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“As teorias cientificas ndo estardo nunca aptas a fornecer
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sempre aproximacgOes da verdadeira natureza das coisas. Em
termos claros: os cientistas ndo lidam com a verdade; eles

lidam com descric¢Oes da realidade limitadas e aproximadas”
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RESUMO

Wiikmann C. Avaliacdo da viscosidade dindmica de materiais implantaveis em
pregas vocais: comparacdo entre camada superficial da fascia temporal, camada
profunda da fascia temporal e gordura abdominal [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2009. 85 pég.

OBJETIVO: Comparar a viscosidade dindmica da camada superficial da fascia
temporal com a de outros tecidos bioldgicos tradicionalmente utilizados em
implantes de pregas vocais para o tratamento de rigidez de pregas vocais. DESENHO
DO ESTUDO: Experimental. METODO: Amostras de camada superficial da fascia
temporal, camada profunda da fascia temporal e gordura abdominal de 12 cadaveres
sdo submetidas a medicdo de viscosidade dindmica. RESUTADOS: A viscosidade
dindmica das diferentes amostras apresenta-se na seguinte ordem crescente: camada
superficial da fascia temporal, camada profunda da fascia temporal e gordura
abdominal. Observa-se diferenca estatistica na comparacéo entre todas as amostras.
DISCUSSAO: Quanto maior for a viscosidade da mucosa da prega vocal, maior é a
pressdo subglotica necessaria para se iniciar a fonacdo. Dessa maneira, um bom
material implantavel em lamina propria de prega vocal deve ter baixa viscosidade.
Por esse parametro, a camada superficial da fascia temporal € um material promissor
para implantacdo em pregas vocais. CONCLUSAO: A viscosidade dinamica da
camada superficial da fascia temporal € menor que a da camada profunda da fascia

temporal e que a da gordura abdominal.

DESCRITORES: Laringe, pregas vocais, reologia, viscosidade, fascia, gordura
abdominal.
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SUMMARY

Wiikmann C. Evaluation of dynamic viscosity of implantable materials into vocal
folds: comparison among superficial layer of temporalis fascia, deep layer of
temporalis fascia and abdominal fat [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2009. 85 pp.

OBJECTIVE: To compare the dynamic viscosity of superficial layer of temporalis
fascia with that of other biological tissues traditionally used for vocal fold implants
to treat vocal fold rigidity. STUDY DESIGN: Experimental. METHOD:
Measurement of dynamic viscosity of samples of superficial layer of temporalis
fascia, deep layer of temporalis fascia and abdominal fat of 12 cadavers are
performed. RESULTS: Dynamic viscosity values of the different samples are
presented in the following increasing order: superficial layer of temporalis fascia,
deep layer of temporalis fascia and abdominal fat. There is statistical difference
among all the samples. CONCLUSION: Dynamic viscosity of superficial layer of
temporalis fascia is lower than the ones of deep layer of temporalis fascia and

abdominal fat.

DESCRIPTORS: Larynx, vocal folds, rheology, viscosity, fascia, abdominal fat.
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Measurement of the Viscoelastic Properties of the Vocal Folds

Christian Wiikmann, MD; Marcelo Alves da Silva, PhD;
Elizabeth: Pinheiro Gomes Aréas, PhD; Domingos Hiroshi Tsuji, MD, PhD;
Luiz Ubirajara Sennes, MD, PhD

Objectives: Studies of the viscoelastic properties of the vocal folds are normally performed with rheometers that use par-
allel plates whose interplate space is usually arbitrarily assigned a fixed value, In tissues subject to variation of thickness
between samples, fixed gaps could result in different compressions, compromising the comparison among them. We per-
formed an experimental study to determine whether different compressions can lead to different results in measurements
of dynamic viscosity (DV) of vocal fold samples.

Methods: We measured the DV of vocal fold samples of 10 larynges of cadavers under 3 different compression ievels,
corresponding to 0.2, 0.5, and 10 N on an 8-mm-diameter parallel-plate rheometer,

Results: The DV directly varied with compression. We observed statisiically significant diff2rences between the results
of 0.2 and 10 N (p = 0.0396) and 0.5 and 10 N (p=0.0442),

Conclusions: The study demonstrated that the level of compression influences the DV measure and suggests that a de-
fined compression level should be used in rheometric studies of biological tissues.

Key Words: larynx, rheology. rheometer, viscosity, vocal fold.

INTRODUCTION ometer, as shown in Fig 1. The moving plate (supe-
rior) applies a controlled torsion force, and the me-
chanical response of the material to this perturbation
is recorded. The dynamic viscosity (DV) is a mea-
sure of the resistance of the material to the deforma-
tion applied to it. It is expressed by the ratio between
the applied stress and the shear rate or velocity gra-
dient (Fig 1).

Poor vocal fold mucosa vibration leading to poor
vocal quality represents a major challenge in laryn-
gology.! Tt is usually the result of lamina propria dis-
orders (cysts, sulcus) or adherence to the vocal liga-
ment (scar after surgery or trauma). Surgical treat-
ment is based on recovery of the lamina propria, us-
ing implantation of biological or synthetic materials
between the epithelium and the vocal ligament, thus
creating a pad over which the epithelium can more
easily vibrate and produce a better voice quality.2

Many materials can be used for voeal fold im-

plants,? and many factors should be considered in /
such a choice: easy technique,* immunogesicity, A 4 >
risk of migration, reabsorption, cost, and rheologi- F
cal properties.’ > == '7y

The lower the viscosity of the material. the lower i b
its resistance to flow.® It has been demonstrated that h /

the greater the viscosity of the vocal fold mucosa,
the greater the subglottic pressure necessary Lo trig-
ger phonation.” So, the use of less-viscous niaterials
could favor better postoperative results 811

Fig 1. Schematic representation of parallel plates whose

In 4 sr:'mclard rheological experimental study, the main indicative parameters were shear force (F) applied
material is placed between 2 parallel plates in a rhe- over plate area (A}, and gap between plates (h).

From the Disciplina de Otorrinolaringologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (Wiikmann, Tsuji, Sennes), and
the Laboratério de Biofisico-Quimica do Instituto de Ouimica da Universidade de Sdo Paulo (Silva, Aréas), Sdo Paulo, Brazil,
Presented at the XXXIX Brazilian Congress of Otorhinolaryngology, Belo Horizonte, Brazil, April 2, 2008,

Correspondence: Christian Wiikmann, MD, Rua Cristiano Viana, 671 ap 151,05411-001 Siio Paula SP, Brazil.
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For less-deformable systems that do not adjust to
the geometry imposed by plates, the gap between
the plates can be determined in 2 different ways: 1)
by defining a constant gap that best represents the
average of the assayed samples; and 2) by adopt-
ing a defined compression that will result in vari-
able gaps for samples of variable thickness. In the
first case, there may be different resulting values
of normal force (Fn), whereas in the second case,
the approprizte variation of gap will ensure simi-
lar values of Fn. The use of interplate spacing con-
ditions that generate the same value of Fn ensures
that the same conditions of compression are being
imposed on different samples, even when the thick-
nesses are discrepant. When we study materials of
variable thickness using the same gap, we are sub-
mitting the different samples to different levels of
compression, resulting in different conditions of in-
ternal tension, which can influence the measured
viscosity and thus lead to a misleading comparison
between the samples.

To our knowledge, there are no articles in the lit-
erature that address rheology in laryngology studies
that have used controlled spacing for compression.
The purpose of the present study was to examine the
variability of the DV of vocal fold mucosa submit-
ted to different compressions.

MATERIALS AND METHODS

Samples werce acquired from the Department of
Pathology of the University of Sio Paulo, after ap-
proval of the iniernal Research Ethics Committee.
Larynges from 10 cadavers (5 male and 5 female,
ages ranging from 34 to 87 years) were removed
within 18 hours after death and placed in cold saline
solution to be transported to the dissection labora-
l()]'y.

The mucosa of both vocal folds (epithelium and
superficial layer of lamina propria) was removed by
a microsurgical technique under a surgical micro-
scopic view (25% magnification). We excluded la-
rynges that presented any observable lesion. After
removal, the mucosa was placed in cold sterile sa
line solution to await the measurements, which were
made on the same day.

We used rheemeter Physica MCR 300 (Paar
Physica, Stuttgart, Germany) with 8-mm parallel
plates. We performed frequency screenings from 0.1
to 2 Hz, with 0.4% deformation in all samples. We
collected 70 experimental points for each sample,
distributed within the frequency range. The experi-
ments were performed at 37°C, with precision over
0.05°C, through a Peltier system. They were all per-

xvii

Wiikmann et al, Viscoelastic Properiies of Vocal Folds

formed within the lincar viscoelastic region of the
sample, as defined by previous experiments we per-
formed (data not shown) of strain amplitude sweep.

In each measurement, we used the product of dis-
section of the two vocal folds in each larynx at the
same lime, so that the whole area of the moving
plate of the rtheometer was in contact with the tissue
— an essential condition for comparing the samples.
Coherent patterns of rheological response, with os-
cillations well within the acceptable experimental
error, were observed, minimizing the possibility of
slippage effects. We placed mineral oil on the border
of the measurement plate to prevent drying of the
sample, which could result in increased DV.

For each sample, we performed 3 measurements,
with gaps defined by 3 different compressions, with
Fn registered as 0.2, 0.5, and 10 N. That has al-
lowed us to assess whether there was variation in
the measurement of DV when the compression was
increased. These compressions were arbitrarily cho-
sen within the limits of the equipment operation, and
corresponded to strain values in the linear viscoelas-
tic region of samples so as to ensure sample integri-
ty. Our previous experiments (data not shown) dem-
onstrated that repeated measurements made within
the linear viscoelastic region did not impair the in-
tegrity of the sample. It must be noted that the com-
pressions were applied in increasing order, ie, from
lower to higher compression values, for cach test-
ed sample. Ideally, the order of compression levels
should have been randomized.

To compare the results of DV of vocal fold sam-
ples undergoing different compressions (0.2, 0.5,
and 10 N), we used an analysis of variance with re-
peated measures. The level of significance adopted
was 5%.

RESULTS

Seventy measurements of DV per compression
per sample were acquired as a function of frequency.
The Table shows the mean DV in specific frequen-
cy interval for each compression, considering the 10
samples. A graphic representation of the mean DV
curves for each compression level can be seen in Fig
2.

The measurements of mean BV weie direetly
proportional to the increase in compression. Mul-
tiple comparisons, independent of frequency range,
indicated that the differences between results at 0.2
and 10 N were statistically significant (p = 0.0396),
as were those between results at 0.5 and 10 N (p =
0.0442). There was no statistically significant differ-
ence between results at 0.2 and 0.5 N (p = 0.9564).
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DYNAMIC VISCOSITY IN SPECIFIC FREQUENCY
INTERVALS FOR EACH COMPRESSION

(TEN SAMPLES)
Frequency 02N 05N 10N
Range (Hz)  Mean  SD  Mean  SD Mean  SD

>0.1-0.2 1026 423 2236 17.62 46451 77243

>0.2-03 497 244 1224 1194 270.12 448.05
>03-04 406 1.82 765 492 17322 305.15
=0.4-0.5 324 146 591 3.10 140.59 24285
>0.5-0.6 246 113 522 377 11435 197.00
>0.6-0.7 2.14 112 444 248 9302 165.63
>0.7-0.8 201 082 416 178 8835 156.79
>0.8-09 1.84 070 344 200 7544 13404
>0.9-1 171 0.65 300 172 6650 119.28
>1-2 150 047 244 1.18 4913 87.82

Data are pascals times seconds.

DISCUSSION

The present study demonstrated that the compres-
sion placed over the vocal fold mucosa by the par-
allel plates of the rheometer influences the quantifi-
cation of the DV. As demonstrated, the greater the
exerted compression, the greater the DV,

In our opinion, this fact is extremely important
when we are measuring shear viscoelastic proper-
ties in irregular biological tissues, such as the vocal
fold mucosa. These tissues present great diversity of
thickness, and if the gap between the plates is fixed,
different samples will probably withstand different
compressions, resulting in misleading comparisons
between them. The use of a gap between the plates
defined by specific compression may minimize this
problem.

Studies have measured the viscoelastic properties
of gels to be injected in the vocal folds 3912 In such
situations, it is possible to perform rheological mea-
surements using fixed gaps, because such materials
have a behavior relatively close to that of fluids. In
such systermns, as the gap is reduced, the compression
of the sample tends to be constant, regardless of the
material quantity, given that it overflows through
the sides of the plates, relieving internal system ten-
sions. The upper plate of the system simply touches
the sample surface without generaling any perpen-
dicular force (En). That does not occur with struc-
tured or rigid solids, in which plate compression
leads to accumulation of internal tensions in the
sample owing to its inability to be accommodated.

To minimize slipping or sliding of the sample
in the measuring plate, minimum compression has
to be necessarily applied to the system. Although
greater compression leads to betier contact and bet-
ter measurement, it also increases the tissue internal
tensions, thus altering the tissue’s characteristics.

1o ——02N
—=—D5N
—&— 10N
100

Dynamic viscosity (Pa - s)

S

1
0102 >0203>0.3.04 >04.05>0506 0607 =0.7.08 »0.609 >0.9.1.0 >1.0-2.0
Frequency range (Hz)

Fig 2. Graphic representation of mean dynamic viscosity
curve for cach compression level. Each spot represents
mean dynamic viscosity of 10 samples along given fre-
quency interval.

So, the optimal condition for measurement will be
the best compromise between these two conditions.

The DV appeared as a decreasing function of fre-
quency in all samples, in an almost linear logarith-
mic scale (Fig 2). This type of response was also
observed in other studies.!-13.14

Analyzing Fig 2, we can observe that the DV
means for different levels of compression of the sam-
ples are different and directly proportional to the ap-
plied compression, even though the results have not
shown a statistically significant difference between
0.2 and 0.5 N. A larger sampie might have shown
this difference, given that DV values vary greatly
among the vocal folds of different larynges.!1?

Factors that explain the heterogeneity of DV be-
tween vocal mucosae of different subjects may in-
clude age, gender, smoking, differences in health
status before death, exposure to irritant factors, and
use of medications.!3.15 It is interesting to point out
that none of the vocal folds included in the present
study had disorders observed under the surgical mi-
croscope.

Small-diameter rheometer plates (8 mm) were
used, so that the mucosa of both vocal folds of the
same cadaver was enough to fill the whole area of
the plate.

In the present study, we used fresh samples of vo-
cal folds no more than 18 hours after death, as it is
established that the viscoelastic properties of vocal
fold mucosa are maintained unaltered for up to 24
hours after death,'® thus preventing the possible ef-
fects that freezing could cause.

As seen in Fig 2, DV is a function of the frequen-
cy of oscillation. In this study, we used frequency
screening between 0.1 and 2 Hz, which is a much
narrower range than that of vocal fold vibration dur-
ing human phonation (150 to 250 Hz). This is a limi-
tation of the method used. At 3 Hz, inertial effects!?

xviii
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and wall-slipping® of the sample become significant,
and the obtained data may not be reliable. In our
study, this phenomenon occurred at much lower fre-
quencies than in similar studies,!* in which inertia
became significant at 15 Hz. Different experimen-
tal conditions employed, such as plate dimensions,
might account for differences in inertial effects.
However, there are studies in the literature, in which
a time-temperature superposition effect was used,
that suggest the maintenance of the linear behavior
of these systems in frequencies of the human phona-
tion region, even though it is necessary to validate

Wiikmann et al, Viscoelastic Properties of Vocal Folds

the application of time-temperature superposition to
complex systems such as biological tissues.17-19

CONCLUSIONS

The present study demonstrated that the compres-
sion exerted on the vocal fold mucosa by the paral-
lel plates of a rheometer may influence the quanti-
fication of its DV. This fact should be considered
in studics on the viscoelastic properties of human
tissues. Use of gap values defined by the level of
compression of the plates on the sample is therefore
recommended.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To compare the dynamic viscosity of superficial layer of temporalis
fascia with that of other biological tissues traditionally used for vocal fold implants
to treat vocal fold rigidity.

STUDY DESIGN: Experimental.

METHOD: Measurement of dynamic viscosity of samples of superficial layer of
temporalis fascia, deep layer of temporalis fascia and abdominal fat of 12 cadavers.
RESULTS: Dynamic viscosity values of the different samples were presented in the
following increasing order: superficial layer of temporalis fascia, deep layer of
temporalis fascia and abdominal fat. There was statistical difference between the
samples.

CONCLUSION: Dynamic viscosity of superficial layer of temporalis fascia is lower

than of other tissues tested.

KEY WORDS: Larynx, vocal fold, rheology, viscosity, rheometer, temporalis fascia,

abdominal fat.
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INTRODUCTION

Rigidity of vocal fold mucosa may lead to poor vocal quality and represents a
major challenge for laryngology.’ Surgical management tries to recover the lamina
propria through grafting of biological or synthetic material so as to create a pad over
which the epithelium may easily vibrate and, thus, produce voice of better quality.®
The viscosity of a given material may be grossly defined as its resistance to flow.
The lower the viscosity of vocal fold mucosa, the lower the subglottic pressure
required to start phonation.* Thus, the use of less viscous materials as grafts may
favor postoperative outcomes.

In our country, superficial layer of temporalis fascia (SLTF) has been used to
treat vocal fold rigidity, with promising results.> The purpose of the present study
was to assess dynamic viscosity of SLTF comparing it to other biological tissues
traditionally used as vocal fold implants: deep layer of temporalis fascia (DLTF) and

abdominal fat.

MATERIAL AND METHODS

Samples were collected from the Department of Pathology of the University
of Sdo Paulo, after approval of the Internal Research Ethics Committee. Samples
from 12 cadavers (five men and seven women, aged 49 to 87 years) were collected
within 18 hours after death and placed in cold saline solution (approximately 4° C)
for transportation.

The following fragments were removed from each cadaver: SLTF fragment
(defined as fibrous tissue located between the dermis and deep temporalis fascia)

measuring approximately one centimeter in diameter, and 2 cm posteriorly from the
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external auditory canal; fragment of DLTF (fibrous layer more organized than STF
and easily differentiated from it, immediately superficial to the temporalis muscle),
measuring approximately one centimeter in diameter and 2 cm posteriorly from the
external auditory canal; and fragment of abdominal fat (superficial layer), measuring
approximately one centimeter in diameter and approximately one millimeter thick,
through median incision made 2cm above the umbilical scar. Samples were collected
and their viscosity was measured on the same day, dispensing freezing.

The parameter measured in each sample was dynamic viscosity (DV), which
may be defined as measurement of internal friction of a given material during
deformation and it is related with the resistance to flow of the material. DV is one of
the most widely used parameters to study viscoelastic properties of biological tissues,
and the one that has the greatest clinical correlation.

DV was obtained using rheometer Physica MCR 300 (Paar Physica, Stuttgart,
Germany), with parallel 8 mm-plates. We used frequency scanning of 0.01 to 2Hz, at
0.4% of deformation in all samples. One hundred measurements of each sample were
distributed within the frequency range. The experiment was carried out at 37° C, with
precision over 0.05° C through a Peltier system.

Experiments were performed within the linear viscoelastic region of the
sample, as defined by previous experiments of amplitude scanning that we have
performed (data not shown).

The material was placed between two parallel plates of the rheometer, and the
lower plate was fixed whereas the upper one was mobile and connected to the device
central axis. The mobile plate received a torsion force controlled by sinusoidal

oscillation method that controlled the conditions of amplitude and frequency of
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applied sinusoidal wave. The response of the material to the applied deformation was
measured and provided the dynamic viscosity of the material.

Tissue samples were placed so that the whole area of the mobile plate would
be in contact with the tissue, an essential condition for the comparison between the
samples. We placed mineral oil on the rims of the measurement plates to avoid
drying of the sample, which could have led to increase in DV. The gap between the
parallel plates was defined by the compression to which the sample was submitted
(0.5N) and was controlled by the rheometer.

To compare the results of DV between the different tissues, we used the
analysis of variance (ANOVA) with repeated measurements. The significance level

we adopted was 5%.

RESULTS

We performed about one hundred measurements in each sample. Table |
shows mean DV for each type of tissue within specific frequency intervals. Graphic
representations of mean DV curves for each type of tissue in specific frequency
intervals are shown in Figure 1.

The DV of the different samples in increasing order was: SLTF, DLTF and
abdominal fat. Multiple comparisons, regardless of the frequency intervals, indicated

that the difference in DV between the samples was statistically significant (Table I1).

DISCUSSION

There is a great variety of materials that can be used for injections and

implants in the vocal folds. Many factors may be considered when we choose a
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material:®’

technical facility to use the material, low risk of immunogenicity, low
probability of poor positioning, low absorption of material throughout time, low cost,
and above all, having the material of a certain quality, which enables good mobility
of the epithelium, which ultimately depends on DV.

Thus, low viscosity materials are desirable. Therefore SLTF, which has lower
viscosity than other traditionally used autologous tissues for vocal fold implant, may
be a promising material to be used in this type of procedure. Moreover, as it may be
obtained from the patient, STF does not have the risk of causing foreign body
reactions or immunomediated reactions, it has low cost it is and easy to be obtained.

DV has a decreasing function with frequency in all samples, almost linearly
to a logarithmic scale (Figure 1). This type of response has been obtained in other
studies that measured viscoelastic properties of biological materials.

The use of gap between the parallel plates controlled by compression of
sample represents an innovation in rheometer studies related with implantable
materials in laryngology. In articles reviewed by the authors, fixed gaps were used.
However, biological tissue samples have heterogeneous thickness. The use of the
same gap to different samples could result in different levels of compression made by
the plates over the samples. A previous study carried out by the authors with vocal
folds showed that the same sample, when submitted to different compression levels,
may have different DV measurements.® Thus, we decided to use gap between the
plates defined by compression of 0.5N. This levels of compression was chosen
because it was the lower compression that allowed acceptable contact of the sample

to the plates and produced regular patterns of response. Nevertheless, we do not
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know what is the compression level to which a vocal fold implant is submitted in
clinical conditions.

In the present study, we used fresh tissue samples collected within 18 hours
after death, and avoided modifications that could have been caused by freezing.®

As we can see in Figure 1, DV is a function of oscillation frequency. In this
study, we used frequency scanning between 0.01 and 2 Hz, which is a smaller range
than regular vocal mucosa vibration during human phonation (150-250 Hz).
However, this is a limitation of the used method. As of 3 Hz, inertial effects’ and
wall-slipping™ become significant, and the validity of obtained data may be
questioned. In our study, this phenomenon occurred in lower frequencies than in
similar studies’ , in which inertia became significant as of 15Hz, possibly because we
used smaller diameter plates.>*> However, the literature has shown that low
frequency data obtained from vocal fold rheological studies may be extrapolated to
phonation frequencies.!%****

The comparison of values of viscosity measured in this study with other
studies previously performed is hindered by the methodological difference (the
present study used gap between the parallel plates controlled by compression as
opposed to the use of fixed gap in others), as already mentioned.

The use of SLTF as laryngeal implantable material is a promising technique,
taking into account the low DV of the material when compared to other traditionally
used tissues for these procedures. Further clinical and experimental studies should be
performed to assess other parameters such as facility of use, reabsorption potential

and vocal quality outcomes.
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CONCLUSION
Superficial layer of temporalis fascia presents lower dynamic viscosity than

that of deep layer of temporalis fascia and abdominal fat.
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SLTF SLTF DLTF DLTF FAT FAT
M SD M SD M SD
(Pa.s) (Pa.s) (Pa.s) (Pa.s) (Pa.s) (Pa.s)
Frequency
range
(H2)
0.01-0.02 59.355 21.825 141.146  62.475 287.129 111451

>0.02-0.03 31.134 14.457 77.548 33.330 164.032  64.538
>0.03-0.04 19.224 7.9 54.276 20.92 117.544  41.053
>0.04-0.05 14.998 7.958 41.333 16.49 79.112 31.607
>0.05-0.06 11.335 5.278 30.73 9.237 60.813 20.576
>0.06-0.07 11.124 5.247 29.893 20.954 48.567 16.49
>0.07-0.08 9.667 4.373 28.87 18.118 39.739 12.178
>0.08-0.09 8.297 4.441 21.021 10.611 35.704 15.716
>0.09-0.1 6.820 3.9 14.912 5.688 27.888 11.211
>0.1-0.2 4.775 2.418 14.065 6.249 20.591 6.324
>0.2-0.3 3.246 1.587 8.242 3.533 11.568 4.367
>0.3-0.4 2.743 1.114 6.939 2.846 8.067 2.58
>0.4-0.5 1.984 0.93 5.677 2.635 6.861 2.404
>0.5-0.6 1.829 0.637 4.315 1.498 6.006 1.639
>0.6-0.7 1.729 0.405 4.021 1.638 5.307 1.553
>0.7-0.8 1.624 0.530 3.699 1.625 4.481 1.341

>0.8-0.9 1.524 0.521 3.25 1.655 4.107 1.364
>0.9-1 1.364 0.436 3.117 1.414 3.678 0.9
>1-2 1.220 0.300 2.517 0.092 2.914 0.688

Table I: Mean dynamic viscosity of each type of tissue when considered within
each frequency range (12 samples). SLTF = Superficial Layer of
Temporalis Fascia; DLTF = Deep Layer of Temporalis Fascia; FAT =
Abdominal Fat; M = Mean; SD = Standard Deviation.
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Comparison p

SLTF XDLTF 0.0025
SLTF X FAT <0.0001
DLTF X FAT 0.0006
Table Il: Results of the statistical analysis of multiple comparisons between

dynamic viscosity of different tissues, regardless of frequency interval.
SLTF = Superficial Layer of Temporalis Fascia; DLTF = Deep Layer

of Temporalis Fascia; FAT = Abdominal Fat; p = p-value
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Figure 1: Mean dynamic viscosity (DV) curve for each type of tissue, when
considered within the frequency range. Each spot represents mean DV of
12 samples along a given frequency interval. The axis of dynamic

viscosity is shown in logarithmic scale.

xli



INTRODUCAO




Introducdo 2

A rigidez da mucosa das pregas vocais causa 0 comprometimento de sua
vibracdo e leva a uma qualidade vocal pobre; assim, representa um grande desafio na
area da laringologia (Thibeault et al., 2002). Incide geralmente em decorréncia de
cicatrizacdo desfavoravel apos cirurgias e traumas, e em associacdo com alteracfes

estruturais minimas de cobertura (cistos, sulcos, bolsas).

A rigidez da mucosa vocal geralmente denota uma alteracdo da lamina
prépria (espago de Reinke) ou mesmo aderéncia do epitélio vocal ao ligamento vocal
(Tsunoda et al., 1999). O tratamento cirdrgico tenta recuperar a ldamina propria, com
enxerto de materiais bioldgicos ou sintéticos de modo a “criar um coxim” sobre o
qual o epitélio possa vibrar facilmente e, desta maneira, produzir uma voz de melhor

qualidade (Tsunoda et al., 1999; Damrose, Berke, 2003).

Diversos materiais tém sido utilizados como enxertos, desde materiais
bioldgicos autélogos como gordura abdominal (Brandenburg et al., 1996), fascia
temporal (Tsunoda et al., 1999), fascia lata (Rhikanen, 1998) e, combina¢fes das
anteriores (Hsiung et al., 2004), até materiais sintéticos como teflon (Tsunoda et al.
(1999), colageno (Damrose, Berke, 2003) e diferentes materiais derivados do acido

hialurdnico (Hertegard et al., 2002).

Quanto menor for a viscosidade de um material, menor sera sua resisténcia ao

fluir. Quanto mais baixa for a viscosidade da mucosa da prega vocal, menor devera



Introducdo 3

ser a pressdo subgldtica necessaria para dar inicio a fonagdo (Titze, 1988). Desse
modo, quanto mais baixa for a viscosidade de um material, mais adequado para ser
implantado em prega vocal. Assim, as propriedades viscoelasticas de diversos
materiais implantaveis em pregas vocais sejam biologicos (Chan, Titze, 1998) ou
sintéticos (Chan, Titze, 1998, 1999; Kriesel,2002; Hertegard et al., 2003; Dahlqvist

et al., 2004; Klemuk, Titze, 2004; Hansen et al., 2005) vém sendo estudados.

Recentemente a camada superficial da fascia temporal (CSFT) tem sido
utilizada em implantes de pregas vocais para o tratamento de rigidez de prega vocal,

mostrando resultados promissores (Costa et al., 2008).
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O objetivo deste estudo € avaliar a viscosidade dindmica da CSFT em
comparagdo com outros tecidos biologicos tradicionalmente utilizados em implantes

de pregas vocais: camada profunda da fascia temporal (CPFT) e gordura abdominal.
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Finkelhor et al., em 1987, demonstram, em laringes excisadas, que pregas
vocais mais hidratadas (com viscosidade mais baixa) apresentam maior amplitude

oscilatoria.

Titze, em 1988, demonstra analiticamente que a pressao de limiar fonatério,
definida como a pressdo subglética minima necessaria para produzir oscilagdo de

prega vocal, varia diretamente com a viscosidade da mucosa da prega vocal.

Desde entdo, varios estudos que permitem avaliar propriedades viscoelasticas

de pregas vocais e de materiais implantaveis em pregas vocais sao realizados.

3.1 Estudos de viscosidade de pregas vocais normais

Chan e Titze, em 1999, estudam propriedades reoldgicas de 15 amostras de
mucosa de pregas vocais de cadaveres. Utilizam redmetro de placas paralelas com
20mm de didmetro e com espagcamento fixo de 0,3mm; 0,25mm ou 0,2mm,
arbitrariamente. Observam estabilidade no mddulo eléstico. Ressaltam diferencas de
até uma ordem de grandeza entre as diferentes amostras, atribuindo-as as diferencas

entre idade e sexo. Neste estudo os autores ndo apresentam tratamento estatistico.
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Chan et al., em 2001, estudam a influéncia do é&cido hialurénico nas
propriedades biomecéanicas da mucosa de pregas vocais. Comparam a viscosidade
dessa mucosa antes e depois do tratamento com hialuronidase. Ndo descrevem
detalhadamente o método. Observam que a viscosidade aumenta em 70% em mucosa
de pregas vocais apds o tratamento com hialuronidase, inclusive com diferenca
estatisticamente significante. Sugerem que o &cido hialurénico possui papel

fundamental na biomecanica da mucosa de prega vocal.

3.2 Estudos de viscosidade de pregas vocais alteradas

Chan e Tayama, em 2002, estudam propriedades biomecanicas da mucosa de
pregas vocais de cdes submetidas a diferentes graus de hidratacdo. As amostras sdo
imersas, sequencialmente, em solucdo de Krebs-Ringer (isotbnica), sucrose a 25%
(hiperténica-desidratacdo) e agua destilada (hipoténica - reidratacdo). MedicGes
reoldgicas sdo feitas com redbmetro de placas paralelas com 20mm de diametro e
espacamentos variaveis (0,3mm para isotdnica; 0,2mm para hiperténica e 0,25mm
para hipotdnica). Observam que a viscosidade das amostras em solucdo hipertdnica
foi maior, seguida da viscosidade das amostras em solucao hipot6nica e das amostras
em solucdo isotbnica. Postulam que a reidratacdo ndo ocorreu de forma completa

apos o tratamento com a solucdo hipotonica.

Thibeault et al., em 2002, estudam o efeito da cicatrizagdo em propriedades
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biomecanicas da mucosa de pregas vocais de coelhos. Realizam biopsia de prega
vocal direita (sem especificar a profundidade), deixando a prega vocal esquerda
intacta. Sacrificam os animais com 60 dias de pos-operatério. Comparam a
viscosidade da mucosa de pregas vocais operadas com a viscosidade das nao
operadas. Usam redmetro de placas paralelas com 20mm de didmetro com
espacamento de 0,2mm. Observam que pregas vocais operadas apresentam
viscosidade mais alta que as ndo operadas, com diferenca estatisticamente

significante.

Kriesel et al., em 2002, estudam efeito da injecdo de coladgeno na viscosidade
de pregas vocais previamente lesadas. Realizam lesdo em ambas as pregas vocais de
20 coelhos. Ap6s 10 semanas, realizam injecdo de coldgeno em uma das pregas em
10 amimais e de soro fisioldgico em uma das pregas de outros 10 animais. Coletam a
mucosa das pregas vocais apds 10 semanas. Usam redmetro de placas paralelas sem
citar o tamanho do didmetro e com espacamento de 0,3mm. Comparam a viscosidade
da mucosa de pregas vocais de animais dos grupos seguintes: injecdo de colageno;
injecdo de soro fisiolégico; e, ndo injetada. Observam grande variabilidade entre
amostras e ndo observam diferenca estatisticamente significante em relacdo a
viscosidade. Sugerem que o colageno seja melhor para medializar do que para

restaurar propriedades viscoelasticas de mucosa vocal.

Rousseau et al., em 2003, avaliam a viscosidade da mucosa de pregas vocais
apos tratamento cirtrgico. Seis cdes sdo submetidos a decorticacdo total de uma
prega vocal. A outra é utilizada como controle. Trés cdes sdo sacrificados com dois
meses de pds-operatorio e trés sdo sacrificados com seis meses de pos-operatorio.

Somente a metade posterior de cada prega vocal é utilizada para medicdes



Revisdo de Literatura 10

reoldgicas. Utilizam redmetro de placas paralelas com 7,9mm de didmetro e 1mm de
espacamento, com alcance de frequéncia de 0,016Hz a 48Hz. Encontram tendéncia a
aumento da viscosidade nas amostras de pregas operadas, mas sem obter diferenca

estatisticamente significante entre os grupos.

Hansen et al., em 2005, estudam a viscosidade de pregas vocais submetidas a
injecdo com compostos de acido hialurdnico imediatamente ap6s a lesdo da prega
vocal de coelhos. Provocam lesdo (ndo especificada) em ambas as pregas vocais:
uma € injetada com &cido hialurénico no sitio da lesdo; e, a outra € injetada com soro
fisiologico. As medicBes reoldgicas sdo realizadas trés semanas apds a cirurgia. E
utilizado redmetro de placas paralelas com 30mm de didmetro e espacamento
controlado por pressdo (embora sem especificar qual grandeza). Observam que as
pregas vocais tratadas com compostos de &cido hialurénico apresentam viscosidades

mais baixas, com diferenca estatisticamente significante.

Hertegard et al., em 2006, avaliam efeito de injecdo de células tronco
mesenguimais humanas (CTMH) em cicatrizacdo de pregas vocais. Provocam lesdo
em pregas vocais e injetam CTMH ou solucéo fisioldgica no sitio da lesdo. Utilizam
pregas vocais ndo lesadas como controle. Ap6s quatro semanas, realizam medicdes
reoldgicas na mucosa das pregas vocais (com porcdes de musculo tireoaritendide) de
coelhos, com redmetro de placas paralelas de 8mm de didmetro, com espacamento de
0,5mm. Observam que ambos o0s grupos de pregas vocais operadas apresentaram-se
com viscosidade mais alta que o grupo controle, com diferenca estatisticamente
significante. O grupo tratado com CTMH apresenta viscosidade mais baixa que o
grupo injetado com solucdo fisioldgica, mas sem diferenca estatisticamente

significante.
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Cedervall et al., em 2007, avaliam efeito de injecdo de células tronco
embrionarias (CTE) humanas em cicatrizacao de pregas vocais de coelhos. Provocam
lesdo em pregas vocais e injetam CTE ou solucdo fisioldgica no sitio da les&o.
Utilizam pregas vocais ndo lesadas como controle. Apos quatro semanas, realizam
medigdes reoldgicas na mucosa das pregas vocais (com porcGes de masculo
tireoaritenoide), com redmetro de placas paralelas de 8mm de diametro, com
espacamento de 0,5mm. Observam que o fato de a amostra ndo preencher toda a
superficie da placa poderia gerar imprecisdes no valor absoluto das medicdes.
Observam que o grupo tratado com CTE apresenta viscosidade mais baixa que o

grupo injetado com solucao fisiologica, com diferenca estatisticamente significante.

3.3 Viscosidade de materiais implantaveis em pregas vocais

Chan e Titze, em 1998, utilizam o reémetro de placas paralelas para comparar
a viscosidade de diversos materiais implantaveis (teflon, colageno - 0,0075% GAX e
Zyderm, suspensdo de Gelfoam, gordura abdominal - processada sem tecido fibroso)
em pregas vocais, e utilizam a mucosa vocal de cadaveres como controle. Utilizam
placa paralela de 20mm de didmetro, com espacamento fixo de 0,3mm e intervalo de
freqiiéncia de 0,01Hz a 15Hz. A ordem crescente do valor da viscosidades é: prega
vocais, gordura abdominal, coldgeno implantavel, gelfoam e teflon. N&o é utilizado

método de comparacédo estatistico. Os autores sugerem que, por meio do parametro
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viscosidade, a gordura abdominal pode ser considerada mais adequada para

implantacdo em pregas vocais.

Chan e Titze, em 1999, estudam propriedades reoldgicas de solugdes de acido
hialurénico em varias concentragdes. Utilizam redmetro de placas paralelas com
20mm de didmetro e 0,3mm de espagamento. Os autores comparam 0s resultados
alcancados com controles histéricos de teflon, gelfoam, colagenos injetaveis, gordura
abdominal e mucosa de pregas vocais de cadaveres. Ndo apresentam comparagao
estatistica. Observam que as soluc¢des de &cido hialurénico apresentam viscosidade
mais baixa, inclusive que as mucosas vocais. Sugerem que, do ponto de visto da

biomecanica, sdo materiais mais indicados para implantacdo em pregas vocais.

Hertegard et al., em 2003, estudam viscosidade de pregas vocais de coelhos
que receberam injecdo de acido hialurénico, colageno e teflon comparadas as pregas
ndo injetadas. Sacrificam os animais logo apds o procedimento. Usam redmetro de
placas paralelas com placa de 15mm de diametro e espacamento de 0,5mm.
Dissecam parte do musculo tireoaritendide junto com a mucosa vocal. Observam que
a viscosidade das pregas injetadas com acido hilurénico apresenta-se bem proxima a
viscosidade das pregas vocais ndo injetadas. A viscosidade da pregas vocais injetadas
com colageno e teflon apresenta-se mais elevada em relacdo a das pregas nao
injetadas, e a viscosidade mais elevada é observada nas pregas injetadas com teflon.

N&o apresentam tratamento estatistico dos resultados.

Klemuk e Titze, em 2004, comparam propriedades viscoelasticas de trés
materiais implantaveis em pregas vocais: Zyderm Il, composto de colageno, e

Cymetra, gel de &cido hialurénico. Utilizam o reémetro de placas paralelas de 30mm
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de didmetro e espacamento de 0,2mm. Observam que a viscosidade do gel de acido

hialurdnico é mais baixa que a dos compostos de colageno.

Dalhqvist et al., em 2004, comparam a viscosidade de pregas vocais de
coelhos (incluindo o masculo TA) injetadas com diferentes compostos, seis meses
ap6s a injecdo. Utilizam compostos de 4&cido hialurénico (hylan B gel e
dextranomeros em hialunonan-DHIA), colageno e teflon. Utilizam o reémetro de
placas paralelas de 15mm de didmetro, mas ndo especificam o0 espagamento.
Observam que a viscosidade das pregas injetadas com compostos de acido
hialurénico apresenta viscosidade préxima a de pregas vocais nao injetadas. Pregas
injetadas com teflon apresentam as viscosidades mais altas, seguidas aquelas
injetadas com colageno. Nao foi apresentada a andlise estatistica dos resultados. O
padrdo da diferenca da viscosidade entre 0os materiais injetaveis, quando as medicGes
sdo feitas apOs a injecdo, segue o mesmo padrdo das diferencas no valor da

viscosidade quando as medicdes sdo feitas diretamente nas substancias injetaveis.

Caton et al., em 2007, comparam a Vviscosidade de cinco materiais
comumente utilizados em injecdo nas pregas vocais: Cymetra (derivado de
colageno), Radiesse (derivado de hidroxiapatita), Restilane, Hylaform e Carbylan-
GSX 5%. Os ultimos trés sdo compostos de acido hialurénico. Utilizam o rebmetro
de placas paralelas com 45mm de diametro e 0,25mm de espacamento. Observam
que 6 valor da viscosidade € crescente para 0s materiais injetados nessa ordem:
Carbylan-GSX 5%, Hylaform, Restilane, Radiesse e Cymetra. Ndo apresentam

analise estatistica.
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3.4 Sobre o método de medigdo de propriedades viscoelasticas em pregas vocais

e materiais implantaveis

Uma das criticas sobre as medicdes das propriedades reologicas de pregas
vocais e de materiais implantaveis em laringe é que tais medi¢cdes sdo comumente
realizadas numa faixa de frequéncias muito inferior (tipicamente 0,01-15Hz) aquela
frequéncia fonatdria habitual (>100Hz). Chan e Titze, em 2000, estudam a
possibilidade de extrapolacdo de dados obtidos para freqiiéncias baixas e para
freqliéncias mais altas, baseados em duas teorias viscoelasticas matematicas descritas
no trabalho dos autores. Tais teorias sdo aplicadas a dados historicos sobre as
propriedades viscoelasticas das pregas vocais. Os resultados mostram que as
predicdes tedricas com os dois métodos combinam razoavelmente com os dados
empiricos previamente obtidos, e permitem a descricdo paramétrica desses dados e
sua extrapolacdo para frequéncias de fonagdo. Reconhecem que esse estudo nao
substitui um estudo experimental na escala de frequéncia da fonacdo, que necessita

de avancos tecnoldgicos em reometria.

Chan, em 2001, estuda a possibilidade de extrapolacdo de dados adquiridos
em freqliéncias baixas para freqiiéncias mais altas e utiliza 0 método de sobreposicéo
tempo-temperatura. A STT é uma abordagem hibrida teérico-empirica comumente
utilizada por reologistas para estimar as propriedades viscoelasticas de sistemas
poliméricos em escalas de freqliéncia ndo acessiveis experimentalmente. Apdia-se na
observagdo de que para muitos polimeros, as mudancgas na configuragdo molecular
gue ocorrem em determinada escala de freqiéncia, em temperatura baixa,

correspondem aquelas que ocorrem numa escala de frequéncia menor em
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temperatura alta. Avalia a viscosidade de pregas vocais em diversas temperaturas.
Observa que a viscosidade de pregas vocais em temperaturas baixas e em freqiiéncias
baixas era equivalente & viscosidade de pregas vocais a 37°C em freqiiéncias mais
altas. A partir dai, calcula como seria a viscosidade de pregas vocais em freqliéncias
de fonacdo. Contudo, observa a limitacdo do método, visto que a mucosa da prega
vocal ndo pode ser considerada um sistema polimérico simples. Reconhece que este
estudo ndo substitui um estudo experimental na escala de freqiiéncia da fonacéo, e

que sdo necessarios avangos tecnoldgicos em reometria.

Chan e Titze, em 2003, comparam a viscosidade da mucosa de pregas vocais
de cédes imediatamente ap6s o sacrificio, 24 horas apos o sacrificio, em solugdo salina
em temperatura ambiente, e ap6s 30 dias de congelamento, tanto com congelamento
rdpido (nitrogénio liquido) quanto com congelamento lento (diretamente no
congelador). Os autores ndo especificam o método de medi¢do. Ndo observam
diferenca estatisticamente significante nas medic¢des da viscosidade entre a amostra
fresca imersa em solucdo salina em temperatura ambiente por 24 horas e aquela sob
congelamento rapido. Observam que a viscosidade é mais alta nas amostras

submetidas a congelamento lento, e uma diferenca estatisticamente significante.

Chan, em 2004, avalia as propriedades viscoelasticas de mucosa de pregas
vocais de cdes. Utiliza o rebmetro especialmente preparado para controlar erros
inerciais proprios de reometria de tecidos, o que permite realizar experimentos com
faixas de frequéncia até 50Hz. Utiliza o redmetro de placas paralelas com 7,9mm de
didametro e espacamento de Imm. Compara o0s resultados com os dados prévios de
extrapolacdo (Chan e Titze, 2000; Chan 2001) em experimentos realizados com

freqliéncias baixas (até 15Hz). Os dados sdo bastante similares em ambos 0s
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experimentos, e sugerem que os valores obtidos com reometria em freqiiéncias

baixas podem ser extrapolados para freqtiéncias de fonacdo (>100Hz).



4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 Obtencao das amostras

Foram obtidas amostras de cadaveres do Servico de Verificagdo de Obitos da

Capital, ap6s aprovagdo do estudo na Comissdo de Etica do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, HC-FMUSP (Apéndice)

Foram removidas as seguintes amostras de 12 cadaveres (cinco masculinos e

sete femininos, com idades entre 49 e 87 anos) até 18 horas post mortem e colocadas

em soro fisiolégico frio (cerca de 4°C) para transporte:

Fragmento de CSFT, de aproximadamente 1cm de didmetro, a
aproximadamente 2cm do conduto auditivo externo (CAE);

Fragmento de CPFT, de aproximadamente 1lcm de diametro, a
aproximadamente 2cm do CAE;

Fragmento de gordura abdominal (camada superficial), de
aproximadamente 1cm de didmetro e aproximadamente 1mm de
espessura, por meio de incisdo mediana, a aproximadamente 2cm acima

da cicatriz umbilical.

Os trés diferentes tipos de amostras de tecido foram removidos de cada

cadaver e tiveram as viscosidades medidas no mesmo dia, ndo havendo necessidade

de congelé-las.
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4.2 Medicdes da viscosidade dindmica (VD)

O parametro medido foi a viscosidade dindmica (VD), que pode ser definida
como a medida da friccdo interna de um material durante deformagéo sinusoidal e
esta relacionada com a resisténcia de determinado material ao fluir. A VD é um dos
parametros mais utilizados em estudos de propriedades viscoelasticas de biotecidos e

é medida em pascal por segundo (Pa.s) .

A VD foi medida com no reémetro Paar-Physica MCR 300 (Paar Physica,
Stuttgart, Alemanha), Figura 1, com placas paralelas de oito milimetros de diametro,

Figura 2.

Figura 1 — Redmetro Paar-Physica MCR 300 (Paar Physica, Stuttgart, Alemanha)
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Figura 2 — Representacdo esquematica das placas paralelas, cujos parametros indicativos principais
sdo: F = forca torcional aplicada sobre a area da placa (A); h = espagcamento entre placas;
N, = forca normal.

Os dados foram registrados por meio do software conectado ao proprio do
redmetro, cuja identificacdo € US200/32V 2.50, no programa Windows XP

Profissional.

Foram realizadas varreduras em frequéncias entre 0,01Hz e 2Hz, a 0,4% de
deformacdo em todas as amostras. Foram feitas 100 medic¢Oes para cada amostra,
distribuidas em 19 faixas de freqgiiéncia: entre 0,01Hz e 0,1Hz, em intervalos de

0,01Hz; entre 0,1Hz e 1Hz, em intervalos de 0,1Hz; e, para valores >1Hz e de 2Hz.

O experimento foi realizado em temperatura de 37°C, com precis&o superior a
0,05°C, de acordo com o sistema Peltier. O redmetro estava inserido em camara com
controle de temperatura. Os experimentos foram realizados dentro da regido
viscoelastica linear da amostra, como definido em experimentos prévios de varredura

da amplitude.
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O material foi colocado entre as duas placas paralelas do rebmetro. A placa
inferior era fixa e a superior mével, e conectada ao eixo do equipamento. Aplicou-se
a placa movel uma forca torcional controlada por método rotacional continuo que
controla as condicdes de amplitude e frequéncia da onda senoidal aplicada. A
resisténcia do material a deformacao aplicada foi medida, e forneceu a viscosidade

dindmica (VD) do material.

As amostras de tecido foram colocadas de maneira que toda a area da placa
movel estivesse em contato com o tecido, condi¢do fundamental para que se pudesse
realizar a comparacao entre as amostras. Colocou-se 6leo mineral na borda da placa
de medicdo para evitar o ressecamento da amostra, 0 que poderia resultar em um

aumento da VD da amostra (Figura 3A e 3B).

Realizou-se uma medicao de VD para cada tipo de tecido de cada cadaver. O
espacamento entre as placas paralelas do reémetro foi definido por compressdo a

qual a amostra foi submetida (0,5N).
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Figura 3 — Fragmento de camada superficial de fascia temporal sobre placa fixa do redmetro. A placa
mavel encontra-se suspensa (A); fragmento de camada superficial de fascia temporal entre
as placas do redmetro, ainda sem 6leo mineral (B)
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4.3 Analise estatistica

Foram obtidas 100 medicBes para cada amostra em diferentes faixas de

frequéncia. Esses dados foram tabulados em uma planilha e comparados entre si.

Para comparacdo dos resultados da VD entre os diferentes tecidos utilizou-se

o teste de analise de variancias (ANOVA) com medidas repetidas.

O grau de significancia admitido foi de 5%.



5 RESULTADOS
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Foram realizadas 100 medicBes para cada amostra. A Tabela 1 mostras 0s

resultados das médias das medidas realizadas por faixas de freqiiéncia consideradas.

Tabela 1 — Viscosidade dindmica média para cada tipo de tecido para as diferentes

faixas de frequéncia (12 amostras/faixa).

Intervalo Viscosidade dinamica

de CSFT CPFT GA

e | e DO | i DR | e DM
(Pa.s) (Pas) (Pa.s) (Pas) (Pa.s) (Pas)

0,01-0,02 59,355 21,825 141,146 62,475 287,129 111,451
>0,02-0,03 31,134 14,457 77,548 33,330 164,032 64,538
>0,03-0,04 19,224 7,900 54,276 20,920 117,544 41,053
>0,04-0,05 14,998 7,958 41,333 16,490 79,112 31,607

>0,05-0,06 11,335 5,278 30,73 9,237 60,813 20,576
>0,06-0,07 11,124 5,247 29,893 20,954 48,567 16,490
>0,07-0,08 9,667 4,373 28,870 18,118 39,739 12,178
>0,08-0,09 8,297 4,441 21,021 10,611 35,704 15,716
>0,09-0,1 6,820 3,900 14,912 5,688 27,888 11,211
>0,1-0,2 4,775 2,418 14,065 6,249 20,591 6,324
>0,2-0,3 3,246 1,587 8,242 3,533 11,568 4,367
>0,3-0,4 2,743 1,114 6,939 2,846 8,067 2,580
>0,4-0,5 1,984 0,930 5,677 2,635 6,861 2,404
>0,5-0,6 1,829 0,637 4,315 1,498 6,006 1,639
>0,6-0,7 1,729 0,405 4,021 1,638 5,307 1,553
>0,7-0,8 1,624 0,530 3,699 1,625 4,481 1,341
>0,8-0,9 1,524 0,521 3,250 1,655 4,107 1,364
>0,9-1 1,364 0,436 3,117 1,414 3,678 0,900
>1-2 1,220 0,300 2,517 0,092 2,914 0,688

CSFT = Camada superficial da fascia temporal; CPFT = Camada profunda da fascia temporal; GA = Gordura
abdominal
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A representacdo grafica das curvas de VD media, para cada tipo de tecido,

pode ser vista na Figura 4.

Viscosidade dinamica (Pa.s)
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Figura 4 — Curvas de viscosidade dinamica média (VD)) para cada tipo de tecido, para as diferentes

faixas de frequéncia. Cada ponto representa a média dos valores da viscosidade dinamica
para 12 amostras em cada intervalo de frequéncia. O eixo da viscosidade dindmica esta em
escala logaritmica.

A VD das diferentes amostras apresentou uma ordem crescente: CSFT, CPFT

e gordura abdominal. Foi observada diferenca estatisticamente significante quando

comparados os valores de VD para todos os tecidos analisados (Tabela 2).
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Tabela 2 — Resultados da analise estatistica em comparacdes multiplas entre os
valores da viscosidade dinamica de tecidos diferentes, com relacdo aos

intervalos de frequéncia.

Comparacédo da VD

de dois tecidos

CSFT vs CPFT 0,0025
CSFT vs GA < 0,0001
CPFT vs GA 0,0006

CSFT = Camada Superficial da Fascia Temporal; CPFT = Camada Profunda da Fascia Temporal; GA
= Gordura Abdominal; vs = versus; p = significancia
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O tratamento cirdrgico da rigidez da mucosa vocal tenta recuperar a lamina
propria, com enxerto de materiais bioldgicos ou sintéticos de modo a “criar um
coxim” sobre o qual o epitélio possa vibrar facilmente e, desta maneira, produzir uma

voz de melhor qualidade (Tsunoda et al., 1999; Damrose, Berke, 2003).

Ha uma grande variedade de materiais que podem ser utilizados para injecoes
e implantes em pregas vocais, desde materiais bioldgicos autélogos como gordura
abdominal - Brandenburg et al. (1996); fascia temporal - Tsunoda et al. (1999); fascia
lata - Rhikanen (1998); e, combinacfes das anteriores - Hsiung et al. (2004) até
materiais sintéticos como teflon- Tsunoda et al. (1999); colageno — Damrose e Berke
(2003) e diferentes materiais derivados do acido hialurénico — Hertegard et al.

(2002).

Muitos fatores devem ser considerados quando se escolhe um material (Chan,
Titze, 1998; Hertegard et al., 2003): facilidade técnica no uso; baixo risco de
imunogenicidade; baixa probabilidade de mau posicionamento; baixa reabsorcéo do
material ao longo do tempo; baixo custo; e, principalmente, que o material colocado
seja da qualidade que permita uma boa mobilidade do epitélio, o que depende, em

ultima analise, de sua viscosidade dindmica (VD).

A VD pode ser definida como a medida da friccdo interna de um material

durante deformacdo sinusoidal e estd relacionada a resisténcia de determinado
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material ao fluir. A VD pode ser obtida com a utilizacdo do reébmetro de placas
paralelas, em que a placa inferior é fixa. A placa superior € mével e conectada ao
eixo do equipamento. Aplica-se a placa movel forca torcional controlada por metodo
rotacional continuo que controla as condi¢Ges de amplitude e freqliéncia da onda
senoidal aplicada. A resisténcia do material a deformacédo aplicada ¢ medida por

sensores na placa inferior e a VD do material é calculada.

Como pode ser observado na figura 4, a VD apresentou-se como uma funcgéo
decrescente da freqliéncia para todas as amostras, de maneira aproximadamente
linear na escala logaritmica. Esse tipo de resposta foi observado em outros estudos
nos quais foram medidas as propriedades viscoelasticas de materiais bioldgicos
(Titze, 1988; Chan, Titze, 1998, 1999a, 1999b, 2008; Chan et al., 2001; Chan,
Tayama, 2002; Thibeault et al., 2002; Hertegard et al., 2002, 2003, 2006; Kriesel et
al., 2002; Rosseau et al., 2003; Dahlgvist et al., 2004; Klemuk, Titze, 2004; Hansen

et al., 2005; Cedervall et al., 2007; Caton et al., 2007).

Também pode ser observado na Figura 4, que a VD é uma funcdo da
freqliéncia de oscilacdo. Nesse estudo, utilizamos varredura de freqiiéncias entre
0,01Hz e 2Hz, que é uma faixa muito menor da que ocorre na vibracdo da mucosa
vocal durante a fonacdo humana (150-250Hz). Isso, no entanto, é uma limitagcdo do
método utilizado. A partir de 3Hz, efeitos inerciais (Hertegard et al., 2003) e de
descolamento da amostra (“wall-slipping”) (Chan, Titze, 2000) tornam-se
significantes, e a validade dos dados obtidos pode ndo ser confiavel. Esse fenbmeno
ocorreu em nosso estudo em frequéncias mais baixas do que em estudos similares
(Hertegard et al., 2003), em que a inércia torna-se significante a partir de 15Hz,

possivelmente por termos utilizado placas de diametro menor (8mm) (Chan, Titze,
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1999Db; Titze et al., 2004). No entanto, a literatura demonstra que os dados obtidos
em baixas freqliéncias em estudos reoldgicos de pregas vocais podem ser
extrapolados para as freqliéncias da fonacdo (Chan, Titze, 2000; Chan, 2001; Chan,

2004).

Em se considerando a técnica de medi¢cdo da VD com o redbmetro de placas
paralelas, hd que se notar duas possibilidades de se definir a amplitude de
espacamento entre placas: espagamento fixo arbitrariamente; e espagcamento definido

pela compressao a que a amostra esta submetida.

A utilizacdo de espacamento entre placas paralelas, controlado por
compressdo da amostra, representa uma inovacdo nos estudos de reometria
relacionados a materiais implantaveis em laringologia. Nos artigos revisados pelos
autores, foram utilizados espacamentos fixos, isto €, definidos arbitrariamente (Titze,
1988; Chan, Titze, 1998, 1999a, 1999b, 2008; Chan et al., 2001; Chan, Tayama,
2002; Thibeault et al., 2002; Hertegard et al., 2002, 2003, 2006; Kriesel et al., 2002;
Rosseau et al., 2003; Dahlqvist et al., 2004; Klemuk, Titze, 2004; Hansen et al.,
2005; Cedervall et al., 2007; Caton et al., 2007). Contudo, as amostras de tecidos
bioldgicos possuem espessuras heterogéneas e a utilizacgdo de um mesmo
espacamento para diferentes amostras de tecidos poderia resultar em diferentes niveis

de compressdo exercidos pelas placas sobre a mesma.

Iniciamos nosso trabalho (Wiikmann et al.,, 2009) pesquisando o
comportamento dos tecidos a serem estudados quando submetidos a compressoes
diferentes. Observamos que apresentam medidas de VD diferentes em fungéo da

compressdo. Dessa maneira, optamos por utilizar espacamento entre placas definido
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por compressdo fixa (0,5N). A compressdo de 0,5N foi escolhida por ser a
compressdo minima necessaria para que a amostra se ajuste perfeitamente a placa e
produza uma resposta sem muito ruido (com tracado regular). Porém, ndo se sabe
qual o nivel de compressdo a que um implante de prega vocal é submetido em

condigdes clinicas.

Neste estudo, utilizamos amostras frescas de tecido com até 18 horas post
mortem, evitando-se possiveis alteracdes decorrentes da deterioracdo do material, e

que o congelamento pudesse provocar (Chan, Titze, 2003).

Padronizamos a obtencdo e manipulacdo dos tecidos que foram analisados,
para minimizar os danos e a variabilidade entre as amostras de diferentes cadaveres.
As camadas superficial e profunda da fascia temporal foram cuidadosamente

dissecadas, evitando-se comprimir as amostras.

A gordura abdominal foi obtida com 0 mesmo método que os autores utilizam
para colher gordura abdominal para implantacdo em prega vocal, isto €, remocéao de
pequeno fragmento de gordura da camada superficial, através de pequena incisao,
mantendo pequenas areas de tecido conectivo aderido a amostra, evitando assim a
manipulacdo excessiva do material. Foi demonstrado que os lipdcitos apresentam
maior chance de sobrevivéncia num enxerto livre de gordura, ao se manter bem
estruturados, o que colabora para a diminuicdo da reabsorcdo do enxerto
(Brandenburg et al., 1996). N&o se sabe se processamentos diferentes nas amostras
de gordura abdominal poderiam resultar em medidas de VD diferentes (Chan, Titze,

1998).

A comparacéo dos resultados deste estudo com outros realizados previamente
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pode ficar dificultada por diferencas metodoldgicas observadas. Ha que se notar que,
no presente estudo, a reometria foi feita utilizando-se espacamento entre placas
paralelas controlado por compressdo, em contraposi¢cdo com o espacamento fixo em
outros estudos (Titze, 1988; Chan, Titze, 1998, 1999a, 1999b, 2008; Chan et al.,
2001; Chan, Tayama, 2002; Thibeault et al., 2002; Hertegard et al., 2002, 2003,
2006; Kriesel et al., 2002; Rosseau et al., 2003; Dahlgvist et al., 2004; Klemuk,
Titze, 2004; Hansen et al., 2005; Cedervall et al.,, 2007; Caton et al., 2007).
Dependendo da amplitude do espacamento fixo utilizado e da espessura do tecido
utilizado, poderia resultar uma compressdo maior ou menor na amostra medida,
quando comparada a amostra com compresséo fixa. Essa diferenca na compresséo

poderia influenciar decisivamente o valor da VD medida.

Outra dificuldade encontrada na comparagdo entre estudos foi a grande
variabilidade de resultados de fato observada entre alguns estudos, principalmente os
gue se propunham a quantificar a VD de pregas vocais normais (Chan, Titze, 1999;
Chan, Toyama, 2002; Wiikmann et al., 2009). A diferenca da medigcdo de VD
observada numa mesma freqliéncia pode variar em mais de trés ordens de grandeza

em escala logaritmica.

De maneira geral, no entanto, alguns parametros puderam ser observados.

Thibeault et al., 2002 e Rousseau et al., 2003 produziram les6es em cordas
vocais de animais e observaram que a VD de pregas vocais lesadas apresentou-se

maior que de pregas vocais controles.

Ainda em modelos de animais submetidos a lesdo de pregas vocais, foram

realizados estudos para avaliar se o uso de determinadas substancias poderia
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apresentar melhor prognéstico em termos de VD (isto é, se a utilizacdo de tais
substancias poderia produzir pregas vocais com VD menor), quando comparadas a
pregas vocais lesadas controles. A injecdo de coldgeno ndo se mostrou superior ao
controle (Kriesel et al., 2002), mas a aplicacdo de &cido hialurénico se mostrou
superior ao controle (Hansen et al., 2005). Também tentou-se a utilizacao da biologia
molecular para reestabelecer a VD ap0s a lesdo da prega vocal. A aplicacdo de
células tronco mesenquimais humanas ndo Se mostrou superior ao controle
(Hertegard et al. 2006), contudo a utilizacdo de células tronco embrionarias se

mostrou superior ao controle (Cedervall et al., 2007).

A pesquisa da VD de materiais implantaveis em pregas vocais também foi
objeto de alguns estudos (Chan, Titze, 1998; Chan, Titze, 1999; Hertegard et al.,
2003; Klemuk, Titze, 2004; Dalhqvist et al. 2004; Caton et al., 2007). Seus
resultados apontam para a seguinte ordem crescente de VDs: compostos de &cido
hialurdnico; gordura abdominal; colageno implantavel e compostos; gelfoam; e,
teflon. Por esses achados, os melhores materiais para serem implantados para
recuperacdo da mobilidade das pregas vocais seriam o acido hialurdnico e a gordura
abdominal. Considerando as vantagens de disponibilidade e custos, a gordura

abdominal nos parece ser a melhor opgé&o disponivel.

Nesse estudo observamos que a VD da gordura abdominal foi maior do que a
VD da camada profunda e da camada superficial fascia temporal. Apesar de todos os
problemas decorrentes da comparacdo de estudos com métodos diferentes, podemos
considerar que as camadas da fascia temporal apresentam VD menor que muitos
materiais utilizados para implantes e injecbes em pregas vocais (pois ttm VD

menores que a da gordura abdominal).
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Como ja referimos, o enxerto ideal para restabelecer a vibracdo da mucosa da
prega vocal deve apresentar baixa viscosidade. Nesse estudo, a CSFT, apresentou
viscosidade mais baixa que outros tecidos autélogos tradicionalmente utilizados em
implantes em pregas vocais (CPFT e gordura abdominal) e isso representa uma
possivel vantagem na utilizacdo deste material. No entanto, seria interessante
comparar a VD da CSFT, uma vez que apresentou as menores medidas no nosso

estudo, com a de compostos de acido hialurdnico.

Na comparacdo com materiais sintéticos, outra possivel vantagem da CSFT é
que, por ser obtida do préprio paciente, ndo deve representar risco de reagdo tipo
corpo-estranho ou imunomediada. Além disso, é de baixo custo. Como desvantagem,

pode-se citar a necessidade de incisdo retroauricular para obtencdo do enxerto.

A utilizacdo de CSFT como material implantavel em laringe é uma técnica
promissora, levando-se em conta a VD baixa do material quando comparado com
outros tecidos tradicionalmente utilizados nesses procedimentos. Outros estudos
experimentais e clinicos devem ser realizados para que outros fatores como
facilidade de uso, potencial de reabsorcédo, integracdo do enxerto e resultado em

termos de qualidade vocal sejam avaliados.
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A camada superficial da fascia temporal apresenta medidas de viscosidade

dindmica menores que a camada profunda da fascia temporal e gordura abdominal.
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APROVACAO

A Comisstio de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de

26.01.06, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 1165/05, intitulado:

"Avaliagdo de propriedades viscoeldsticas da camada superficial da
fdscia temporal de caddveres para utilizagdo em implantes de pregas
vocais.” apresentado pelo Departamento de OFTALOMOLOGIA E
OTORRINOLARINGOLOGIA.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdo do

Conselho Nacional de Sadde n® 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra "c*)

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof. Dr. Luiz Ubirajara Sennes

CAPPesq, 26 de Janeiro de 2006.

3 \
Ay Gk
PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO

Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissdio de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de 5as Paulo
Rua Ovidie Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05403 010 - Sdo Paulo - 5P
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-moail : coppesq@henetuspbr / secreteriocappesg®heret usp.bre
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