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Rezumat

Tn pofida unor avantaje ale materialelor sintetice in reconstructia defectelor diafragmatice, sunt descrise mai multe complicatii postoperatorii severe care
impun necesitatea utilizarii ca alternativa a materialelor de origine biologica.

Scopul studiului a fost evaluarea eficacitatii pericardului si peritoneului porcin comparativ cu peritoneul bovin in reconstructia defectelor diafragmatice
majore.

Lotul de studiu include 6 porci cu greutatea de 10 kg, supusi interventiei chirurgicale sub anestezie generald si sacrificati peste 90 de zile de la operatie
conform cerintelor in vigoare, studiul fiind aprobat de Comisia de Bioeticd. Animalele au fost supuse laparotomiei subcostale stangi cu reconstructia
defectului diafragmatic, creat chirurgical, cu grefe decelularizate de pericard porcin (lotul 1-2 animale) si peritoneu porcin (lotul 2 - 2 animale) i grefe de
peritoneu bovin prezervat in formaldehida (lotul 3 - 2 animale).

Rezultatele. La a 90-a zi postoperator animalele din lotul 1si 3 erau vii. Examenul radiologic efectuat la 15 zile postoperator a stabilit o configuratie normala
a neohemidiafragmului creat. La a 60-a zi postoperator, in lotul 1 a fost documentatd eventratia neohemidiafragmului, pe cand in lotul 3 configuratia
normald a neohemidiafragmului s-a pastrat. In lotul 2 la a 15-a zi postoperator a fost observata o eventratie neinsemnata a neohemidiafragmului. Ulterior,
ambele animale ale acestui lot au decedat subit la a 54-a si a 60-a zi postoperator, la necropsie fiind determinatd dehiscenta grefei cu dezvoltarea herniei
diafragmatice complicata prin stranqulare.

Datele investigatiilor morfopatologice au pus in evidentd diferite aspecte de regenerare si remodelare ale acestor materiale biologice.

Rezultatele prealabile ale acestui studiu experimental ne permit de a conchide cd grefele decelularizate de pericard si peritoneu porcin, utilizate in
reconstructia chirurgicala a diafragmului, au o biorezistenta redusa, care poate contribui la dezvoltarea unor complicatii grave, comparativ cu grefele de
peritoneu bovin prezervat in formaldehida. Aceste date sugereaza necesitatea unor studii suplimentare pe termen lung, care ar avea ca scop obtinerea unor
rezultate mai durabile.

Abstract

Despite some advantages of synthetic materials in the reconstruction of diaphragmatic defects, several severe postoperative complications are described,
which require the use of biological materials as an alternative.

The purpose of the study was to evaluate the efficacy of porcine pericardium and peritoneum as compared to bovine peritoneum in the reconstruction of
major diaphragmatic defects.

The study group included 6 pigs weighing 10 kg, subjected to surgery under general anesthesia and sacrificed 90 days after surgery according to the
requirements in force. The study was approved by the Bioethics Committee. The animals were subjected to the left subcostal laparotomy with the
reconstruction of surgically created diaphragmatic defect with decellularized porcine pericardial grafts (group 1 - 2 animals) and porcine peritoneal grafts
(group 2 - 2 animals) as well as bovine peritoneal grafts preserved in formaldehyde (group 3 - 2 animals).

Results. On the 90th day after surgery, the animals in lots Tand 3 were alive. The X-ray examination performed 15 days postoperatively determined a normal
configuration of the created neo-hemidiaphragm. On the 60th day after surgery, the neo-hemidiaphragm eventration was found in lot 1, while in group 3
the normal neo-hemidiaphragm configuration was preserved. In group 2 on the 15th postoperative day, an insignificant neo-hemidiaphragm eventration
was observed. Subsequently, both animals in this group died suddenly on the 54th and 60th postoperative days. The necropsy determined graft dehiscence
with the development of diaphragmatic hernia complicated by strangulation.

The morphopathological investigation data highlighted various aspects of regeneration and remodeling of the above mentioned biological materials.

The preliminary results of the experimental study allowed us to conclude that decellularized porcine pericardial and peritoneal grafts used in surgical
reconstruction of the diaphragm have a low bioresistance which can contribute to the development of serious complications, compared to bovine peritoneal
grafts preserved in formaldehyde. These data suggest the need for further long-term studies to achieve more sustainable outcomes.
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Diafragmul reprezintd un organ critic in sustinerea vietii
prin mentinerea activitdtii respiratorii normale si oferirea unei
bariere intre cavitatile toracica si abdominala, fiind considerat
de unii autori ca al doilea cel mai important muschi dupd inima.
Dezvoltarea anormala a diafragmului reprezinta o amenintare
care pune viata in pericol [23,27].

In pofida progreselor semnificative obtinute in terapia
intensiva neonatala si noile modalitati de tratament, majoritatea
studiilor multicentrice indicd o ratd de supravietuire de
aproximativ 65% - 80%, acest indice fiind mult mai mic in
formele bilaterale [4,19].

In cazurile unor defecte diafragmatice de dimensiuni majore
mai multi autori indica la utilizarea grefelor protetice, existand o
controversa ce se refera la tipul de material: biologic sau sintetic,
rezorbabil sau nerezorbabil, aceste calitati influentdnd in mod
direct rezultatele tratamentului. In acest scop, in literatura
de specialitate au fost propuse mai multe tipuri de materiale
biologice fard a fi identificat materialul ideal [26].

Scopul studiului a fost evaluarea comparativa a eficacitatii
alogrefelor decelularizate de pericard si peritoneu porcin si a
xenogrefelor de peritoneu bovin prezervate in formaldehida
in reconstructia defectelor diafragmatice majore in model
experimental.

Materiale si metode. Lotul de studiu include 6 porci de
rasd Landrace cu vérsta de 4 sdptdmani si greutatea de 9,8 -10,2
kg, supusi interventiei chirurgicale sub anestezie generald si
sacrificate peste 90 de zile de la operatie conform cerintelor in
vigoare, studiul fiind aprobat de Comisia de Eticé in Cercetare.
Animalele au fost supuse laparotomiei subcostale stangi cu
modelarea chirurgicala a unui defect circular de 5 cm in
diametru in hemidiafragmul stang, ulterior acesta fiind inchis
cu grefe decelularizate de pericard porcin (lotul 1 - 2 animale)
si peritoneu porcin (lotul 2 - 2 animale) si grefe de peritoneu
bovin prezervat in formaldehida (lotul 3 - 2 animale) (fig. 1).

Fig. 1. Aspectul macroscopic al modeldrii chirurgicale si plastia cu grefd biologicd
decelularizatd a unui defect diafragmatic in experiment pe animale (explicatii

in text). A — aspectul intraoperator al defectului diafragmatic creat chirurgical;

B — aspectul intraoperator al inchiderii defectului diafragmatic cu grefd biologicd;
(- plaga postoperatorie suturatd

Rezultate si discutii. La a 90-a zi postoperator animalele din
lotul 1 si 3 erau vii, animalele lotului 2 au decedat la 54-a si a 60-a
zi postoperator din cauza recurentei defectului diafragmatic
complicata cu strangulare.

Examenul radiologic, efectuat la 15 zile postoperator, in lotul
1 si 3 a stabilit o configuratie normala a neohemidiafragmului
creat (A, C). In lotul 2 radiografia toracici a pus in evidentd o
pozitie ascensionata a hemidiafragmului stang (B) (fig. 2).

E 1)

Fig. 2. Radiografie toracicd a animalelor de laborator efectuatd la 2 saptamani
postoperator: A— lotul 1, B— lotul 2, C— lotul 3 (explicatii in text).

La a 60-a zi postoperator, in lotul 1 a fost documentata
eventratia neohemidiafragmului, pe cand in lotul 3 configuratia
normala a neohemidiafragmului s-a pastrat (fig. 3).
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Fig. 3. Radiografie toracicd a animalelor de laborator efectuata la 60 de zile
postoperator: A — eventratia hemidiafragmului stang (lotul 1); B— configuratie
normald a hemidiafragmului stdng (lotul 3)

La 90 de zile postoperator conform examenului radiologic
observam prezenta eventratiei hemidiafragmului stang, fara
progresare in lotul 1, iar in lotul 2 s-a dezvoltat eventratie de
dimensiuni majore a hemidiafragmului stang (fig. 4).
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Fig. 4. Radiografie toracic a animalelor de laborator efectuatd la 3 luni
postoperator: A — prezenta eventratiei hemidiafragmului stdng, fdrd progresare
(lotul 7); B — dezvoltarea eventratiei de dimensiuni majore a hemidiafragmului
stdang (lotul 3)

Datele investigatiilor morfopatologice au pus in evidentd
diferite aspecte de regenerare si remodelare ale acestor materiale
biologice.

In cadrullotului2 s-a detectat prezenta persistentei defectului
aplicat in lipsa grefei de implant, totusi la marginile defectului
fiind prezente tesuturi neoformate, circumscrise de valul placii
sau liniei de suprapunere. Elementul tisular neoformat relevand
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o retea vasculard bine conturata (fig. 5).
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sangvinolente (fig. 8).

Fig. 5. Hemidiafrag cu defect persistent: 1 — zona fibro-musculard; 2 — frontiere de
plagd; 3 — tesutul neoformat. Piesd anatomo-chirurgicald

La nivelul plicii neoformate, de asemenea, in aria ei, se
atestau prezenta micilor granuloame cu celule polinucleare
gigante (fig. 6). In zona peritoneali s-a atestat prezenta ectaziilor
vasculare limfatice, mai frecvent la limita sau in apropierea
tesutului neoformat. Tesutul celulo-adipos fiind mai edemat (fig.
7), musculatura pastrand un aspect compact fira particularitéti.

s

Fig. 6. Granuloame cu simplaste polinucleare gigantocelulare pe parcursul pldcii
conjunctiv-vasculare neoformate. x 200. Color. H-E

Fig. 7. Ectazie vasculard limfaticd la nivelul peritoneal. x 75. Color. H-E

Macroscopic in lotul I regiunea tendinoasa a
hemidiafragmului supus reconstructiei cu pericard porcin
decelularizat era subtire, transparentd si semitransparentd
microgranulatd sau in platouri spre zona prejonctionald
albicioasd intransparentd. In segmentul adiacent s-au atestat
jonctiuni fibro-musculare, aderente cu prezenta unei structuri

Fig. 8. Lotul 1. Aspect macroscopic al piesei anatomochirurgicale (suprafata
peritoneald):

1—zona cu aglomerdri aderentiale la limitd cu jonctiunea fibro-musculard; 2 —
zona centrald fibroasd; 2a — zona fibroasd mult mai ingrosatd; 3 — Jonctiunea
fibro-musculara

Fig. 9. Tesut aderential cu incluziuni de material corespunzdtor grefei decelularizate
x150. Color. H-E

£

Fig. 10. Placa tendoniand cu abundentd de tesut adipos. x150. Color. H-E

In probele din jonctiunea tendonian-musculari, lipsite de
aspecte aderentiale, s-a relevat o structurd la limita normei,
totusi, flind predominatd de tesutul celulo-adipos, placa
tendoniand adiacentd, de asemenea, comparativ cu cea centrala,
fiind mai bogata in tesut celulo-adipos (fig. 9,10).

Pe diverse arii, in aria aderentelor, au fost atestate structuri
angiomatoase, care s-au marcat ca noduli vasculari angiomatosi,
inclusiv in aspect de polip angiomatos, cu vase varicoase
secundare cu hemoragie recenta in stromad (fig. 11). Aspectele
nodulare fibro-vasculare s-au atestat si in zona perifocala a
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aderentelor.

%
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Fig. 11. Conglomerat de aderente cu retea vasculard varicoasd angiomatoasd. x
200. Color. dupd Mason

In lotul 3 cu utilizarea grefei de implant - peritoneu bovin
nedecelularizat. Piesa anatomo-chirurgicald a hemidiafragmului
supus plastiei, comparativ cu hemidiafragmul din lotul 1, a fost
cu mult ingrosatd. Suprafata peritoneala a fost cu un aspect
catifelat mati-sidefie, zona tendoniani aspectual fiind divizata
macroscopic incert in doua parti inegale divizate printr-o punte
fibro-musculara. Placa tendoniand a relevat o structura fibrilar-
fasciculard bine determinata, diferentiatd cu o vascularizare
corespunzitoare normei. Suprafata peritoneald a fost marcatd
printr-un strat de tesut conjunctiv neoformat mai ingrosat,
deosebit de cel preexistent (fig. 12).

Fig. 12. Piesd anatomo-chirurgicald, suprafata peritoneald a hemidiafragmului: a, b
— zond tendoniand semitransparentd; ¢ — platou fibro-muscular; d — zond ingrosatd
intransparentd. x 150. Color. H-E

Examinarea probelor histologice din zonele fibro-
musculare au relevat o structurd mai mult sau mai putin cu
particularitdti la limita normei. Segmentul tendonian adiacent,
de asemenea, a relevat o structura bine diferentiata, cu prezenta
microaderentelor la suprafata.

Desi herniile diafragmatice sunt malformatii rar intalnite
in structura morbiditatii copilului [13,20], ele constituie unele
din cele mai frecvente patologii chirurgicale ale diafragmului,
reprezentdnd totodata o problemd gravd in chirurgia pediatric,
care creeazd o mortalitate apreciabila de 46 - 90% [6,28,30] si
circa 3% din mortalitatea neonatald. Aceste malformatii grave
detin o incidentd de 1 caz la 2300 - 4000 de nasteri [8].

Utilizarea materialelor biologice in repararea defectelor
diafragmatice congenitale si dobandite se limiteaza la serii mici
si rapoarte de caz [1]. Janes R.M. (1931) propunea utilizarea
grefei autologe de fascia lata in tratamentul herniei diafragmatice
posttraumatice, iar in 1968 a fost raportatd utilizarea acestei
grefe in tratamentul chirurgical al herniei hiatale prin abord

transtoracic, aceastd metodd rdménind actuald si in prezent
[3], inclusiv in tratamentul herniei diafragmatice congenitale
recurente [24]. Sunt raportate cazuri unice de utilizare a grefelor
de dura mater umana, fascia lata §i a peritoneului bovin in
defectele diafragmatice [2,10,15,21].

Actualmente se depun eforturi considerabile in elaborarea
unor modalitati alternative de inchidere, atit a defectelor
diafragmatice congenitale, cit si a celor dobéandite [7,22].
Progresele inregistrate in biologia celulelor stem si in ingineria
tisulara au determinat crearea mai multor tesuturi bio-
ingineresti, care pot fi incorporate in tesuturile-gazda prin
regenerarea tesuturilor naturale, avAnd proprietatea de a creste
odatd cu pacientul [5,11]. Procesul de decelularizare permite
eliminarea celulelor rezistente din tesuturile donatoare cu
ajutorul unor tehnologii speciale, in asa mod obtindndu-se o
matrice tridimensionald extracelulara cu pastrarea arhitecturii
si compozitiei biochimice native, inclusiv cu mentinerea
retelelor microvasculare, care pot fi recelularizate cu celule noi
progenitoare sau compozite. Reducerea drastica a cantitatii
de ADN, epuizarea celulara semnificativd cu pastrarea mai
multor proprietéti ale tesutului tratat este un rezultat crucial
in metodele de decelularizare, avand ca scop evitarea oricérei
respingeri imune a grefei [14,23].

Tesutul pericardial a fost folosit de zeci de ani pentru
constructia bioprotezei, in special pentru repararea leziunilor
cardiace [16]. Pericardul provenit de la animale a fost testat
pentru construirea bioprotezelor si au fost obtinute rezultate
bune prin utilizarea pericardului bovin si porcin [18].
Biomaterialele derivate din pericardul bovin au fost utilizate
pe scara larga pentru o varietate de aplicatii cardiovasculare,
inclusiv pliante cu valva cardiacd, inchidere pericardica,
conducte vasculare si plasturi pentru interventii chirurgicale
cardiovasculare si alte interventii chirurgicale. Desi materialele
pericardice tratate cu glutaraldehida au obtinut succese clinice,
persisté riscul dezvoltarii unor complicatii care se datoreaza unei
anumite combinatii de degradare, calcificare sau suprainfectia
tesutului [9].

Peritoneul porcin este un tesut adecvat pentru producerea
membranelor, care va fi utilizat in regenerarea tesuturilor
ghidate si regenerarea osoasa ghidata, deoarece structura consta
in principal din colagen [17].

Colagenul a fost utilizat in mare masura in productia de
biomateriale si ca vehicul pentru biocompatibilitatea sa si
raspunsul imunologic minim. Utilizarea acestei surse abundente,
asociata procesarii corespunzatoare a acestor tesuturi, poate
reprezenta o sursa semnificativa de noi materiale, care pot fi
utilizate in ingineria tisulard sau in tehnicile de regenerare [12].

Membrana derivata din colagenul porcin, implantatd in
tesutul subcutanat al soarecilor, prezinta o integrare excelentd
a tesuturilor, urmaté de o vascularizare rapida pana la sfarsitul
unei luni, cdnd apare o biodegradare completd, cu o reactie
discreta la un corp strdin. Aceasta degradare rapida poate
fi explicatd prin faptul ca aceasti membrand are pori care
favorizeaza degradarea acesteia, deoarece ele imbunatitesc
interactiunea cu tesutul [25].

Concluzii

1. Grefele decelularizate crioprezervate de peritoneu porcin,
utilizate in reconstructia chirurgicald a defectelor diafragmatice,
au o biorezistentd redusd cu deteriorarea proprietétilor
mecanice dupd perioade scurte de timp, fapt ce determina



NI 3 (68), 2018 - sz

dezvoltarea unor complicatii grave, comparativ cu grefele de
peritoneu bovin prezervat in formaldehida si pericard porcin
decelularizat.

2. Grefele decelularizate crioprezervate de pericard porcin par
a avea proprietati mecanice acceptabile si o biocompatibilitate
tisulara superioara fatd de xenogrefele de peritoneu bovin.

3. Grefele de peritoneu bovin prezervat in formaldehida

Medica

dupa anumite perioade de timp sunt supuse biodegradarii cu
pierderea proprietatilor biomecanice, totodatd determinind
dezvoltarea unui proces inflamator regional marcant.

4. Aceste date sugereaza necesitatea unor studii suplimentare
pe termen lung, care ar avea ca scop perfectarea metodelor
de prelucrare a acestor materiale biologice si obtinerea unor
rezultate mai durabile.
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