, assim, pela utilizacdo de 50 ratos para a realizacdo
desse estudo.

Inicialmente todas as variaveis foram analisadas
descritivamente. Para as variaveis quantitativas esta analise
foi feita através da observacdo dos valores minimos e
maximos, e do calculo de médias e desvios-padrdo. Para
as varidveis qualitativas calculou-se frequéncias absolutas
e relativas. Para a comparacdo de médias de dois
momentos foi utilizado o teste t de Student pareado?®. A
concordancia entre dois métodos foi avaliada por meio do
indice Kappa® (para Kappa acima de 0,75 temos excelente
reprodutibilidade, entre 0,40 e 0,75 boa reprodutibilidade
e abaixo de 0,4 reprodutibilidade marginal). O software
utilizado para os célculos foi o SPSS 17.0 for Windows. O
nivel de significancia utilizado para os testes foi de 5%.

RESULTADOS

Foram 50 ratos operados, mortalidade de 8
(16%) no pds-operatdrio imediato: um de causa anestésica,
dois por tetania apds medicacdo e cinco por complicacoes
respiratérias devido a dificuldade de ventilacdo. Ratos vivos
ao final do estudo: 42.

Encontramos apenas 3 hérnias diafragmaticas e
2 casos sem cicatrizagao diafragmatica, mas sem a presenca
de hérnia, portanto a taxa de cicatrizacdo foi de 90%.

Foram avaliadas 42 amostras com
confeccionadas trés laminas para cada amostra com as
respectivas coloracdes: hematoxilina e eosina, tricromico de
Masson e picrossirius. Na Tabela 1 apresentamos a descritiva
da fibrose e de fibras musculares nos locais da lesao. Pode se
observar a frequéncia absoluta e relativa de fibrose na area
lesada, sendo que ndo houve diferenca estatistica entre as
coloracbes para a observacdo de fibrose. Todas elas foram
sensiveis e especificas para essa constatacdo. Nunca foi
observado fibras musculares interpostas na fibrose descrita.

lesdo e

Tabela 1 - Frequéncias absolutas e relativas da quantificacdo da fibrose
e de Fibras Musculares.

Coloracao Quantificacgo n %
da fibrose

HE 0 16,7
1+ 7 16,7
2+ 9 21,4
3+ 19 45,2

MASSON 0 10,0
1+ 8 19,0
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Coloracao Quantificacaio  n %
da fibrose

2+ 9 21,4
3+ 20 49,6

PICROSSIRIUS 0 10,0
1+ 8 19,0
2+ 8 19,0
3+ 21 52,0

Quantificacao de

Fibras Musculares

Qualquer coloracdo 0 42 100

Seguindo a andlise da resposta inflamatéria,
podemos evidenciar a presenca de fibrose de diversas
formas no diafragma, desde processo inflamatoério em
toda a espessura do diafragma (“fibrose cruza por toda
a lesdao”), que ocorreu em 2 ocasides ou 5,%, fibrose na
face peritoneal em 28 ou 76% , ou entdo acometendo
face peritoneal e pleural em 7 ou 19% (Figuras 2 ,3 e 4).
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Figura 2. Corte com coloragdo em Hematoxilina e Eosina, mostrando
fibrose cruzando toda a musculatura.

Figura 3. Corte com coloragdo em Tricrbmio de Masson, mostrando
fibrose cruzando toda musculatura.

Nesta analise histolégico encontramos somente
fibrose provocando a cicatrizacdo. Em todos os casos a
fibrose estava presente.

Fibrose na face
peritoneal

Figura 4. Corte com coloragdo em Picrossirius, mostrando fibrose cru-
zando toda a musculatura.

Tabela 2 - Andlise da Cicatrizagdo diafragmatica sequndo Caiel e cols.,
2015. Caracterizagdo Macroscdpica, Microscépica e tomogréfica das le-
soes.

Variavel Categoria n %
Macroscopia Protecao 23 57,5

Hérnia 17 42,5
Microscopia* Protecao 15 40,5

Hérnia 22 59,5
Hérnia diagnosticada  Protecdo 23 63,9
por tomografia**

Hérnia 13 36,1
Total 40 100

*H& valores ignorados, pois ndo foi possivel a posterior avaliacéo de
ldminas de trés ratos. **Ha valores ignorados, pois nao foi possivel con-
cluir o laudo tomogréfico de quatro ratos.

DISCUSSAO

Inicialmente precisamos ter em mente

gue este trabalho foi experimental em ratos, entdo

Rev Col Bras Cir 49:e20223162
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os resultados obtidos devem ser interpretados com
cautelas e ndo devem “a priori” serem extrapolados
para os seres humanos.

Como qualquer trabalho experimental, este
também apresenta limitacdes que passamos a citar:

1. Foram analisadas apenas lesbes pequenas

e lineares consequentes a ferimentos
perfuro cortantes.

2. Lesbes diafragmaticas complexas ou
consequentes a traumas fechados foram
excluidas deste estudo.

Na decisao por realizar o estudo com murinos,
pesou a vantagem desses animais serem de baixo custo
se comparados com outras espécies, facilidade de
acomodacdo, sem a necessidade de grandes espacos e
a presenca do diafragma que apesar de ser um musculo
muito fino tem grande mobilidade durante as incursdes
respiratorias e por consequéncia suportar um gradiente
de pressao importante e por facilitar o procedimento?®.

Com base em aprendizado adquirido em
experimentos anteriores®3' fizemos demarcacdo com
pontos de orientacdo nas extremidades da lesao, para
que essa fosse notada em nossa avaliacao macroscopica
e microscopica.

As coloracoes escolhidas, foram: hematoxilina
eosina, tricromico de Masson e Picrossirius porque tém
o poder de diferenciar fibras de colageno, da fibra
muscular e assim nos informar se a cicatriz continha
além de fibrose, também fibra muscular.

Com relacdo a taxa de cicatrizacdo, essa
ocorreu em 90% dos animais. A fibrose se fez presente
na totalidade dos casos e quanto mais especifica
a coloracdo (Masson ou Picrossirius) maior foi a
porcentagem de fibrose encontrada. Nao se observou
hiperplasia ou hipertrofia muscular na cicatriz, mas
tdo somente fibrose! Além disso encontramos a
presenca de fibrose principalmente, no lado abdominal
do diafragma, sendo que a face pleural/toracica foi
poupada da reacao inflamatéria e do surgimento de
fibrose.

Embora consciente de que os resultados obtidos
em trabalhos experimentais com animais ndo podem
ser extrapolados para os seres humanos, entendemos
também que ndo ha outra maneira de estudar fenémenos

bioldgicos sendo no laboratério. E assim foi feito.

Analisamos, em laboratério, se era possivel a cicatrizacdo
de pequenas lesdes do hemidiafragma esquerdo, o que
ja tinhamos constatado no hemidiafragma direito?”3031.

Entendemos que a principal causa de lesao
diafragmatica, é o ferimento na zona de transicao
toracoabdominal. A incidéncia desta lesao varia de 20
a 480/03,4,32,33'

Quando o doente chega ao pronto socorro
com este tipo de ferimento surge a duvida: existe lesao
diafragmatica? Sabemos que em até 48% dos casos
sim existe lesdo. Pois bem quando existem sinais e
sintomas que permitem diagnosticar esta lesao como
por exemplo: presenca de hérnia diafragmatica, exames
de imagens etc, fica muito facil decidir a conduta.
Porém em aproximadamente em 10% dos casos existe
lesdo diafragmaética e os doentes sdo assintomaticos,
acontece principalmente em casos de lesdes isoladas do
diafragma. Nesta situacdo como realizar o diagnostico
métodos (videotoracoscopia)®*?
Segundo Demetriades e cols.’®, Madden e cols.>, Petrone
e cols.2’ é provavel que nao facamos o diagndstico
sem este exame, pois ndao ha métodos de imagem
atualmente que nos permitem realizar o diagndstico e
o doente apresentara consequéncias tardias no futuro
pela presenca de uma hérnia diafragmatica complicada!
Ou sera que lesdes pequenas tais quais ocasionadas por
ferimentos por armas brancas ou de fogo podem evoluir
com cicatrizagao espontanea do diafragma?

Alguns autores afirmam que os ferimentos
diafragmaticos nao de cicatrizacdo
espontanea, Murray et al.?, Shaftan®, Hegarty et al.3®.

Entretanto ha autores que em situagdes
selecionadas ndo indicam o tratamento operatério nos
ferimentos toracoabdominais a direita, e acreditam na
cicatrizacdo deste musculo®3.

E ferimentos do hemidiafragma esquerdo?
Qual a evolucdo?38.

Conseguimos provar neste experimento que
ocorreu cicatrizacdo na maioria dos casos, quando
praticamos uma lesdo linear de 30% da superficie do
diafragma esquerdo e que esta cicatrizacdo se faz por
meio de fibrose e somente fibrose!

E mais ainda, o melhor destino de um trabalho,
além de responder a pergunta feita no objetivo, foi o de
criar uma nova duvida: na totalidade das pecas estudadas

sem 0S invasivos

sao passiveis
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observou-se a presenca de fibrose na superficie pleural, CONCLUSAO

superficie peritoneal e entre esta duas camadas, no

entanto, a camada de fibrose sobre a superficie peritoneal Ocorreu a cicatrizacdo da lesdo diafragmatica
sempre foi mais espessa do que na superficie pleural. (linear de 30%) a esquerda e que essa se faz Unica e

Porque isto aconteceu? Nao sabemos, apenas exclusivamente pelo processo inflamatério com deposicdo
observamos. Seré objeto de estudo futuro. de colageno.

ABSTRACT

Introduction: diaphragmatic injury is a challenge for surgeons. It is an injury that can be isolated. It is frequent in penetrating
thoracoabdominal trauma. It represents a diagnostic challenge and the ideal approach is not yet well established. The occurrence of
spontaneous healing of these injuries is still much discussed and even more, if it does, what is the healing mechanism? Objective:
to macroscopically and histologically evaluate the natural evolution of perforation and cutting wounds equivalent to 30% of the
left diaphragm. Method: 50 specimens of rats underwent a surgical procedure and, after 30 days, were euthanized and those that
presented scar tissue in the diaphragm, the samples were submitted to histopathological study, using the hematoxylin and eosin stains,
Massons trichrome and Picrosirius to assess the presence of collagen or muscle fibers (hyperplasia) in the scar. Results: it was found that
healing occurred in diaphragmatic injuries in 90% of rats. We also observed the presence of fibrosis in all analyzed samples. Conclusion:
Spontaneous healing occurred in most diaphragmatic injuries and the inflammatory reaction represented by the presence of fibrosis and
collagen deposition was observed in all our samples. Muscle fiber hyperplasia did not occur.

Keywords: Diaphragm. Injuries. Wound Healing. Hernia, Diaphragmatic, Traumatic.
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