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EFEITODOULTRA-SOM NA PREVENCAO DA HERNIA INCISIONAL MEDIANA

EM RATOS

EFFECT OF ULTRASONIC THERAPY ON PREVENTION OF MIDLINE INCISIONAL

HERNIA IN RATS

RenatoMirandadeMeo,ACBC-M G}, CibdeMarli Cagdio Paiva Gouvés?;
Marcela Gimenez®, SamantaFerreiradeMirandad, Alcino L &4zarodaSilva, TCBC-M G*

RESUMO: Objetivo: Investigar se o ultra-som é capaz de evitar 0 aparecimento da hérnia incisional (HI), uma vez que o seu
tratamento ainda € um problema n&o resolvido. M étodo: Induziu-se a HI, por sec¢do da linha alba, em 20 ratos Wistar, distribuidos
em dois grupos: um recebeu a aplicagdo do ultra-som, na &rea operada, por 14 dias e o outro por 28 dias, cada qual com seu subgrupo
controle (ndo tratado). Utilizou-se aparelho com cabegote reduzido, modo pulsado (1:5), freqliéncia de 3,0MHz e intensidade de
0,5W/cm?, durante Smin/dia, iniciando-se as aplicagbes no primeiro dia pés-operatério. Ao final, mediu-se o didmetro transverso do
anel herniério ou da largura da cicatriz na linha alba, definindo-se a HI quando esses valores ultrapassassem 2mm. A densidade de vasos
sangliineos, de fibroblastos e de fibras colagenas, nessas estruturas, foi estudada a microscopia Optica. As médias e o erro padréo foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e ao teste de comparagdo multipla de Tukey-Kramer. Resultados: Dos animais tratados
com o ultra-som, 60% n&o desenvolveram HI e, nos restantes, o anel herni&rio foi menor do que os ndo tratados (p<0,0001). A
densidade de vasos sanglineos (p=0,0031), de fibroblastos (p<0,0001) e de fibras colagenas (p=0,0015) também foi maior, em
relagdo aos controles. N&o houve diferenca significante nesses parametros, comparando-se os dois periodos de tratamento. CON-
CLUSAO: O ultra-som evitou o aparecimento da HI ou reduziu o seu tamanho, quando aplicado por 14 dias pds-operatérios, nas
condi¢des deste experimento (Rev. Col. Bras. Cir. 2005; 32(1): 6-11).

Descritores: Hérnia ventral; Abdome/cirurgia; Terapia por ultrasom; Cicatrizagdo de feridas; Ratos Wistar.

INTRODUCAO

A laparotomiamedianaaindaéumadasviasdeaces
S0 mais praticadas, sobretudo nos casos de urgéncia, por ser
de execugdo simpleserdpida. A hérniaincisiona (HI) figura
entre as complicacOes tardias dessas feridas, acometendo até
um quinto dos pacientes operados. Ela ocorre pelo afasta-
mento progressivo das bordas muscul o-aponeuroticas
incisadas, mantendo-se integros a pele, as fascias muscula-
res e o peritdnio parietal que, juntos, compdem 0 saco
herniério. Para dentro deste, escapa o contetido abdominal,
provocando o abaulamento dacicatriz. Em geral, € detectada
no primeiro ano pds-operatdrio, mesmo depois da aparente
consolidag&o daferidaabdominal. Além de desconfortavel e
antiestética, predispde ainsuficiéncia respiratoria, & obstru-
¢do intestinal e as distrofias ou mesmo as Ulceras de pele.

A utilizag8o de proéteses (tel as) representou um avan-
¢o sem precedentes no reparo da HlI, por diminuir ataxa de
recidiva, mas com el astambém surgiram complicacGes, mui-
tasdelasgravesededificil tratamento, como asfistulasintes-
tinais e a dor cronica’. Apesar da técnica de laparorrafiaem
bloco ter diminuido asuaincidéncia?®, acirurgiadaHI conti-
nua um problema ndo resolvido, mesmo com o uso dessas
préteses, afastando os pacientes de suas atividades habitu-
ais. Justifica-se, portanto, o estudo mais pormenorizado dos

fatores envolvidos na etiopatogénese, no tratamento e tam-
bém na prevencdo daHl.

A terapia ultra-sdnica tem se mostrado efetiva no
tratamento das lesBes musculo-tendineas*®, com efeitos
colaterais despreziveis, se obedecidos os critérios parao ma-
nejo adequado desse equipamento®. Umavez que aHl &, ba-
sicamente, um defeito no estrato miscul o-aponeurdtico da
parede abdominal, € possivel que o ultra-som, agindo neste
estrato, possa evitar o aparecimento dessa complicaco.

O presentetrabal ho tem como objetivosinduzir aHI
mediana, por sec¢do dalinhaalba, e verificar acapacidadedo
ultra-som em prevenir a sua formacdo, estudando os aspec-
tos macro e microscopicos do defeito provocado no plano
mUscul o-aponeurético da parede abdominal do rato. O proje-
tofoi aprovado pelo Comité de Eticana Experimentacio Ani-
mal daEfoa/Ceufe (protocolo 09/2002), onde estetrabalho foi
desenvolvido. O nimero de animais alocados por subgrupo
seguiu as orientagdes do Comité. Um experimento piloto foi
realizado em trés animais, para o treinamento da equipe no
procedimento cirdirgico e naaplicacdo do US.

METODO

Foram utilizados 20 ratos (Rattus norvegicus albinus)
Wistar, machos, adultos, pesando 270g+20g, obtidos do
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Biotério daEscolade Farméaciae OdontologiadeAlfenas/Cen-
tro Universitério Federal — Efoa/Ceufe. Elestiveram seu peso
aferido e, a seguir, foram sedados com éter etilico e
anestesiados com solucdo de xilazina e cetamina, na propor-
¢do de 1:1 enadose de 0,2mL/100g de peso corpéreo, por via
intraperitoneal. Depois de col ocados em dectibito dorsal hori-
zontal, aface ventral do abdome foi depilada manuamente e
descontaminadacom & cool a 70%.

Com afinalidade de induzir aHI mediana, todos os
animais foram submetidos a uma incisdo transversa,
suprapbica, com 10mm de comprimento, realizadacom bistu-
ri, interessando a pele e a tela subcutanea, através da qual
estesforam separados do plano muscular por dissecgéo romba,
com tesoura, em direcdo cranial eacadalado dalinhamedia-
na. A seguir, a linha alba e o periténio parietal foram
seccionados numa extensao de 30mm, mantendo-se integraa
pele supragjacente. Apenas a ferida cutanea foi suturada com
dois pontos de categute simples 5-07.

No pés-operatorio, os ratos de cada subgrupo foram
mantidos em gai olas paraaté cinco animais, com ragéo e agua
ad libitume examinados, diariamente, parainspecéo daferida
cirdrgica e constatagdo da Hl, até o final de cada periodo de
observagdo. Aqueles que morressem ou apresentassem com-
plicagBes do sitio operado, que ndo aHl, seriam excluidos do
experimento.

Em seguida, eles foram distribuidos em dois grupos
dedez animais, de acordo com o periodo de observacdo. Cada
grupo era constituido por cinco ratos, nos quais o ultra-som
ndo foi aplicado (subgrupo control€), e cinco que receberam
essa aplicacdo (subgrupo experimental). Os subgruposforam
definidosdaseguinteforma: C 14 (controlede 14 dias), US 14
(aplicacdo de ultra-som por 14 dias), C 28 (controle de 28 dias)
US 28 (aplicacdo de ultra-som por 28 dias).

No primeiro diapds-operatério, iniciou-seaaplicacéo
do USnosanimaisdo grupo experimental. Um aum, elesforam
apreendidos pelo dorso e envolvidos em tecido flanelado, dei-
xando-se livre o abdome, para as aplicacfes do US. Nenhum
procedimento anestésico ou de sedacdo foi empregado. Utili-
zou-seum aparelho damarcaK W®, de cabegote reduzido (10mm
de didmetro), na freqiiéncia de 3,0MHz, com intensidade de
0,5W/cm?, em modo pulsado 1.5, massageando-se levemente
todaaéreaoperada (e especiamenteaferidacirlrgica), devida-
mentelubrificadacom gel condutor, em movimentoscirculares
continuos, durante cinco minutos. As sesses de US foram
realizadasumavez a0 dia, até adatadamorte, inclusive.

Apos 14 dias e 28 dias deinduzidaa HI, os animais
foram mortos por inalagéo de éter etilico. Apds aremocao da
pele e da tela subcuténea, foi seccionado um fragmento do
estrato muscul o-aponeurdtico da parede abdominal, incluin-
do o peritonio, englobando toda a area dalaparotomia. Nesse
bloco, encontrava-se o tecido cicatricial ou ahérniaincisional,
guando presente.

A mensuracdo dos didmetros transversal e longitu-
dinal do anel hernidrio ou dalarguradacicatriz nalinhaalba,
em milimetros, foi feitapelaface peritoneal. Considerou-sea
presenca de HI, quando a medida transversal era maior que
2mm. Para os valores menores ou iguais a2mm, definiu-se a
estruturacomo cicatriz nalinhaalba

Os fragmentos obtidos da parede abdominal foram
fixadosemALFAC (dcool a80% + formol a40% + acido acético
glacia), naproporgéo de8,5:1:2, durante 24 horas. Em seguida
foram desidratados, diafanizados e incluidos em parafina. Os
blocos foram cortados com 5mm de espessura, envolvendo o
saco hernidrio eamusculaturaadjacente aele. Tréslaminasde
cadaanimal foram coradas pelahematoxilina-eosina(HE), para
uma descricdo geral e estudo dos vasos sanguiineos e dos
fibroblastos, e outrastrés pel o tricrémico de Gomori, paraava-
liagdo das fibras coldgenas.

A quantificagdo dos achados histol 6gicos foi deter-
minada pela densidade das estruturas citadas, no saco
herniario ou nacicatriz dalinhaalba, por meio de morfometria
de contagem de pontos. Utilizou-se um microscopio optico
(Olympus CBA), acoplado aumacameradevideo (SV Micro
Sound Vision) e um reticulo sobreposto aimagem do campo
mi croscopi co, projetadaem monitor de 15 polegadas. Analisa
ram-se 15 campos al eatorios, para cada subgrupo, obtendo-se
0 valor médio dessas medidas. A &rea-teste do reticulo foi de
0,0625mm?2, para a quantificacdo de vasos sanguineos e
fibroblastos (objetivade x20); paraasfibrascolagenas, adrea-
teste do reticulo foi de 0,0576mm? (objetivade x10), umavez
quetaisfibras s8o melhor observadas em aumentos menores.

A média e o erro padréo foram calculados para os
dados quantitativos. A significancia das diferencas observa-
dasfoi determinadapor andlisedevariancia(ANOVA) eteste
de comparagdo multipla de Tukey-Kramer, considerando-se
P£0,05 (INSTAT, GraphPad Software Inc. 1993).

RESULTADOS

Em todos os animais dos subgrupos controle, tanto
de 14 diascomo de 28 dias, aHI desenvolveu-senos primeiros
dias p6s-operatérios, com anel e saco herniériosbem configu-
rados (Figuras 1 e 2). Nosquereceberam o US, sejapor 14 dias
segja por 28 dias, trés dos cinco animais de cada subgrupo
(60%) ndo desenvolveram aHl (Figuras3 e4). O valor médio
das medidas do didmetro transversal do anel herniério, nos
subgrupos controle, ndo apresentou diferenca significante.
Nagueles em que o US foi aplicado, houve reducdo dessas
medidas em relago aos controles, masndo entre s (andlisede
variancia p<0,0001). Com relagdo ao didmetrolongitudinal, ou

Figura 1—Ectoscopia do rato do subgrupo controle de 28 dias, com
hérniaincisional.
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Figura 2 — Aspecto do estrato musculo-aponeurético do mesmo
animal, apdsaretirada da pele e da tela subcutanea, evidenciando-
se 0 saco herniério (SH) e o anel (setas).

Figura 4 — Aspecto do estrato masculo-aponeurético do mesmo
animal, apdsaretirada da pele e da tela subcutanea, evidenciando-
seacicatriznalinha alba (setas).

do comprimento dacicatriz nalinhaalba, amédiadas medidas
ndo diferiu estatisticamente, tanto nos ratos dos subgrupos
controle quanto nos que receberam o US (Tabela 1).

A microscopia6ptica, osfragmentos do estrato mus-
culo-aponeurdtico da parede abdominal, envolvendo aregido
operada, evidenciaram a presenca de tecido conjuntivo den-
so, caracterizado por feixes de fibras colégenas, permeadas
por vasos sangiineos e células de nlcleo a ongado, com teci-
do muscular estriado adjacente (Figura 5). Nos animais que
receberam o US, essa neoformagéo conjuntiva configurou
gpenasumacicatriz nalinhaaba(Figura6) ou um saco hernidrio

Figura 3 — Perfil do rato do subgrupo em que foi aplicado o ultra-
som por 28 dias, sem hérnia incisional.

menos desenvolvido. A coloragdo pelo tricrémico de Gomori
permitiu confirmar apresenca das fibras colagenas, que fica-
ram coradas em azul, em meio a células de tonalidade
avermelhada e nucleo alongado.

A andlise de varidncia demonstrou o aumento
significante na densidade de vasos sanglineos (p=0,0031),
de fibroblastos (p<0,0001) e de fibras colagenas (p=0,0015)
nos animais que receberam o US por 14 dias, mas n&o aos 28
dias de aplicacdo do US, o que se confirmou pelo teste de
comparacdo multipla(Tabela2).

DISCUSSAO

A laparotomiamediana é aque maisfreqlientemente
se associa a Hl, consistindo mesmo em fator de risco para o
desenvolvimento dessa complicacéo.

Além disto, as repercussdes fisiopatol 6gicas dessas
hérnias outorgam-lhes o carater de doenca, e ndo o de um
mero defeito parietal que pode serefletir negativamente sobre
a mecénica ventilatéria, na tonicidade das visceras ocas, no
retorno venoso e na postura, e favorecer a obstrucéo intesti-
nal. Pode ainda ocorrer trombose dos vasos da pele com
distrofiase mesmo Ul ceras cutaneas, queficam localizadasno
apice daeventracao®. A consequiéncia dessas alterages equi-
valeaincapacidade profissional, em graus variados, elevando
ainda mais o custo social dessa doenga.

Tabela 1 - Valoresmédios e erro padrao dos didmetrostransversal elongitudinal do anel herniario, por subgrupo, aos 14 dias

e 28 dias de inducéo da hérnia incisional.

Diametros Subgrupos Tukey-Kramer
c14 usi14 c28 us 28 Significancia
Transversa 7,8+1,3 2,8+1,4 p<0,05
7,813 10,4+0,6 ns
7,813 2,0£0,4 p<0,01
2,814 10,4+0,6 p<0,001
2,8t14 2,0£04 ns
10,4+0,6 2,0£0,4 p<0,001
Longitudinal 26,2+1,0 23,8+1,1 24,4+1,6 20,8+1,7 ns
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Figura 5 — Fotomicrografia do plano muscul o-aponeurético da
parede abdominal de rato (subgrupo controle de 28 dias), em que
se vé parte do saco herniario (SH), constituido por tecido conjun-
tivo denso adjacente ao tecido muscular estriado (ME) (objetiva de
x4, HE).

O modelo experimental, aqui adotado, foi eficaz ao re-
produzir aHI, conforme encontrado no pés-operatorio de uma
laparotomiamediana. Em todos os animais dos subgrupos con-
trole, tanto de 14 dias como de 28 dias, ela se desenvolveu ja
nos primeiros dias pos-operatérios, com seus elementos
congtitutivos (anel e saco hernidrios) bem configurados. Uma
vez que ndo houve diferenca significante entre as medidas do
didmetro transversal do anel herniério, nessesanimais, pode-se
afirmar queaHl| atingiu suaplenitude 14 dias apdsasuainducao.

Nosanimais que receberam o US, essaaplicacdo foi
capaz deprevenir o desenvolvimento daH| namaioriadelese,
mesmo nos demais, alargurado anel herniério foi menor em
relagdo aos controles (diferencasignificante). Clinicamente, &

Figura 6 —Fotomicrografia do plano miscul o-aponeur ético da pare-
de abdominal de rato (subgrupo que recebeu o US por 28 dias), em
guesevéacicatriznalinhaalba (seta), constituida por tecido conjun-
tivo denso, como tecido muscular estriado (ME) a cadalado (objetiva
dex4, HE).

essa medida que define a ocorréncia ou ndo da Hl mediana,
resultado dafalénciado processo reparativo (cicatricial), que
provoca a diastase dos muscul os retos do abdome. Néo hou-
Ve, entretanto, diferencaentretais medidas, comparando-sea
aplicagéo do US por 14 dias ou por 28 dias, sugerindo ser
suficiente um periodo menor de utilizag8o, desde queiniciada
precocemente, isto €, aindanafaseinflamatoria.

Sabe-se, atualmente, que asalteragdes do tecido con-
juntivo, que muitos pacientes com HI apresentam, em Ultima
andlise, referem-se a desproporcdo nas quantidades de
coldgeno dostipos 1 e 3, que estaanorma menteinvertidanas
fibras desses pacientes. Essa despropor¢do pode decorrer da
destrui¢do aumentadado primeiro tipo, apartir daativagéo de

Tabela 2 — Valoresmédios e erro padréo, por subgrupo, da densidade de vasos sanguiineos, fibroblastos e fibras col4genas no

saco herniério ou na cicatriz da linha alba.

Diametros Subgrupos Tukey-Kramer
Ci4 uUs 14 C 28 US 28 Significancia
Vasos sangiiineos 2,1+0,3 3,9+0,5 p<0,01
2,1+0,3 3,5+0,4 p<0,05
2,1+0,3 2,7+0,3 ns
3,9+0,4 3,5+0,4 ns
3,9+0,4 2,7+0,3 ns
3,5+0,4 2,7+0,3 ns
Fibroblastos 28,6+1,6 93,9+9,8 p<0,001
28,6+1,6 86,8+7,0 p<0,001
28,6+1,6 55,7+5,7 p<0,05
93,9+9,8 86,8+7,0 ns
93,9+9,8 55,7+5,7 p<0,001
86,8+7,0 55,7+5,7 p<0,01
Fibras colégenas 41,6+4,3 64,0+3,9 p<0,05
41,6+4,3 71,755 p<0,01
41,6+4,3 61,6+7,0 p<0,05
64,0£3,9 71,755 ns
64,0+3,9 61,6+7,0 ns
71,755 61,6+7,0 ns
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metal oproteinases dameatriz, ou por aumento andmalo daexpres-
s30 génicado segundo. A diminuicdo dasinteselocal defatores
de crescimento celular, as alteragbes nas moléculas de adesio
entre osfibroblastos e as fibras col agenas e de outras moléculas
da matriz também jé foram demonstradas. 1sso tem reflexos na
resisténcia do conjuntivo como um todo, especiamente o das
aponeuroses, diminuindo a sua RT e, conseglientemente, 0 seu
poder de sustentacdo ou de contencdo da parede abdomind ©.

A andlise histométrica, tanto dacicatriz nalinhaalba
quanto do saco herniario, mostrou o aumento significante na
densidade de vasos sanguiineos, de fibroblastos e de fibras
colagenas nos animais que receberam o US por 14 dias. Essas
medidas tenderam ao declinio, ao final do periodo estudado,
seguindo exatamente o encadeamento habitual dos fendme-
nos reparativos. 1sso evidencia que a aplicacdo do US anteci-
pou a ocorréncia de tais fendmenos, provavel mente por esti-
mul o tanto da proliferacéo quanto da atividade celular.

Entre osfibroblastos, muitas das cél ulas apresentavam
caracteristicas morfol dgicas e tintoriais em tudo semelhantes as
das fibras musculares lisas (FML), encontradas na parede dos
vasos sangliineos. Embora ndo tenha sido prevista no método,
buscou-se aconfirmag8o deste achado por imuno-histoquimica,
utilizando-se anticorpo anti-actina a, paraidentificagdo de mis-
culo liso. Qualitativamente, a grande maioria dessas células ex-
pressou a actina no citoplasma. Trata-se, provavelmente, de
miofibroblastos e/ou de outro(s) derivado(s) do fibroblasto, en-
treelesasprépriasFML, cujadiferenciacdo pode ndo ter secom-
pletado nos periodos de observacdo adotados neste ensaio. Uma
investigacdo dessas cdlulas, assim como de fatores de cresci-
mento (TGFb), utilizando-se 0 model o experimental, agui adota:
do, ja est& sendo especificamente elaborado pelo nosso grupo.

Outras medidas capazes de prevenir ou minimizar a
magnitude dessas complicagdes vem sendo estudadas. A
eletroestimulagéo por corrente retangul ar, pulsada, simétrica,
bipolar, de baixafreqliéncia, apesar de ter-se mostrado eficaz

em estudos experimentais de HI*°, ainda néo foi investigada,
clinicaou experimental mente, em nosso meio, paraaplicacéo
em pacientes portadores dessa doenca.

A utilizagdo dosfatores de crescimento celular, para
injecdo na ferida operatdria, seja em pacientes submetidos &
laparotomia ou ao reparo de uma HI ja instalada, também é
efetiva nesses casos™. Tais substancias, para administracéo
diretano sitio cirdrgico, aindando estdo disponiveis parauso
em sereshumanose, talvez também por onerar muito taispro-
cedimentos, aindando tém aplicacao clinicaestabelecida.

O US éum equipamento usual mente encontrado nas
clinicas de fisioterapiae com ampla utilizag8o no tratamento
das lesbes muscul o-tendineas, entre as quais encontram-se
as HI. De acordo com os resultados deste trabal ho, ele mos-
trou-se efetivo naprevencdo daHI experimental, umavez que
estimulou a cicatrizagdo tecidual. Complementar as técnicas
atuais de reparo das HI, com ou sem prétese, o US pode ser
util como terapiaadjuvante, indicadatambém no pos-operat6-
rio de pacientes submetidos alaparotomia, com risco aumen-
tado para o desenvolvimento dessacomplicacdo (viade aces-
so mediana, obesidade, contaminacdo do campo cirdrgico,
entre outros), apesar do risco em se extrapolar resultados ob-
tidos experimentalmente para seres humanos. Seus efeitos
colaterais sdo despreziveis, umavez obedecidos 0s principios
basi cos para sua aplicacéo. Além disso, o custo de obtencdo
do equipamento, sendo baixo, desonera o tratamento, tornan-
do-o acessivel a maioria desses pacientes®. Outros trabal hos
devem ser levados atermo, paradefinir melhor as doses e os
periodos de aplicacdo do US, utilizando-se ndo s6 modelosde
HI primaria, mastambém apGs 0 seu reparo cirlirgico.

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir
gue o model o experimental adotado provocou a HI mediana,
com 0s seus componentes (anel e saco herniérios) bem confi-
gurados e que o US evitou a sua formag&o ou reduziu o seu
tamanho, nas condi¢des em que foi aplicado neste ensaio.

ABSTRACT

Background: Toinvestigateif ultrasonic therapy is effectivein avoidance of incisional hernia (IH), once theideal techniquefor
repair of IH isstill anon-solved problem, in spite of prostheses usage. Methods: IH was created by linea al ba opening over 20
male Wistar rats, distributed in two groups. one group received ultrasound over the wound, during 14 days (5 animals) and
the other for 28 days (5 animals), each one with the same number of animals as controls. The ultrasound was applied using a
small probe, 1:5 pulse mode, 3.0MHz frequency and 0.5W/cr? intensity, for 5 minutes daily, fromthe first postoperative day.
The width of the linea alba scar or the hernia ring was measured at the end of every period. The IH was defined when these
openings were over 2mm wide. Some specimens from hernia sac or linea alba scar were obtained for the analysis of vessels,
fibroblasts, and colagen fiber s density. Sandard deviation and medianswere obtained by variation analysisand Tukey-Kramer
multi-comparison test. Results: The ultrasound group showed a linea alba scar in 60%. The other 40% presented the hernia
ring smaller than the non treated group (p<0.0001). The ultrasound increased density of blood vessel s (p=0,0031), fibroblasts
(p<0,0001), and collagen fibers (p=0,0015). There was no difference between the two treated groups. Conclusions: The
ultrasound avoided the IH to appear or reduced its width. Fourteen days of treatment were sufficient for this purpose.

Key words: Hernia, ventral; Abdomen/surgery; Ultrasonic therapy; Wound healing; Rats, Wistar.
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