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Carneiro, C.G. Avaliacéo da deposicdo do colageno apos enxerto de fascia lata e de
gordura na prega vocal de coelho — estudo histomorfométric. [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 89p.

Varios materiais tém sido injetados ou inseridos nas pregas vocais na tentativa de
solucionar a incompeténcia ou insuficiéncia gldtica. Contudo, poucos sdo os estudos
que avaliam o processo cicatricial decorrente da enxertia destes materiais. O objetivo
desta pesquisa foi quantificar e comparar as fibras colagenas no musculo vocal das
laringes dos coelhos que foram submetidos a enxerto unilateral de gordura ou fascia
muscular com a prega vocal contra-lateral, que foi submetida a0 mesmo
procedimento, com excecdo da enxertia. Estudamos 24 coelhos, divididos em dois
grupos com 12 coelhos em cada um. No primeiro grupo, denominado F (Fascia), 0s
coelhos foram submetidos a insercdo de enxerto de fascia lata autéloga na prega
vocal direita. No outro grupo, denominado G (Gordura), os coelhos foram
submetidos a implante de gordura autologa “em bloco” também na prega vocal
direita. Todos os coelhos foram também submetidos ao mesmo procedimento na
prega vocal esquerda, com excecao da colocagdo do enxerto. A prega vocal esquerda,
desta forma, constituiu o “controle” para cada coelho. Metade dos coelhos, de cada
um dos grupos (F e G), foi sacrificada apo6s 90 dias do procedimento cirargico. A
outra metade dos coelhos dos grupos G e F foi sacrificada apds 180 dias do
procedimento cirdrgico. As laringes foram removidas e as pregas vocais, direita e
esquerda, foram preparadas histologicamente. Os cortes corados pelo método da
picrosirius-polarizacdo foram utilizados para a visualizagdo e analise das fibras
coldgenas. O coldgeno foi analisado morfometricamente atraves do método da
Picrossirius-polarizacdo com a utilizacdo do software Image Pro Plus. Houve
aumento do colageno em todos grupos enxertados quando comparados com 0 grupo
controle. A concentracdo do colageno encontrada nos coelhos submetidos a enxerto
de gordura foi significativamente maior quando comparados a concentracdo do
colageno nos coelhos submetidos a enxerto de fascia muscular, tanto com 90 quanto
com 180 dias. A enxertia de gordura e fascia lata na prega vocal de coelho promoveu
maior deposicdo de colageno do que no grupo controle, sendo mais exuberante na
insercdo de gordura.

Palavras-chave: = LARINGE/anatomia &  histologia;  COELHO/cirurgia;
TRANSPLANTE AUTOLOGO/efeitos adversos.



Carneiro, C.G. Avaliacéo da deposicdo do colageno apos enxerto de fascia lata e de
gordura na prega vocal de coelho — estudo histomorfométric. [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 89pp

Several materials have been injected or inserted in the vocal fold, in attempt to solve
glottic insufficiency. Nevertheless, there is just a few papers that evaluates the
inflammatory process resulted from these materials incorporation. The objective of
this study was to quantify and compare the collagen fibers in the vocal muscle of the
larynx from the rabbits in which unilateral fat and muscular fascia were introduced,
to the contralateral vocal fold, in which the same procedure have taken place, except
be the grafting. Twenty four rabbits were used in this study, divided into two groups,
12 rabbits each. In the first group, named F (from Fascia), the rabbits underwent the
insertion of fascia lata into the right vocal fold. In the other group, named G (from
Grease), the rabbits underwent implantation of autologous fat “en bloc” in the right
vocal fold, as well. All rabbits have undergone the same procedure in the left vocal
fold, except for the graft insertion. The left vocal fold, therefore, formed the control
group for each rabbit. Half the rabbits, form each group (F and G), was sacrificed
after 90 days, while the other half was sacrificed after 180 days from the surgical
procedure. The larynxes were removed and the vocal folds, right and left, were
prepared for histology, using the method of picrosirius-polarization for the
coloration. The collagen fibers in the samples were analyzed using a computer
software called Image Pro Plus. An increasing of the collagen was found in all the
groups in which grafts have been placed, when compared to the control group. The
collagen density found in those rabbits which underwent fat insertion was
significantly higher than in those with muscular fascia insertion, for both periods of
90 and 180 days, as well. Fat and muscular fascia insertion in rabbits vocal fold
resulted in a higher collagen deposition, when compared to the control group, being
more abundant when fat was inserted.

Key-words: LARINX/anatomy & histology; RABBIT/surgery; UTOLOGOUS
TRANSPLANT/adverse effects.
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Abstract

Several materials have been implanted into vocal folds as an attempt to solve
glottal incompetence. However, there are a few studies that evaluate the scaring
process resulting from the introduction of these materials. The aim of this study was
to quantify the collagenous fibers formed in response to fascia and fat implantation
rabbit vocal folds.

Twenty four rabbits, divided into four groups, underwent implantation of
muscular fascia or fat into the right vocal fold, while the left one was used as a
control group, in which the very same procedure was accomplished, except for the
graft. The rabbits were sacrificed 90 and 180 days after the surgical procedure.
Picrosirius-polarization method was used for the analysis of the collagenous fibers,
which were quantified using the Image Pro Plus software. An increase of collagen in
all grafted groups was observer, when comparing them to the control group. When
fat was implanted, the collagen concentration appeared to be greater than when fascia
was used, for 90 and 180 days. This study suggests that muscular fascia represents a

better option for vocal fold augmentation than fat.

Key-words: LARINGX/anatomy and histology; RABBIT/surgery; AUTOLOGOUS

TRANSPLANTS/effects.



INTRODUCTION

Glottic incompetence is one cause of dysphonia and can be related to: vocal
fold mobility alterations, scars, atrophies or bowing. Among these causes, the scar or
fibrosis may lead to greatest vocal impact with lack of effective treatments *.

Several synthetic or biological grafts were used in attempt of restoring the
body-covering relationship of the wvocal fold when the lamina propria is

compromised, as Teflon® and Gelfoam® ®®. More recently collagen*®*°

grafts were
also used, however their high cost and reabsorption rates restricted its use.

Autologous grafts as fat and muscular fascia have been showing promising
results and their safety encourage its use’.

There are several studies!*!>16:17:18

about graft distribution, inflammatory
process, type and cellular quantification, however there are few information about
the scaring tissue generated after grafting™.

The objective of this research is to describe, compare and quantify the collagen

deposition due to grafting of muscular fascia and fat into the vocal fold of rabbits,

comparing with the control groups using picrosirius-polarization method.

MATERIAL AND METHODS

Twenty-four white New Zealand male rabbits, healthy, weighing between 2.5
and 3.5kg were used. All rabbits underwent the same micro-surgery in both vocal
folds. Fat was implanted in 12 rabbits (group G), while autologous muscular fascia

graft was used in 12 (group F). The animals were sacrificed at 90 days after the



surgery (groups G1 and F1), and 180 days (groups G2 and F2). The left vocal fold in

each animal was used as a control group for each animal (groups C1 and C2).

The fat graft was harvested from the cervical subcutaneous and the
muscular fascia was harvested from antero-lateral area of the hip. After approaching
the larynx through a longitudinal cervical incision, laringofissure was performed and
the vocal folds were exposed. Using a surgical microscope, an 1.0mm incision
accomplished in superior face up to 0.5mm of the free border of the vocal folds.
Meticulous dissection was performed between the mucous membrane and the muscle
with an elevator, creating a pocket to receive the graft. The 3xImm graft was placed
into the pocket of the right vocal fold. The left vocal fold was not grafted.

After rabbits’ sacrifice, the larynx and the vocal folds were removed. The
medium third of the folds measuring 5x5mm were fastened in formaline 10% and
included in paraffin. Transverse slices were performed with microtome (3um thick).
The histologic sections were stained with Sirius Red and the analysis under light
microscope using optical polarization, and a descriptive analysis of the six groups
was performed, especially on the presence of graft and the collagen distribution in
relationship with the adjacent muscular structure.

Morphometric study was also accomplished and the quantification of the
collagenous fibers made through a digital system of images analysis (Image Pro Plus
4.0 Software), determining the concentration of the collagen fibers.

After gauging of the normal distribution of the data (Kolmogorov-Smirnov

test), the groups were compared between themselves (Wald Wolfowitz Runs test).



RESULTS

Collagen deposited on the vocal folds that received muscular fascia grafts
(Groups F1 and F2) presented a spindle-shape aspect (Figures 1 and 2) while those
which received fat grafts (Groups G1 and G2) presented a net aspect with thick
collagen involving the fat blocks (Figures 3 and 4).

There was an increase of the collagen concentration per area in the grafted
groups when compared with the control groups (p <0.001).

The collagen concentration was most observed in the group G when
compared with the group F during the analysis at 90 days follow-up (p <0.001), and

at 180 days follow-up (p <0.001) (Graphs 1 and 2).

DISCUSSION

The picrosirius-polarization method has contributed significantly to the
identification of the collagenous fibers and to understanding its functions. The
specificity of the method is based on the presence of basic amino-acids into the
collagenous molecules that react strongly with the coloring acid (Sirius-Red)?*%.

When comparing the concentrations of collagen presented in the grafted
groups, it is observed that there was a larger deposition of a peri-graft collagen in
that groups submitted to fat implantation, after three months, as well as after six
months. This fact suggests that the fat is metabolically more active than fascia and

needs to be locally more vascularized'®, stimulating the inflammatory process and

consequently a larger deposition of scar collagen. This collagen is the main
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component of the fibrotic scar tissue, remarkably responsible for the adherence of the
lamina propria layers, and stiffness of the vocal fold. It differs physiologically from
the exogenous collagen®*° originated from the grafting or injection, because it do not
present primary biological adherence action, fixation, contraction and mobilization of
the cicatricial boards®’. On the other hand, the endogenous collagen, produced at the
inflammatory bed by fibroblasts and miofibroblasts, acts as cicatricial cement,
reducing the dead space of the wound through their adherence properties, fixation
and contraction, phenomenon known as scar fibrosis®. Such fibrosis is formed by
Type | (80%) and Type 111 (20%) collagen®. Therefore, this study also suggests that
muscular fascia grafts placed into vocal folds are preferable to fat ones. This can be
justified as fat grafts cause a lower fibrotic reaction, and consequently result in a
better vibratory pattern of the vocal fold, in relation to the scar collagen. However,
the fat and the fascia tissue reologic properties cannot be forgotten. Fat viscosity
characteristics are similar to that human lamina propria superficial layer*, and
therefore it would be a better substitute for a deficient lamina propria.

The presence of an abnormal arrangement of the collagenous fibers
characterizes the development of a scar or fibrosis®. In the present study the
collagenous disarrangement was frequent in the presence of grafts. This alteration
was much more evident in the groups submitted to fat graft, characterized by thick
"in net" collagen involving the fat blocks. In the groups F1 and F2 (fascia graft), the
distribution was fusiform, less dense and parallel to the incision line of the vocal fold
and graft placement. In the control group no alteration of the collagen deposition on

the lamina propria and muscle was found.
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During the vibration of the vocal fold, the longitudinal distribution of the
collagen and the fascia graft should help the mucus-ondulatory movement, which
promotes its displacement as unique and fusiform block. However, the fat pattern,
with multiple blocks wrapped up with a net of collagen with disoriented fibers
(transverse and oblique), can harm the regularity of that movement. Studies
comparing the vocal folds vibratory pattern when implanted with fascia and fat are
warranted to clarify the impact of the inflammatory reaction and collagen in the
mucus-ondulatory movement.

There are several articles in literature that emphasize the resulting
inflammatory process to vocal implantation. Normal phonation happens in agreement
with some parameters as: glotic area without transglotic air flow (Ag0), subglotic
pressure, stiffness of the vocal folds, and coaption between the superior and inferior
part of the borders of the vocal fold®®. Although, factors that change the lamina
propria viscoelastic properties, especially its superficial layer, also notably modify
the vibratory behavior of the vocal fold itself *. In the literature there are some
clinical studies, in patients with alterations of the lamina propria, describing vocal
folds vibratory patterns improvement after fat'® and muscular fascia®® grafting.
Therefore, it is probable that the cicatricial damage in the lamina propria, after the
grafting, has a smaller impact under the mucus-ondulatory movement than the
improvement achieved by glotic closing caused by Ag0 decrease due to the reduction
of the graft.

In histological and reologic study of scar produced in the lamina propria after
surgical manipulation, found that the collagen, with small density and tissue

disorganization causes modification in its reologic properties®. In the present study,
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a larger density of collagen, as well its tissue disorganization was observed in the
grafted groups when compared to the control group. Studies that can compare the
reologic properties of the vocal folds (within normal situation, after a exclusive
surgical manipulation and after surgical manipulation and enxertia), can elucidate the
impact of the distribution pattern of the collagen and the graft on the vocal folds

vibration.

CONCLUSION

The study allows concluding that fat and fascia lata enxertia into the vocal pleat
of rabbit promoted larger deposition of collagen than in the control group, being
more exuberant when fat is inserted. Alteration in the distribution of the collagenic

fibers, after fascia and fat graft, was observed, also more altered in the fat group.
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Table 1. Collagen concentration in the studied groups

Groups

Gl G2 F1 F2

Fold

RVF LVF RVF LVF RVF LVF RVF LVF

Mean 0.363 0.066 0.273 0.061 0.185 0.074 0.174 0.067

Standard deviation  0.021 0.004 0.018 0.001 0.007 0.005 0.007 0.004

RVF Right vocal fold; LVF: Left vocal fold
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Graph 1: Comparison of collagen concentration for groups G1, F1 and Control, after
3 months of the surgery. Higher concentration was observed in the group
grafted with fat (p < 0,001).
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Graph 2: Comparison of collagen concentration for groups G1, F1 and Control, after

6 months of the surgery. Higher concentration was observed in the group

grafted with fat (p < 0,001).
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Graph 3: Comparison of collagen concentration at 3 months and 6 months of the

surgery, showing that no significant statistical alteration in the groups was
observed (p<0,001).
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1 INTRODUCAO

Uma das alteracBes mais complexas que acometem as pregas vocais € a
incompeténcia ou insuficiéncia glética. Pode ser causada por alteragdes de
mobilidade, fibroses, atrofias ou arqueamento das pregas vocais, e pode levar, entre
outras situagcdes como aspiracdo e tosse pouco efetiva, a graus variados de disfonia
(Benninger et al., 1994). Entre as causas citadas, a cicatriz ou fibrose talvez seja a
que mais se caracteriza pelo impacto social negativo e pela caréncia de tratamentos

efetivos (Kriesel et al., 2002).

A partir do inicio do século 20, surgiram varios procedimentos cirdrgicos
para a reabilitacdo da competéncia aerodinamica e valvular da glote, por meio da
injecdo de substancias heterélogas no espago paragldtico (Zeitels, 2003). O primeiro
material a ser usado foi a parafina, que seria brevemente abandonada em virtude das

reacdes de corpo estranho.

O procedimento foi deixado de lado até que Arnold (1962), na década de 60,
retomou a técnica ao injetar Teflon®. Os resultados iniciais foram extremamente
animadores, porém as reacdes de corpo estranho, fibrose, formacéo de granuloma e a
possibilidade de extrusdo inviabilizaram a manutencdo do procedimento. Outro

material heterlogo usado é o Gelfoam® e que pela sua longevidade limitada, tem seu
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uso restrito em tratamentos definitivos (Schramm et al., 1978). Os implantes

bioldgicos, desta maneira, obtiveram seu espaco..

Segundo Ford et al. (1992), o coladgeno bovino, por ser histologicamente
similar a camada profunda da lamina propria, permitiria melhor integracdo com o
hospedeiro. Estudos ainda mais recentes propdem o uso do colageno humano. As
vantagens principais seriam durabilidade maior e a eliminacdo do risco de resposta
imunologica. Inicialmente Ford et al. (1995) e posteriormente Remacle et al. (1999)
utilizaram o colageno autdlogo, ou seja, retirado do mesmo individuo a ser
implantado, enquanto Courey (2001) utilizou o colageno homologo proveniente da
pele de cadaveres. Os custos elevados e a falta de aprovacdo pelo 6rgao de saude

americano — Food and Drug Administration (FDA) - ainda ndo estimularam seu uso.

Outros enxertos autodlogos, como a gordura e a fascia muscular, mostraram
resultados promissores, com boa seguranga e riscos minimos de reacGes indesejadas.
A gordura foi utilizada pela primeira vez na cirurgia reparadora, em 1893, por
Neuber! apud Boyce et al. (1994), para correcdo da 6rbita ap6s osteite tuberculosa.
Na prega vocal, foi utilizada experimentalmente em cées por Hill et al. (1991). Em
1992, Mikaelian et al. foram os pioneiros a utilizad-la no tratamento de paralisia

unilateral em humanos.

A longevidade do enxerto gorduroso, entretanto, é variavel (Shindo et. al.,

1996; Saccogna et al., 1997) dependendo de alguns fatores como: tamanho e grau de

! Neuber G. Fet transplantation. Chir Kongr Verhandl Dtsch Gesellsh Chir v. 22, p. 66, 1893.
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manipulacdo do enxerto e da regido anatbmica de coleta e de implantacdo (Boyce et

al., 1994).

A primeira utilizacdo de fascia muscular é atribuida a Bruns? apud Boyce et
al. (1994) que, em 1905, corrigiu um prolapso retal usando fascia lata. Na prega
vocal, foi injetada lateralmente ao musculo vocal por Rhikanen (1998) e inserida na
camada superficial da lamina prépria por Tsunoda et al.(1999). Segundo Boyce et al.
(1994), apresenta as vantagens de ser um tecido delicado, composto por fibroblastos
e colageno, e que suporta tensdo. A desvantagem principal é a sua mal-adaptacéo

para preencher espac¢os tridimensionais como as pregas vocais.

A utilizacdo da gordura e da fascia muscular, na correcdo da incompeténcia
glética, tem sido estudada com relacdo a distribuicdo do enxerto (Imamura et al.,
2003), do processo inflamatorio (Bauer et al., 1995; Reijonen et al., 2001), e da
melhora na qualidade vocal em estudos clinicos (Rhikanen et al., 1999; Duke et al.,
2001; Duprat et al., 2001;). S&o raros, no entanto, os estudos do tecido fibrético

gerado apds o enxerto desses materiais.

Os componentes principais do tecido cicatricial sdo os fibroblastos e o
coldgeno. Apds a instalagdo do dano tecidual, a sintese do coladgeno pelos
fibroblastos inicia-se logo no terceiro dia e atinge seu pico maximo entre trés e seis
semanas, e segue-se um periodo de remodelacdo (Robbins, 1991). O colageno tipo

I11 é inicialmente sintetizado e depositado, e é substituido pelo tipo I, a medida que

2 Bruns. Zur technik der operative heilung grosser bauchbruche and mastdarmprolapse. Bruns “Beitr.
V. 77, p. 257, 1905. Cited by Peer L. A. Transplantation of tissue, v. 1. Transplantation of fascia
in humans. Baltimore, Williams & Wilkins, 1959, p. 258-276.
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ocorre a maturacdo do tecido cicatricial (Peacock, 1984). Segundo Hom (1994), a
presenca de um enxerto pode alterar as fases da cicatrizacdo normal por causa do

estimulo inflamatdrio prolongado.

Ao considerar a necessidade de enxertia para a correcdo da insuficiéncia
glética e o impacto do tecido cicatricial, gerado na vibracdo das pregas vocais, este

estudo foi idealizado com os objetivos seguintes:

1. Descrever a distribuicdo das fibras colagenas ap0s enxerto microcirurgico de
gordura e de fascia muscular na prega vocal de coelhos pelo método da

Picrossirius-polarizagéo.

2. Quantificar e comparar as fibras colagenas no muasculo vocal das laringes dos
coelhos que foram submetidos a enxerto unilateral de gordura ou fascia
muscular com a prega vocal contra-lateral, que foi submetida ao mesmo

procedimento, com excecao da enxertia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Uso de animais para estudos experimentais em laringologia

Houve um estimulo muito grande para o estudo da fisiologia laringea a partir
da compreensdo das propriedades histoldgicas (Hirano, 1974) e dos padrbes

vibratdrios das pregas vocais (Isshiki et al., 1999).

Inumeros animais sdo utilizados em estudos experimentais em laringologia.
Garret et al. (2000) avaliaram a histologia e os padrdes vibratdrios da prega vocal de
porco, cachorro, macaco. Foi encontrado diferenca entre a distribuicdo de colageno e
elastina entre 0s grupos e, segundo os autores, o cachorro foi o0 animal que mais se
aproxima do ideal por apresentar a vibracdo das pregas vocais similar a dos

humanos.

De acordo com Kurita et al. (1995), a prega vocal do coelho apresenta sua
porcdo membranosa com aproximadamente quatro milimetros de comprimento. A
mucosa apresenta 0,3 mm de espessura. A lamina propria pode ser dividida em duas
camadas distintas. A superficial é pobre em componentes fibrosos e a profunda é
densa em fibras elasticas e colagenas. N&o existe estrutura comparavel ao cone

elastico.
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Segundo Harlow e Lane (1988), o coelho € um animal bastante utilizado em

estudos imunoldgicos

2.2 Processo cicatricial

As fases de resposta a agressdo tecidual podem ser divididas em quatro:
hemostasia, inflamacéo, proliferacdo e remodelagédo (Peacock, 1984; Robbins, 1991;

Adzick, 1997; Glat, Longaker, 1997; Mélega, 2002).

A hemostasia compreende a vaso-constricdo imediata, seguida por uma
vasodilatacdo prolongada, com duracdo de minutos. Os componentes sanguineos
invadem o sitio manipulado e a cascata da coagulacdo é ativada. As plaquetas
liberam mediadores (fatores de crescimento derivado das plaquetas, fator de

crescimento do fibroblasto e fator de crescimento beta).

A fase inflamatdria ocorre até trés dias apds a enxertia. Conforme a inflamacéo
prossegue, existe migracdo de neutrdfilos e histidcitos. Os neutrofilos ficam na
cicatriz por vérios dias e sdo substituidos por histiocitos. Os histidcitos realizam a
fagocitose bacteriana e direcionam o processo inflamatdrio. Quando ativados,
produzem os fatores de crescimento, levam ao aumento do nidmero de fibroblastos e

de células endoteliais, e promovem a formacdo de granulacdo e formacéo de tecido.
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Na fase de proliferacdo, até duas semanas ap0s a agressdo, os fibroblastos sdo
as células chaves. Os fatores de crescimento angiogénicos deflagram a

neovascularizacéo, epitelizacao e formacéo de tecido de granulagéo.

A remodelacdo é a fase mais longa. O tecido de granulacdo recrudesce, 0
colageno se remodela e forma-se uma cicatriz madura. O colageno € uma proteina
fibrosa, secretada por células do tecido conjuntivo, bem como por outros tipos
celulares. Sdo as proteinas mais abundantes do corpo humano, e constituem 25% do

total da massa protéica nesses animais.

De acordo com Hom (1994), a presenca de um enxerto prolonga as fases
inflamatdria e proliferativa por causa do estimulo antigénico continuo. Os neutrofilos
ao redor do enxerto promovem a degradacdo do mesmo. O produto desta
degeneracdo, ativa os sistemas do complemento e imune. Os histiocitos aproximam-
se da periferia do enxerto, liberam quimeotaxicos e induzem a proliferacdo de
fibroblastos, sintese de colageno e colagenase, que degradam o colageno do tecido ao

redor do enxerto.

2.3 Cicatriz na prega vocal

Kriesel et al. (2002), em estudo experimental, injetaram coldgeno homdlogo

na prega vocal de coelhos apds cicatriz induzida previamente. Apesar do colageno

injetado ndo ter causado reacdo inflamatoria exuberante, os autores ndo observaram
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melhora nos padrdes reoldgicos, sugerindo que o colageno injetado pode ser usado
para a medializacdo das pregas vocais, porém ndo apresentou melhora nas

propriedades dindmicas das pregas vocais.

Thibealt et al. (2002) estudaram histologicamente a lamina prépria de coelhos
apos cicatriz provocada. Houve diminuicdo do colageno e uma desorganizacao
tecidual. No mesmo estudo avaliaram as propriedades reoldgicas e encontraram
aumento na rigidez. Os autores atribuem este fato a presenca de um colageno

cicatricial e desorganizado.

2.4 Enxerto de gordura aut6loga nas pregas vocais - estudos experimentais

Hill et al. (1991) realizaram estudo com cées, submetidos a injecdo de gordura
autologa no 1/3 médio das pregas vocais. Os animais, previamente submetidos a
seccao do nervo laringeo recorrente, foram sacrificados apds quarenta e oito horas
(primeiro grupo) e trés semanas (segundo grupo) apos o procedimento, e as laringes
foram removidas para estudo histologico com microscopia de luz. No primeiro
grupo, foi identificado processo inflamatério agudo com presenca de células
inflamatorias e sinais de hemorragia. No segundo grupo, a gordura foi identificada
com presencga de revascularizagdo e auséncia de necrose, caracterizando assim sua

viabilidade.
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Mikus et al. (1995) compararam a injecdo de gordura na prega vocal de caes
por meio de duas técnicas: 1) lipossuccdo exclusiva e 2) lipossuccdo seguida de
purificacdo com homogeinizacdo do tecido, centrifugacdo e solucdo tampao. Com
relacdo ao processo inflamatorio gerado pela enxertia, ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos. Ao compararem o rendimento do tecido enxertado,

notaram que a técnica de lipossucgdo promoveu menores taxas de absorcao.

Zaretsky et al. (1995) avaliaram a prega vocal de cdes ap0s injetar gordura,
retirada da regido supra-clavicular. Os animais foram previamente submetidos a
seccao do nervo laringeo recorrente. A gordura foi irrigada com solugéo salina para
remocao de elementos sanguineos e posteriormente injetada lateralmente na porgéo
mediana da prega vocal. Foi realizada andlise histolégica com microscopia de luz
apos um, trés e seis meses. A gordura foi identificada em todos grupos, mas em

menor quantidade no grupo dos seis meses.

Saccogna et al. (1997) utilizaram seis gatos domésticos para avaliar a injecdo
de gordura na prega vocal paralisada po6s-sec¢do do laringeo recorrente. A gordura
foi removida da regido infra-umbilical, lavada com solucdo salina e posteriormente
injetada na regido do musculo vocal. Os animais foram sacrificados seis semanas
apos o procedimento e também apds quatro, seis, oito e 12 meses. Foi sacrificado um
animal por grupo, exceto aos seis meses em que dois animais foram sacrificados e
analisados. O gato sacrificado com seis semanas apresentou formagéo de granuloma
e pequena quantidade de gordura viavel. Aos quatro meses, a analise mostrou

volume significante de gordura viavel, com células gigantes de corpo estranho ao
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redor do enxerto. Aos seis meses, em um dos gatos, a gordura foi identificada
associada a processo inflamatdrio ao redor. O outro gato do grupo dos seis meses nao
apresentava gordura viavel. Aos oito meses, a gordura foi identificada e associada a
células gigantes de corpo estranho ao redor. O animal sacrificado apds um ano néo
mostrou gordura viavel na analise histoldgica. Os autores consideram a gordura ser
um metodo efetivo para correcdes temporarias apos paralisias unilaterais das pregas

vocais.

Woo et al. (1999) realizaram estudo com laringe de cdo, com implante de
gordura autéloga mediante micro-cirurgia de laringe e sacrificio do animal apds seis
semanas. Os autores constataram a presenca de células adiposas viaveis apés este
periodo, além de demonstrar um aumento no espaco de Reinke em comparacdo com

a prega vocal contra-lateral.

Stein et al. (2000) compararam, em modelo animal, a migracdo e a reacdo
tecidual local apos injecdo de quatro diferentes tipos de enxertos na prega vocal
canina; trés heterologos (teflon, silicone e hidroxiapatita) e um autologo (gordura).
Os autores observaram que apods seis meses a hidroxiapatita e a gordura foram os
materiais que causaram menor reacdo inflamatoria tecidual e auséncia de migracao

para nodulos linfaticos cervicais.
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2.5 Enxerto de gordura nas pregas vocais — estudos clinicos

Sataloff et al (1997) estudaram quatro pacientes com cicatriz de prega vocal
secundaria submetida a manipulacédo cirurgica previa e que receberam implante de
gordura. Os autores descrevem a criacdo de uma bolsa no espaco de Reinke seguida
do preenchimento de gordura injetada com seringa de Bruning. Com auxilio da

laringoestroboscopia, os autores observaram melhora nos padrdes vibratorios.

Duprat et al. (2001) relatam sua experiéncia com o uso da gordura no manejo
de 11 pacientes com insuficiéncia glotica causada por sulco, cisto aberto e cicatriz
pos-operatoria. Observaram melhora dos padrdes vocais e dos parametros
estroboscopicos além da satisfacdo da maioria dos pacientes. A gordura foi
transportada em bloco com o uso de instrumental convencional utilizado em micro-

laringoscopia.

2.6 Enxerto de fascia muscular em prega vocal — estudos experimentais

Rodgers et al. (2000) avaliaram em um estudo experimental, o comportamento
histolégico da fascia muscular (lata) injetada na prega vocal de cdes. Os animais, que
inicialmente foram submetidos a sec¢do unilateral do nervo laringeo recorrente,
foram sacrificados ap0s trés, cinco, oito, dez e doze meses seguidos de remocéao da
laringe e preparo das laminas. A fascia muscular no foi identificada em nenhum dos

cortes.
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Reijonen et al. (2001), também em estudo experimental, apresentam resultados
diferentes. Apos injecdo de fascia lata na prega vocal paralisada de nove caes, foi
realizada a laringectomia seguida de andlise histologica das laminas preparadas em
trés e dez dias, seis e doze meses. Foram excluidos dois animais em que o0 preparo
das laminas foi falho. A fascia muscular ndo promoveu reacdo inflamatoria intensa
nem formacdo de granuloma. Apesar da analise histologica ter sido quantitativa e o
rendimento final do enxerto néo ter sido avaliado, 0 mesmo foi identificado até doze

meses apos a injecao.

Duke et al. (2001) publicaram estudo experimental comparando
histologicamente a fascia muscular e a gordura. Foram utilizados oito cées, os quais
foram submetidos a injecdo de gordura e de fascia muscular nas pregas vocais. A
gordura, previamente purificada, foi injetada em uma das pregas vocais e a fascia
muscular picada na prega vocal contralateral. No presente estudo, ndo houve
diferenca estatistica ao comparar a resposta inflamatdria e o rendimento final entre os

enxertos (gordura e fascia) ao final de 12 semanas.

2.7 Enxerto de fascia muscular em prega vocal — estudos clinicos

Rihkanen (1998) foi pioneiro em incluir a fascia muscular entre as
possibilidades cirdrgicas, também autdlogas, para uso em laringologia. O mesmo
descreve a injecdo de fascia lata “picada” para correcdo da insuficiéncia gl6tica em

nove pacientes. Tendo em vista 0s bons resultados iniciais, 0 mesmo grupo do autor-
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Rihkanen et al. (1999) - avaliou dezoito pacientes com diagnostico de paralisia
unilateral de prega vocal de etiologia e duracdo varidveis. Dos 18 pacientes, nove
pertenciam ao grupo estudado, em 1998, e foram incluidos no trabalho de 1999. A
fascia foi removida sob anestesia local e cortada em pequenos pedagos com auxilio
do bisturi. A injecéo foi feita sob micro-laringoscopia direta, com seringa de pressao,
em trés ou quatro pontos, de modo que o primeiro, lateral ao processo vocal da
aritenoide e dois ou trés adicionais lateralmente ao musculo tireoaritendideo, até o
terco anterior da prega vocal. Foi utilizada pequena quantidade de gordura adicional
para facilitar o transporte pela seringa. As analises perceptiva e acustica da voz,
assim como o tempo maximo de fonacdo mostrou melhora estatisticamente
significativa ap0s seis meses do tratamento proposto. O tempo meédio de analise apos
0 procedimento foi de nove meses e 29 dias. Os autores relatam que ocorreu melhora

significativa nos niveis de jitter, shirmer e tempo maximo de fonacéo.

O implante da fascia do musculo temporal para correcdo da insuficiéncia
glética causada por sulco vocal foi descrito por Tsunoda et al. (1999). A técnica
utilizada tinha trés etapas béasicas: confeccdo da “bolsa” por da separagdo minuciosa
da aderéncia entre a mucosa e o ligamento vocal, preparacdo da fascia e transplante
para a prega vocal. Em situacdes onde a adesdo da mucosa ao ligamento vocal era
muito pronunciada, a “bolsa” penetrava nos limites do musculo vocal no sentido de
evitar dano ao epitélio. Os resultados desta técnica proposta para 15 pacientes foram
estudados e publicados pelo mesmo grupo (Tsunoda et al., 2001). Apdés o

acompanhamento médio de um ano, ocorreu melhora gradual no tempo méaximo de
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fonacdo a partir do terceiro més. Os autores ainda referem melhora do fechamento

glético e da onda mucosa.

2.8 ldentificacdo histoquimica do coldgeno pelo Método da Picrossirius-
polarizacéo

O método da picrossirius-polarizacdo consiste na coloragdo do tecido com
Sirius Red e na analise das ldminas sob microscopia de luz, por meio da polarizacao
Optica. Permite a localizacdo e caracterizagdo das fibras de colageno nos tecidos,
além de fornecer boa correlacdo entre as observagdes morfoldgicas e histoquimicas.

E um método simples, confiavel, especifico e barato (Montes, Junqueira, 1991).

Sweat et al. (1964) foram os pioneiros na aplicacdo do corante Sirius Red
F3BA para o estudo do colageno, e este é utilizado desde entdo por diversos

pesquisadores como Saldiva et al. (1989).

Junqueira et al. (1979) propdem o uso associado da microscopia de polarizacéo.
Os autores contribuiram significativamente para o estudo da biologia do colageno.
Este método foi utilizado em outros estudos para quantificar o colageno em tecidos
normais (Montes et al., 1985; Lemos et al., 1997) e também em modelos patoldgicos

(Mauad et al., 1996).

A especificidade desse método fundamenta-se no fato das moléculas do

colageno serem ricas em aminoacidos basicos que reagem fortemente com o Sirius
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Red, que é um corante acido. Esta reacdo promove o aumento da birrefringéncia
normal, que é especifico das estruturas colagenosas, compostas por moléculas
orientadas. Isso ocorre porque as moléculas do corante ficam alinhadas em paralelo
com o0 eixo longo da cada molécula do colageno. Apesar deste corante ligar-se
inespecificamente aos componentes de carater cationico dos tecidos, o fendmeno do
aumento da birrefringéncia ocorre exclusivamente com o coladgeno. Assim, 0 método
da coloragcdo com o Picrossirius associado a microscopia de polarizagdo é um método
especifico para a deteccdo de estruturas compostas de colageno orientadas (Jungueira

etal, 1979).

Um fato amplamente conhecido é a diferenca entre os padrdes de agregacéo
fisica dos colagenos tipos I, Il e Il (Montes, Junqueira, 1982; Hammond et al.,
1997), o que repercute na diferenca de cores e intensidade de birrefringéncia dos
colagenos em um mesmo corte histologico (Junqueira et al., 1978). O colageno tipo |
é o principal componente das fibras grossas (fibras coldgenas), compostas por fibrilas
grossas densamente agrupadas e que conseqlientemente apresentam uma
birrefringéncia intensa com coloracdo amarela ou avermelhada. O tipo Il é o
componente colagénico principal das fibras finas (fibras reticulares), compostas por
fibras finas, frouxamente dispostas, que mostram birrefringéncia fraca de coloracéo
esverdeada. O colageno tipo Il ndo forma fibras e, suas fibrilas muito finas estéo
dispostas em uma rede frouxa que interage fortemente com as glicosaminoglicanas.
Esse tipo de interacdo fisica resulta em uma birrefringéncia fraca e coloracéo
variavel, ambas dependendo da interacdo das moléculas de colageno com as

glicosaminoglicanas (Melo, 2004).
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Amostra

ApOs a aprovacdo da pesquisa pela Comissdo para Analise de Projetos de
Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (protocolo de pesquisa 200/02) — anexo A -,
foram estudados 35 coelhos albinos da raca New Zealand, todos sadios e do sexo
masculino, com massa corporal entre 2500 g e 3500 g, submetidos a micro-cirurgia
em ambas pregas vocais, com enxertia unilateral de gordura ou fascia muscular

autologas.

3.2 Formacéo dos grupos de estudo

Do total da amostra inicial restaram 24 animais: seis coelhos foram utilizados
para o estudo piloto, ocorreram trés perdas e dois coelhos foram excluidos por
problemas técnicos durante a confeccdo das ldminas para estudo histoldgico. Estes
24 animais foram divididos em dois grupos, com 12 coelhos em cada um. No

primeiro grupo denominado F (Féscia), os coelhos foram submetidos a insercdo de

enxerto de fascia lata autéloga na prega vocal direita. No outro grupo, denominado
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G (Gordura), os coelhos foram submetidos a implante de gordura autéloga “em
bloco” também na prega vocal direita. Todos os coelhos foram submetidos ao mesmo
procedimento na prega vocal esquerda, com excecdo da colocacdo do enxerto. A

prega vocal esquerda, desta forma, constituiu o “controle” para cada coelho.

Os procedimentos cirurgicos e os cuidados pos-operatérios imediatos foram
realizados integralmente no Laboratorio de Investigacdo Médica da
Otorrinolaringologia (LIM-32) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (FMUSP). Apds a cirurgia, os animais foram enviados para o biotério da
Granja RG, localizado na cidade de Suzano, com supervisdo de zootecnistas e
veterinarios onde permaneceram com cuidados diarios de alimentacdo e submetidos
a temperatura ambiente controlada até serem sacrificados com injecdo endovenosa de
2,0 mL de cloreto de potassio (KCI) a 20%. Metade dos coelhos, de cada um dos
grupos (F e G), foi sacrificada apds 90 dias do procedimento cirdrgico, e as pregas
vocais direitas dos mesmos formaram os grupos Fascia (F1) e Gordura (G1) e as
pregas vocais esquerdas o grupo controle (C1). A outra metade dos coelhos dos
grupos G e F foi sacrificada, ap6s 180 dias do procedimento cirdrgico, e suas pregas
vocais direitas formaram os grupos Fascia (F2) e Gordura (G2) e as pregas vocais

esquerdas o grupo controle (C2).
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3.3 Técnica cirurgica

3.3.1 Anestesia dos coelhos

Os animais foram anestesiados com Xilazina (5 mg/kg) associado a Quetamina
(50 mg/kg) por via intramuscular. Foram mantidos em ventilacdo espontanea, sem
necessidade de canula traqueal, e fixos @ mesa cirurgica pelas quatro patas; as patas
dianteiras foram mantidas ao longo do corpo. Mesmo durante a manipulacdo da

laringe (laringofissura e seu fechamento), ndo foi necessario usar a canula traqueal.

3.3.2 Preparo do enxerto

3.3.2.1 Obtencao do enxerto de gordura

Apds a tricotomia e anti-sepsia com polivinilpirrolidona-iodo (PVP-I tintura) a

10%, foi feita incisdo na regido cervical para acesso a laringe, expondo a gordura

subcutanea e sendo removido um fragmento de 1x1cm da mesma. Este fragmento de

gordura foi mantido em soro fisiologico a 0,9% sob uma cupula em temperatura

ambiente.

3.3.2.2 Obtencéo do enxerto de fascia lata

Foram realizadas tricotomias nas faces anterior e lateral da coxa direita

seguidas de anti-sepsia com PVP-I tintura a 10%. A incisdo foi feita na pele da
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regido antero-lateral da coxa, com 2 x 2 c¢cm, seguido de hemostasia. A pele e 0
subcutaneo foram afastados para facilitar a exposicdo da fascia muscular a qual foi
dissecada delicadamente (1 x 1 cm). Ambos foram suturados com fio de Nylon 5-0.

A fascia removida foi imersa em soro fisiologico a 0,9%.

3.3.3 Acesso a laringe e insercdo do enxerto

Foi realizada tricotomia na regido cervical anterior, estendendo-se desde a
mandibula até a farcula esternal, e anti-sepsia com PVP-I tintura a 10%. Os coelhos
foram submetidos a incisdo na linha média, a partir da margem superior da

cartilagem tiredidea até a borda inferior da cartilagem cricdidea, com bisturi lamina

15, na pele e subcutdneo, para expor as cartilagens tiredidea e cricoidea, como pode

ser visto na Figura 1.

(@) (b)

Figura 1 - Imagens que mostram (a) incisdo na pele e subcutaneo
do coelho e identificacdo dos planos musculares; (b)
identificacdo das cartilagens tiredidea (seta azul) e
cricoidea (seta amarela)
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Com o auxilio do microscépio cirargico (modelo Inami L 860, lente de 200
mm, binocular angulada, ocular de 12,5 X, iluminacgéo por fibra Optica e fonte de luz
halégena de 15 V e 150 W), a membrana cricotiredidea foi incisada na linha média,
com bisturi l1dmina 15, que permitiu a visualizacdo da subglote (Figura 2). A
cartilagem tiredidea foi aberta anteriormente na linha média e permitiu a exposicao
das pregas vocais. Ambas pregas vocais foram submetidas a inciséo longitudinal de
1 mm de extensdo a 0,5 mm da borda livre. Realizou-se minucioso descolamento da
mucosa ao longo da margem medial se estendendo também em direcdo inferior a
sub-glote, com esculpidor Hollemback 3s, estilete empregado em odontologia
(Figura 3). Dessa forma, foi confeccionado um bolsdo na direcdo do eixo
longitudinal da prega vocal, utilizando-se o musculo tireoaritendideo como
referéncia principal. Foi necessario todo cuidado no sentido de evitar a penetracéo do
musculo tireoaritendideo. O enxerto (fascia muscular ou gordura), com
aproximadamente 3 mm de didmetro e 1mm de espessura (medidos com paquimetro,
marca Factory), foi posicionado em tal bolsdo dissecado entre o mdsculo
tireoaritendideo e a mucosa da prega vocal direita. A prega vocal esquerda foi
submetida ao mesmo procedimento com excecdo da enxertia. A incisdo da prega
vocal ndo foi suturada. O fechamento da cartilagem tiredidea, da membrana
cricotiredidea e da pele foi realizado com suturas de Nylon 5-0; com pontos

separados. Todos 0s animais operados foram mantidos vivos, com cuidados diarios e
controle do processo de cicatrizacdo. Os coelhos receberam antibioticoterapia com
Benzilpenicilina procaina 300000 Ul, Benzilpenicilina potassica 100000Ul, diluidas

em 3 mL de agua destilada, e aplicados 0,4 mL via intramuscular por dose. A

primeira dose foi aplicada durante o procedimento, e duas outras, a cada 24 horas.
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(a) (b)

Figura 2 - Imagens que mostram: (a) uso do microscopio; (b) manipulacdo
microscopica da laringe que permite acessar as pregas vocais.

Figura 3 — Esculpidor Hollemback 3s usado em odontologia.

3.4 Isolamento da prega vocal

Ap0s anestesia com Xilazina (50 mg/kg), os animais foram sacrificados com
injecdo endovenosa de KCI. Foi realizada uma incisdo cervical e retirada a laringe
em um bloco que se estendia desde a base da lingua até o quinto ou sexto anel
traqueal. As pegas foram dissecadas removendo-se as partes moles e isolando-se a
laringe. A seguir, esta foi aberta, com incisdo longitudinal posterior, entre as

cartilagens aritenodideas. A cartilagem tiredidea, prega vocal e aritendide de uma
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hemilaringe foram ressecadas em bloco, entre o ventriculo laringeo e a subglote. Por
fim, foram isoladas as pregas vocais, direita e esquerda, entre a comissura anterior e

0 processo vocal da cartilagem aritenoidea..

3.5 Preparac0es histologicas

Todas as pecas medindo cerca de 0,5 x 0,5 cm foram fixadas em formalina a
10% e colocadas em cassetes proprios ap6s identificagdo com o numero do animal e
origem anatomica da amostra (prega vocal direita — pvd, prega vocal esquerda —
pve). Foram entdo encaminhadas ao Laboratorio de Anatomia Patologica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP) para processamento.
Neste laboratorio foram desidratadas com alcool etilico a 95%, clareadas em xilol,
impregnadas com parafina fundida em estufa a 60 °C, incluidas e a seguir cortadas
com auxilio do micrétomo em laminas com espessura de 3 um. Os cortes iniciais
foram sempre na por¢do media da porcdo membranosa da prega vocal. Em ambas
pregas vocais, 0s cortes seriados foram realizados em dire¢do a comissura anterior e

ao processo vocal. Os cortes de tecido foram corados com hematoxilina eosina (HE).

O numero de laminas para cada animal foi variavel. As laminas das pregas
vocais direitas foram preparadas de acordo com a identificacdo do enxerto presente
nos cortes, enquanto que na prega vocal esquerda sempre foram confeccionadas trés
laminas. As laminas foram identificadas apenas com um cddigo conforme a sua

origem.
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3.6 Analise histoldgica

Os cortes corados pelo método da picrosirius-polarizagdo foram utilizados para
a visualizacdo e andlise das fibras colagenas. Este metodo consiste na coloracéo pelo
Sirius-red dissolvido em acido picrico aquoso saturado. A analise das laminas foi

realizada sob microscopia de luz com polarizagdo oOptica.

Foi realizada analise descritiva dos quatro grupos, quanto a identificacdo do
colageno, bem como a distribuicdo do enxerto e sua relacdo a estrutura muscular

adjacente ao enxerto.

3.7 Anélise morfométrica

Foi efetuado também estudo morfométrico com a quantificacdo das fibras
colagenas (tipos I e I11) com auxilio de um sistema digital de analise de imagens e o
software Image Pro Plus versdo 4.0 (for Windows, media Cybernetics S/N 41N4
1000-26671), e a concentragdo das mesmas por unidade de area medida. Foram
analisadas amostras de ambas as pregas vocais para obtencdo dos valores da

concentracdo do colageno.

As medidas da concentracdo de fibras coladgenas foram realizadas no

Laboratdrio de Anélise de Imagens e Morfometria da FMUSP (LIM / 05). O sistema
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de analise (Figura 4) é composto por uma camera digital (CCD Sony DCX-101),

acoplada a um microscdpio, que envia as imagens para um monitor (Trinitron, Sony).

Figura 4 — Sistema de analise digital da imagem, composto por: (a) microscopio
equipado com camera de video; e (b) acoplado a um monitor e a um
computador com programa de analise de imagens.

O programa Image Pro Plus (Figura 5a e 5b) permitiu, por meio do
estabelecimento prévio de um padrdo de cores, criar um gradiente, a partir do qual o
computador reconheceu o substrato em estudo (colagenos tipo | e 11l) e forneceu a

area ocupada pelo mesmo.
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Figura 5 - Imagem capturada no monitor do sistema de andlise digital: (a) a ser
analisada; e, (b) cor (azul) estabelecida para identificar colagenos.

As laminas foram codificadas e estudadas de maneira cega pelo pesquisador.
Foram padronizadas a intensidade de luz do microscopio, a abertura do diafragma e a

altura do condensador.

Na prega vocal direita, todos os campos em que se visualizava o enxerto e sua
regido adjacente foram analisados tanto adjacente ao musculo quanto a lamina
propria. Sempre que foi possivel, foram medidos até oito campos por lamina, ou até

terem sido esgotados os campos em que se identificava a presenca do enxerto.
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Na prega vocal esquerda foram analisados cinco campos entre a lamina propria
e 0 musculo. Nestas laminas, sempre foi cinco o numero de campos, ou seja, foi

analisada toda a regido entre a lamina propria e 0 musculo.

Os dados morfométricos, obtidos para cada prega vocal analisada, foram
tabulados separando-se os diversos grupos de estudo (F1, F2, G1 e G2) com 0 Seu

respectivo controle (C1 e C2).

3.8 Andlise estatistica

Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov.
Obteve-se a distribuicdo normal em todas as variaveis estudadas. Foram utilizados
a média e o desvio padrdo como medidas de tendéncia central e disperséo, e
empregado o teste de Wald Wolfowitz Runs Test (Snedocor, Cochran, 1989) na

analise estatistica dos atributos ao comparar os resultados.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas dos coelhos

A massa média dos animais era de 2900 g (Tabela 1), e todos eram do mesmo
sexo (masculino). Ndo ocorreram intercorréncias com nenhum dos 24 coelhos

incluidos neste estudo.

Tabela 1 - Valores médios das massas corporais dos coelhos, enxertados com fascia

ou com gordura, aos trés e seis meses do pos-operatorio.

Massa Fascia Gordura

()] 3 meses 6 meses 3 meses 6 meses

Média + dp* 2916,7 +213,7 2933,3+150,6 2800,0+141,4 3033,3+121,1

Amplitude 2700 - 3200 2800 - 3200 2600 - 3000 2900 - 3200

* dp = desvio padrdo

4.2 ldentificacdo do enxerto

O enxerto, seja de gordura ou fascia, foi identificado em todos os animais em

todos os grupos, na prega vocal direita (Figuras 6, 7,8 e 9).
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Figura 6 — Fotomicrografia de corte histolégico transversal da porcdo média da
glote intermembranécea do coelho 11, corada com HE. A seta amarela
mostra a presenca da fascia muscular. Objetiva: 25x.

. ] LRe rﬁ' i ¢ '\j:'f::..-.'.@ PGB .
Figura 7 — Fotomicrografia de corte histologico transversal da porcdo média da
glote intermembranacea do coelho 6, corada com HE, objetiva: 25x.

A seta azul mostra a presenca da gordura

(b)

Figura 8 - Fotomicrografia do corte histolégico da porcdo intermembranosa do
coelho 30, submetido a enxerto de gordura (setas verdes): (a) corada
com picrossirius sob iluminacdo normal e (b) luz polarizada. Objetiva:
16 x. A seta verde mostra a presenca da gordura
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(b)
Figura 9 - Fotomicrografia do corte histoldgico da porcdo intermembranosa do
coelho 11 submetido a enxerto de fascia muscular: (a) corada com

picrossirius sob iluminacdo normal e (b) sob luz polarizada. Objetiva:
16x. A seta verde mostra a presenca da fascia muscular

4.3 Relagéo do enxerto com as estruturas adjacentes

A fascia muscular apresentou aspecto de distribuicdo “em fuso”, que foi
identificado aos trés e seis meses do pos-operatorio. A gordura apresentou aspecto

“em rede”, estava envolvida por colageno espesso que se estendeu para 0 musculo

tireoaritenoideo (Figuras 9 e 10)
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Figura 9 - Fotomicrografia do corte histologico transversal da porgédo

intermembranosa de coelho, prega vocal direita: (a) coelho 14,
enxerto da fascia (seta amarela) com distribuicdo em fuso.
Objetiva: 25x; (b) coelho 23; e, (c) coelho 31, submetidos a enxerto
de gordura (identificados) com colageno “em rede desorganizada”
no bloco gorduroso (em vermelho). Objetiva: 50x.
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Figura 10 - Fotomicrografia do corte histologico da porgdo intermembranosa do
coelho, (a) prega vocal esquerda (controle), sob luz normal; (b) luz
polarizada. Objetiva; 25x; e, (c) um dos campos entre a camada
muscular e a lamina propria com aumento. Objetiva: 200x
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(@)

Figura 11 - Fotomicrografia do corte histolégico da porcdo intermembranosa do
coelho, (a) prega vocal direita, sob luz normal. Objetica: 50x; e, (b) luz
polarizada. Objetiva:100x .

(@) (b)

Figura 12 - Fotomicrografia do corte histolégico da porcdo intermembranosa do
coelho, (a) prega vocal direita, sob luz normal. Objetiva: 25x; e (b) luz
polarizada. Objetiva: 100x .
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4.4. Comparacdo da densidade do colageno entre 0s grupos

Os dados relativos a cada uma das pregas vocais de cada um dos coelhos

estudados esta apresentado no Anexo B (para 90 dias) e Anexo C (para 180 dias).

A Tabela 3 apresenta a concentracdo media de colageno e o desvio padrdo em
todos os grupos estudados, em ambas pregas vocais. A analise estatistica da
concentracdo de colageno, por area, demonstrou aumento do coldgeno em todos

grupos enxertados quando comparados com 0s grupos controle (p < 0,001).

Tabela 3 - Comparacéo entre a concentracdo de coldgeno para 3 meses e 6 meses do

pOs-operatdrio para todos os grupos de coelhos estudados.

Pos-operatorio

Grupo p
3 meses 6 meses
média + dp’ 0,185 + 0,008 0,180 £0,006 0,544
Fascia amplitude F1  0,17-019 F2 0,17-0,19 n.s®
n 6 6
média + dp 0,281 + 0,016 0,281+0,013 0, 226
Gordura  amplitude G1 0,26 - 0,31 G2 0,26-0,30 n.s.
n 6 6
média + dp 0,070 £ 0,004 0,064 + 0,004 0.210

Controle  amplitudle  C1 062-0079 €2 0,060-0,071 n.s

! dp = desvio-padréo; 2 n.s. = ndo significativo
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Obervou-se maior concentracdo de colageno no grupo da gordura quando
comparado com a fascia tanto na analise aos 90 dias (p < 0,001), quanto aos 180 dias

(p < 0,001), respectivamente (Gréaficos 1 e 2).

Gréfico 1 - Comparacdo da concentragdo de coldgeno (quantidade de
colagenos/um?) nos trés grupos, apés 3 meses da operagdo, em
que pode ser observada maior quantidade no grupo enxertado com
gordura (p < 0,001).

0,3+

0,25+

0,2

Concentracéao
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colageno 0,151

3 meses
0,1-

0,05+

Gl F1 C1
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Grafico 2 - Comparacdo da concentracdo de colageno (quantidade de
colagenos/um?) nos trés grupos, apds 6 meses da operagdo, em
gue pode ser observada maior quantidade no grupo enxertado com
gordura (p < 0,001).

0,3+

0,25+

Concentragcdo 0,2-

de
colageno 0,15+
6 meses 0,1
0,05
0
G2 F2 C2
Grupos

Ao comparar os resultados no grupo “gordura”, aos 3 meses e 6 meses, ndo
foi constatada diferenca estatisticamente significante da concentracdo de colageno.
No grupo “fascia”, também ndo se observou diferenca entre as amostras de 3 meses e
6 meses, igualmente no grupo controle, também ndo houve diferenca entre 3 meses e

6 meses (Grafico 3).
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Graéfico 3 - Comparacdo da concentracdo de colageno apds 6 meses da operacéo,

demonstrando maior concentragdo no grupo enxertado com gordura

(p < 0,001).
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5 DISCUSSAO

5.1 A utilizacdo do coelho em estudos experimentais na laringologia -

método

A partir das descri¢cfes de Hirano (1974) da estrutura da prega vocal em
camadas e sua associacdo com o padrdo vibratorio, a laringologia transformou seus
conceitos e possibilitou entendimento melhor sobre as alteragfes vocais. A teoria de
corpo e cobertura de Hirano e Kakita (1985), permitiu a compreensdo sobre 0s
fundamentos da fisiologia da fonacdo, e mudou a filosofia dos conceitos cirargicos, e

os trabalhos experimentais permitiram testar novas técnicas.

Na laringologia, utilizaram-se inUmeros animais para experimentacdo como
porcos (Garret et al., 2000), gatos (Saccogna et al., 1997), macacos (Garret et al.,
2000), coelhos (Duprat et al., 2001; Duprat et al., 2004) e, principalmente, caes (Hill
et al., 1991; Mikus et al., 1995; Zaretsky et al., 1995; Woo et al., 1999; Stein et al,

2000). Mas, qual seria 0 melhor modelo experimental para estudos laringolégicos?

Kurita et al. (1995) relatam que a histologia da prega vocal do porco, assim
como as dimensdes da laringe, sdo as que mais se aproximam da humana. De acordo
com 0 mesmo autor, isso ndo indica que tal animal seja necessariamente o melhor

modelo para estudos da fonagéo, pois devem ser considerados fatores como o0s
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mausculos intrinsecos da laringe, entre outros. Segundo Garret et al. (2000), apoiados
nos aspectos histologicos e estroboscopicos, o cachorro € modelo que melhor se
aproxima do ideal. Por outro lado, o coelho ¢ um animal docil, de facil manejo
anestésico, que se acomoda em gaiolas comuns de biotério e bastante utilizado em

modelos para estudo de resposta imunoldgica (Harlow; Lane, 1988).

Ao analisar a histologia da lamina propria e do musculo tireoaritendideo dos
coelhos, observa-se sua similaridade com a prega vocal humana (Kurita et al., 1995),
que demonstra divisdo por camadas e presenca de colageno e células da matriz

extracelular.

':_Larlnina
~propria

(b)

Figura 13 - Fotomicrografia de corte histologico transversal demonstrando a
estruturacdo em camadas da prega vocal: (a) prega vocal de coelho,
corada com HE. Objetiva:10x; e (b) Prega vocal humana, corada com
HE. Objetiva: 5x.

No presente trabalho, 0 método utilizado para anestesiar os coelhos permitiu

acessar as pregas vocais através da laringofissura com ventilagdo esponténea,
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favorecendo a manipulacdo delicada e segura das pregas vocais e dos enxertos, sem

que houvesse dano indesejado a qualquer estrutura.

A disseccdo da lamina propria e do musculo tireoaritenodideo foi realizada com
auxilio do microscépio cirargico, e nao foi usada sutura ou cola biolégica para evitar
alteracdo na andlise histologica. Como a lamina propria do coelho € muito fina e
aderida ao epitélio (Kurita et al., 1995), optou-se confeccionar um bolsdo entre a
lamina propria e 0 musculo tireoaritendideo, para reduzir a possibilidade de ruptura
do retalho e extrusdo do enxerto. Em humanos, Sataloff et al. (1997) foram os
pioneiros a descrever a criagdo de uma bolsa no espaco de Reinke, entre o epitélio e
o ligamento vocal, seguida do preenchimento de gordura injetada com seringa de
Bruning e agulha grossa para evitar trauma e destruicdo do bloco. Enquanto Sataloff
et al. (1997) utilizaram a seringa, Duprat et al. (2001) realizaram implante da gordura
em bloco com o uso de instrumental convencional utilizado em micro-laringoscopia.
Ambos ndo relatam o uso de suturas ou colas bioldgicas para melhor fixacdo do

enxerto.

Por ser um estudo histologico, com o objetivo de observar a incorporacao do
enxerto, 0 acesso externo e a inser¢do do enxerto entre a lamina propria e 0 masculo
ndo trouxeram nenhum inconveniente. Se o estudo enfocasse as caracteristicas
vibratorias ap6s a enxertia, a metodologia mais fiel seria a laringoscopia direta e 0
posicionamento do enxerto nas camadas mais superficiais da lamina propria, ou seja,

logo abaixo do epitélio.
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5.2 Método estereoldgico

Neste estudo foram usados métodos estereologicos que sdo ferramentas
precisas para obter informacgfes quantitativas, estatisticamente balanceadas, a partir
de amostras de tecido. A utilizagdo de um programa de computador especifico
permitiu, por meio do estabelecimento prévio de um padrdo de cores para O
colageno, criar um gradiente, a partir do qual o computador reconheceu o substrato
em estudo e forneceu a quantificacéo e a densidade do colageno sem que houvesse 0
viés da contagem feita pelo examinador. Trata-se de uma técnica simples, bastante
empregada em patologia e permite, a partir de um plano bidimensional, estimar o que

ocorre tridimensionalmente (Gundersen et al., 1988).

Outra vantagem do método é a obtencdo de dados continuos, que possibilitou
encontrar resultados relevantes. Este método tem sido utilizado em inUmeros estudos

relacionados as pregas vocais (Melo, 2004).

Para que o método seja adequadamente empregado, contudo, alguns critérios
devem ser estabelecidos. Inicialmente o corte nos tecidos deve ser feito sempre da
mesma forma. Adotou-se um corte perpendicular ao bordo livre, a exemplo de

Hammond et al. (1997), realizado sempre pelo mesmo pesquisador.

O segundo critério foi a coleta dos dados em cinco ou mais campos
diferentes. Neste estudo sempre foram analisados, no minimo, cinco e, N0 maximo,

oito campos em cada lamina.
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O terceiro critério refere-se a selecdo aleatoria dos campos a serem estudados,
ou seja, os campos ndo podem ser escolhidos pelo examinador. No presente estudo,
na prega vocal direita foi analisado todo o tecido (muscular e lamina propria) em
volta do enxerto contido na lamina, excluindo somente as regides que continham o
enxerto, uma vez que nossa analise se baseou na avaliacdo do processo cicatricial
peri-enxerto. O programa permite tal exclusdo sem que haja prejuizo da analise. Na
prega vocal esquerda foram analisados cinco campos na regido de transicdo entre a
lamina propria e 0 muasculo. Em todas as laminas, o0 niUmero de campos, nessa regido,
foi sempre cinco, ou seja, todos os campos foram analisados sem que houvesse

escolha pelo examinador.

Finalmente, para que o examinador ndo identificasse as laminas, “examinador
cego”, todas foram diferenciadas apenas com o numero do coelho, sem referéncia ao
enxerto a que o animal fora submetido ou ao tempo de sacrificio. Desta forma,

respeitamos os critérios para emprego dos métodos estereologicos.

5.3 Método da picrossirius-polarizacéo

O método da picrossirius-polarizagdo tem contribuido significativamente para
a identificacdo e compreensdo do colageno e de suas funcBes. A especificidade do
método apdia-se na presenca de amino-acidos basicos nas moléculas do colageno que
reagem fortemente com o corante acido Sirius-Red (Sweat et al., 1964; Junqueira et

al., 1979). Esta reacdo aumenta a birrefringéncia normal do coladgeno, composto por
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moléculas agregadas. A diferenciacao dos tipos do colageno também & possivel, e 0
tipo | é fortemente birrefringente, com fibras espessas amarelas ou vermelhas e o tipo
I11 pouco refringente e com fibras esverdeadas (Montes, Junqueira, 1991; Melo et al.,

2003).

O picrossirius-red ndo depende de interacGes entre antigeno e anticorpo, pode
ser utilizado sem inconvenientes para o estudo do colageno em laringes excisadas
(Melo et al., 2003). Montes et al. (1985) utilizaram esse método para analisar
fragmentos teciduais de uma mamia com mais de 2.000 anos. E um método
amplamente aplicado em estudos de correlacdo entre a arquitetura tecidual das fibras

colagenas e a atividade funcional (Mauad et al., 1996; Lemos et al., 1997).

No presente trabalho, verificou-se nas pregas vocais submetidas a enxerto, um
aumento na deposicdo do colageno principalmente o tipo | (fortemente
birrefringente) quando comparadas com as pregas vocais operadas, mas sem
enxertia. O método da Picrossirius-polarizacdo mede a birrefringéncia da molécula
do colageno, e permite determinar o grau de agregacao celular na matriz extracelular
(Saldiva et al., 1989; Montes; Junqueira, 1991). O aumento da birrefringéncia
observado, portanto, pode refletir ndo s6 um aumento na quantidade de colageno,
como também uma maior agregacdo de suas moléculas. No grupo “gordura”, aos trés
e aos seis meses no pds-cirargico, foram identificados varios “blocos” entremeados
por colageno, que tinha o aspecto de rede. Nos grupos “fascia” (trés e seis meses), a

distribuicdo foi mais regular, envolvendo “em fuso” um bloco Unico de enxerto. A
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densidade do colageno apresentou niveis mais elevados na gordura, embora fosse

mais irregular na distribuicéo.

-

_ Masculo -
.Tireoaritendideo

‘Blocos’ de
gordura

(a) (b)

Figura 14 - Fotomicrografia de corte histoldgico transversal de prega vocal direita
de coelho corada com picrossirius: (a) submetida a enxerto de gordura
(identificada) e nota-se a presenca de colageno espesso entremeando a
gordura, sob luz normal. Objetiva 100x; (b) fuso do colageno formado

pela fascia removida e substituida pelo esquema (oval, em vermelho),
sob luz polarizada. Objetiva: 25x

5.4 Reacdo inflamatoria e enxertia

Uma vez que a fibrose cicatricial é diretamente proporcional a reacéo
inflamatdria induzida pela substancia de preenchimento, e que a mesma altera as
propriedades viscoelasticas da prega vocal, acarretando prejuizo ao seu padrdo
vibratério, o ideal é que a reacdo inflamatdria, causada pela substancia de
preenchimento, seja a menor possivel. No processo normal de cicatrizacédo e reparo,

por volta do terceiro dia, surgem na ferida, células fusiformes produtoras de
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colageno: os fibroblastos. A producdo de colageno por sua vez cresce rapidamente
até o 21° dia, continuando depois de forma menos intensa, até que seja atingido um
equilibrio dindamico entre a producdo e a destruicdo (Adzick, 1997). Nesta fase da
cicatrizacdo surgem também os miofibroblastos, os quais apresentam certas
caracteristicas de células musculares lisas, como possuir actina e capacidade de
contragdo, responsaveis pela aproximacdo dos bordos da ferida, e, por conseguinte,

pela contratura cicatricial (Glat; Longaker, 1997).

No presente estudo, ao serem comparadas as concentracGes de colageno por
area, presentes entre 0s grupos estudados, observou-se que ocorreu uma deposicao
maior de colageno peri-enxerto nos grupos submetidos a enxertia de gordura, tanto
aos trés meses quanto aos seis meses, quando comparados com 0s grupos submetidos
a enxertia de fascia muscular, e quando comparados ao grupo controle. Esse fato
sugere que a gordura € metabolicamente ativa (Hom, 1994), e torna-se mais fragil em
condicdes diferentes de seu leito primario, estimulando o processo inflamatério e
conseqiientemente uma deposicdo maior do colageno cicatricial. Tal colageno é o
principal componente da cicatriz fibrotica, marcadamente responsavel pela aderéncia
das camadas da lamina propria, e rigidez da prega vocal. Diferem fisiologicamente
do colageno exdgeno proveniente da enxertia ou de preenchimentos, pois estes ndo
apresentam acdo bioldgica primaria de aderéncia, fixacdo, contracdo e aproximacao
de bordos cicatriciais (Mélega, 2002). Por outro lado, o coldgeno enddgeno,
produzido no leito inflamatdrio pelos fibroblastos e miofobroblastos, atua como
cimento cicatricial, reduz o espagco morto da ferida mediante suas propriedades de

aderéncia, fixacdo e contragdo - fendmeno conhecido como fibrose cicatricial
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(Peacock, 1990). Tal fibrose apresenta em sua formacao, coldgeno do Tipo | (80%) e
do Tipo 111 (20%) (Mélega, 2002).

Os dados analisados também sugerem que os enxertos de fascia muscular na
prega vocal sdo preferiveis aos enxertos de gordura sob a justificativa de que
conduzem a uma reacgdo fibrotica menos intensa, e consequentemente resultam em
um melhor padrdo vibratorio da prega vocal, pelo menos em relacdo ao colageno
cicatricial. Nao se pode esquecer, entretanto, das propriedades reologicas da gordura
e da fascia, e que a gordura tem caracteristicas de viscosidade mais proximas a
camada superficial da lamina propria humana (Chan, Titze, 1998). Seria, deste modo,

um substituto melhor para uma lamina propria deficiente.

O uso do tecido gorduroso como enxerto, em laringologia, ainda é motivo de
imprevisibilidade, em virtude da possibilidade de absor¢édo e consequente perda do
volume desejado. De acordo com a literatura, as taxas de absorcdo sao variaveis o
que sugere que a sobrevivéncia da gordura ndo depende de um, mas de varios
fatores. Entre eles pode-se citar o local de coleta e, principalmente, o0 manuseio do
tecido gorduroso a ser utilizado como enxerto (Boyce et al., 1994). Outra variavel da
longevidade do enxerto é a forma como é feito 0 manuseio antes da injecdo ou da
insercdo em bloco pois a manipulagdo excessiva da gordura gerava maior processo
inflamatério por causa da ruptura celular e liberacdo de &cidos graxos. Com a
intencdo de remover os produtos da ruptura dos adipdcitos, Mikus et al. (1995)
propuseram a purificacdo da gordura ap6s a liposuccdo antes de ser injetada.
Utilizaram prega vocal de cdes para comparar a injecdo de gordura mediante duas

técnicas: (1) liposucgdo e (2) liposucgdo e purificagdo. Os resultados com relacdo a
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absorcdo foram melhores com a gordura submetida apenas a liposucgdo. Os autores
justificaram o achado sugerindo a ocorréncia da perda do suporte fibrovascular e o

dano as membranas celulares dos adipocitos.

Acredita-se que a baixa taxa metabolica e a ultra-estrutura composta
principalmente por fibrécitos e matriz extracelular de colageno, séo as responsaveis
principais da longevidade do enxerto de fascia muscular nas pregas vocais. Além
disso, permanece estavel mesmo em ambiente infectado como a cirurgia do ouvido

crénico (Reijonen et al., 2001).

A fascia muscular pode ser injetada lateralmente ao musculo vocal ou
transplantada em bloco para uma “bolsa” criada na lamina propria, e a opcdo da
técnica a ser usada, normalmente depende da etiologia da insuficiéncia glotica. As
técnicas de injecdo sdo utilizadas preferencialmente para casos de paralisia unilateral
de prega vocal enquanto o sulco vocal e as fibroses sdo as principais indicacdes do

implante de fascia (Rhikanen, 1998; Tsunoda et al., 1999).

Vale ressaltar que os enxertos tanto de gordura quanto de fascia foram
encontrados em todos 0s casos analisados no presente estudo, seja aos trés como aos
seis meses, fato que encontra opinifes semelhantes e contrarias na literatura. Duprat
et al. (2004) ao enxertar gordura em prega vocal de coelhos, ndo encontraram reacéo
inflamatéria tecidual aos trés meses, sugerindo que ndo deveria existir maior
reabsorcdo da mesma apds esse periodo. Woo et al. (1999), empregaram enxerto de

gordura em cdes, e em estudo histoldgico e estroboscépico, apds seis semanas,
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observaram a presenca de gordura viavel em todos os casos. Saccogna et al. (1997),
entretanto, dentre seis gatos submetidos a enxertia de gordura em prega vocal, ndo

identificaram a gordura viavel em dois animais, aos 6 e 12 meses.

Com relagdo a fascia muscular, Reijonen et al. (2001), em estudo em caes,
encontraram tecido vidvel apos 12 meses de enxertia de fascia lata em prega vocal,
sugerindo também que ndo existe absorcdo apos esse periodo. Em contrapartida,
Rodgers et al. (2001), apo6s injecdo de fascia lata em laringe de cdes, néo
identificaram a presenca do enxerto em nenhum caso, até doze meses do poés-

operatorio.

Duke et al. (2001) publicaram estudo comparando o rendimento final
e 0 processo inflamatorio entre os enxertos de fascia muscular e gordura em cdes, e
observaram que, ao final de trés meses, ndo houve diferenca significativa entre os
enxertos, embora ndo tenham apresentado grupos controle, ou metodologia
histomorfométrica de quantificacdo do processo inflamatorio. Os achados do
presente trabalho ndo mostraram aumento do colageno entre 3 e 6 meses, em nenhum
grupo (G, F e C) o que sugere que ap0s 0 terceiro més o processo cicatricial,
decorrente da presenca do enxerto, se estabilize e que a alteracdo fibrdtica, se

ocorrer, seja minima.
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5.5 Arranjo das fibras coldgenas

Kriesel et al. (2003) afirmam que o arranjo anormal das fibras do colageno

caracteriza o desenvolvimento de uma cicatriz ou fibrose.

No estudo aqui desenvolvido, foi observado que este desarranjo, peri-enxerto e
no mausculo tireoaritendideo adjacente, foi freqliente quando comparado com a
distribuicdo desse colageno no grupo controle, que ndo mostrou alteragdo no padréao
de distribuicdo do mesmo na lamina propria e no tecido muscular. Essa alteracédo foi
muito mais identificada nos grupos submetidos a enxerto de gordura, caracterizada
por desarranjo em que se formaram varios blocos envoltos, principalmente, por
colageno tipo 1. Nos grupos submetidos a enxertia de fascia muscular, tanto com trés

quanto com seis meses de evolucdo, a distribui¢éo foi fusiforme e mais compacta.

A distribuicdo dos blocos da fascia muscular sugere a mesma age, no
movimento muco-ondulatorio, como um bloco Unico na vibragdo. A gordura, com
suas “ilhas” envoltas por colageno, parece que forma pequenas unidades e pode
contribuir para uma desorganizagdo maior na lamina propria. Estudos que
compararem o padrdo vibratorio nesses dois tipos de enxerto poderdo elucidar o

impacto dessa relacdo entre enxerto e colageno.

De acordo com Isshiki et al. (1999), a fonagdo normal ocorre de acordo com

alguns pardmetros: area glotica sem fluxo de ar transglético (Ag0), pressdo
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subglética, rigidez das pregas vocais e coaptacao entre a parte superior e inferior das
bordas da prega vocal. Embora fatores que alteram as propriedades viscoelasticas da
lamina propria, especialmente de sua camada superficial, alteram significativamente
0 comportamento vibratério da propria prega vocal (Sataloff et al., 1997). Na
literatura, alguns estudos clinicos em pacientes com alteracfes da lamina propria
relatam melhora nos padrdes vibratdrios das pregas vocais apds enxerto de gordura
(Sataloff et al., 1997; Duprat et al., 2001), e de fascia muscular (Tsunoda et al.,
1999). Mesmo com o provavel prejuizo cicatricial na lamina propria, portanto, a
provavel justificativa para esses achados clinicos € a melhora do fechamento glético

com reducdo do AgO.

Thibealt et al. (2002), em estudo histologico e reologico da cicatriz produzida
na lamina propria, ap6s manipulacdo cirurgica, encontraram menor densidade do
colageno associado a desorganizacao tecidual. O presente estudo faz uma avaliacéo
do processo cicatricial, ao comparar a regido de transi¢do entre a lamina propria e 0
musculo apos cirurgia com ou sem insercdo do enxerto. Foi encontrada densidade
maior de colageno na presenca do enxerto, além de desorganizacao tecidual mais
pronunciada. Estudos que possam comparar as propriedades reoldgicas das pregas
vocais (em situacdo normal, ap6s manipulacdo cirdrgica exclusiva e apds
manipulacdo cirurgica e enxertia), poderdo elucidar o impacto deste padrdo de

distribuicéo do colédgeno e do enxerto nas pregas vocais.
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6 CONCLUSAO

Este estudo permite concluir que:

- A fascia lata foi envolvida como uma peca Unica com colageno
distribuido em fuso, contornando-a. Na gordura, o colageno a envolveu
em varios blocos distintos, como se fossem unidades independentes,
tendo uma distribuicdo em “rede”. No grupo controle, ndo foi observada
alteracdo no padrédo de distribuicdo do coldgeno na lamina prépria e no

tecido muscular.

- A enxertia de gordura e fascia lata na prega vocal de coelho promoveu
maior deposi¢do de colageno do que no grupo controle, e é mais

exuberante no enxerto de gordura.
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ANEXO A

HOSPITAL DAS CLINICAS

DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
CAIXA POSTAL, 8091 — SAO PAULO - BRASIL

DIRETORIA CLINICA

Comissdo de Etica para Anadlise de Projetos de Pesquisa

APROVALAO

A Comissdo 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 25.04.02, APROVOU o Protocolo de Pesquisa' n°
200/02, intitulado: "Implante de fdscia lata na prega vocal de
coelho - Estudo experimental da vibragdo das pregas vocais através
da videoquimeografia“, apresentado pelo Departamento de

OFTALMOLOGIA E OTORRINOLARINGOLOGIA.

Pesquisador (a) Responsdvel: PROF. DR. LUIZ UBIRAJARA SENNES
Pesquisador(a) Executante: DR. CHRISTIANO DE GIACOMO
CARNEIRO

CAPPesq, 25 de Abril de 2002.

PROF. DR. JORGE KALIL FILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de. Pesquisa
OBSERVACAQ: Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ¢ CAPPesq, os
relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugcdo do Conselho Nacional de
Satide n°196, de 10.10.1996, inciso IX2, letra "c”).
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ANEXO B

LEITURA DAS LAMINAS PARA O GRUPO G1
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Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl

Amostra
1
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PVD
0.31
0.17
0.29
0.36
0.31
0.30
0.36
0.21
0.28
0.35
0.29
0.28
0.23
0.39
0.21
0.38
0.42
0.28
0.35
0.30
0.27
0.27
0.25
0.25
0.37
0.30
0.29
0.38
0.37
0.30
0.35
0.26
0.21
0.19
0.31
0.29
0.35
0.28
0.29
0.38
0.31
0.34
0.31
0.21

Controle
0.05
0.07
0.08
0.08
0.06

0.09
0.07
0.05
0.06
0.09

0.10
0.08
0.06
0.09
0.08

0.05
0.06
0.04
0.10
0.09
0.08
0.06
0.05
0.10
0.10
0.05
0.07
0.07
0.06
0.05
0.08
0.06
0.07
0.07
0.07
0.10
0.07
0.09
0.08
0.07

Lamina A: amostras 1 a 6

Lamina B:

Lamina C:

Lamina D:

Lamina E:

Lamina F:

Lamina G:

Lamina H:

amostras 7 a 12

amostras 13 a 19

amostras 20 a 24

amostras 25 a 29

amostras 30 a 34

amostras 35 a 39

amostras 40 a 45
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Gl
Gl
Gl
G1
G1
G1
G1
Gl
Gl
Gl
Gl
G1
G1
G1
G1
Gl
Gl
Gl
Gl
G1
G1
G1
G1
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
G1
G1
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
G1
G1
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
G1
G1
Gl

45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
03
94
95
96

0.32
0.29
0.33
0.28
0.29
0.27
0.36
0.24
0.23
0.37
0.30
0.30
0.28
0.27
0.26
0.25
0.37
0.33
0.27
0.28
0.23
0.29
0.33
0.27
0.21
0.33
0.26
0.35
0.26
0.26
0.25
0.27
0.22
0.26
0.34
0.25
0.30
0.25
0.36
0.26
0.37
0.2
0.36
0.25
0.31
0.27
0.24
0.35
0.31
0.24
0.28
0.34

0.06
0.05
0.08
0.07
0.07
0.06
0.08
0.06
0.07
0.06

0.08
0.06
0.07
0.07
0.07
0.05
0.08
0.06
0.07
0.06
0.07
0.07
0.08
0.05
0.07

0.08
0.05
0.06
0.07
0.07
0.07
0.08
0.08
0.05
0.06
0.07
0.06
0.06
0.06
0.07

0.08
0.05
0.06
0.07
0.07
0.06
0.07

Lamina |: amostras 46 a 50

Lamina J: amostras 51 a 56

Lamina K: amostras 57 a 61

Lamina L: amostra 62 a 66

Lamina M: amostras 67 a 73

Lamina N: amostras 74 a 78

Lamina O: amostras 79 a 83

Lamina P: amostras 84 a 89

Lamina Q: amostras 90 a 94
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97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118

0.16
0.15
0.45
0.41
0.36
0.23
0.27
0.14
0.4
0.34
0.26
0.33
0.31
0.27
0.3
0.33
0.31
0.34
0.22
0.21
0.26
0.27

0.08
0.09
0.06

0.08
0.06
0.06
0.06
0.05
0.08
0.05
0.06
0.07
0.07

0.07
0.06
0.08
0.06
0.07

Lamina R: amostras 95 a 100

Lamina S: amostras 101 a 105

Lamina T: amostras 106 a 111

Lamina U: amostras 112 a 117

LEITURA DAS LAMINAS PARA O GRUPO F1

Grupo
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1

Amostra
1
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Pvd
0.17
0.21
0.17
0.15
0.16
0.28
0.28
0.21
0.14
0.17
0.16
0.2
0.18
0.18
0.2
0.17
0.18
0.2
0.25
0.26
0.19
0.16
0.19

controle

0.07
0.06
0.07
0.05
0.08

0.06
0.07
0.08
0.07
0.06

0.08
0.06
0.08
0.06
0.07

0.06
0.07
0.07

Lamina 1: amostras 1 a 7

Lamina 2: amostras 8 a 13

Lamina 3: amostras 14 a 20

Lamina 4: amostras 21 a 27
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F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

0.16
0.21
0.18
0.19
0.2
0.18
0.15
0.2
0.18
0.2
0.18
0.19
0.18
0.18
0.19
0.21
0.2
0.19
0.2
0.18
0.17
0.2
0.18
0.19
0.24
0.14
0.21
0.24
0.13
0.22
0.22
0.17
0.18
0.15
0.21
0.17
0.21
0.18
0.19
0.17
0.16
0.13
0.23
0.17
0.29
0.16
0.17
0.18
0.29
0.2
0.13
0.21

0.08
0.08

0.06
0.07
0.07
0.08
0.07
0.06
0.08
0.09
0.05
0.06
0.06
0.06
0.06
0.07
0.07

0.05
0.08
0.07
0.08
0.06

0.06
0.05
0.09
0.07
0.06
0.05
0.07
0.07
0.05
0.07

0.05
0.06
0.07
0.08
0.07

0.06
0.07
0.07
0.06
0.07
0.06
0.07
0.07

Lamiana 5: amostra 28 a 33

Lamina 6: amostras 34 a 39
3a37

Lamina 7: amostra 40 a 44
38a43

Lamina 8:amostras 44 a 49

Lamina 9: amostras 50 a 54

Lamina 10: amostras 55 a 59
55 a 60

Lamina 11: amostras 61 a 65
61 a 67

Lamina 12: amostras 68 a 72
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F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1

76
1
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

0.2
0.18
0.17
0.17
0.15
0.18
0.16
0.17
0.26
0.29
0.13
0.16
0.17
0.11
0.24
0.25
0.15
0.16
0.17
0.18
0.17
0.16
0.18
0.18
0.26
0.25
0.16
0.15
0.17
0.27
0.16
0.17
0.18
0.15
0.19
0.16
0.26
0.16
0.15
0.18
0.24
0.18
0.19
0.19
0.17
0.18

0.07
0.06
0.05
0.07
0.08
0.06
0.07

0.06
0.05
0.07
0.08
0.07

0.05
0.06
0.07
0.08
0.07
0.05
0.06
0.08
0.07
0.08
0.07
0.06
0.07
0.06
0.05

0.05
0.06
0.07
0.05
0.07

0.07
0.07
0.06
0.07
0.08
0.06
0.07
0.07
0.06
0.06

Lamina 13:

Lamina 14:

Lamina 15:

Lamina 16:

Lamina 17:

Ldmina 18:

00 a 105

Lamina 19:

06-111

Lamina 20:

Ldmina 21:

amostras 73 a 77

amostras 78 a 83

amostras 84 a 89

amostra 90 a 94

amostra 95 a 99

amostra 100 a 106

amostra 107-111

amostra 112-116

amostra 117-121
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ANEXO C

LEITURA DAS LAMINAS PARA O GRUPO G2

Grupo
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2

Amostra
1
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PVD
0.31
0.24
0.24
0.26
0.3
0.27
0.30
0.26
0.23
0.27
0.27
0.27
0.32
0.23
0.30
0.24
0.25
0.24
0.25
0.25
0.26
0.26
0.28
0.27
0.32
0.29
0.25
0.23
0.29
0.24
0.30
0.23
0.29
0.22
0.34
0.20
0.30
0.31
0.24
0.24
0.26
0.32
0.25
0.25
0.26
0.26

controle

0.07
0.06
0.06
0.08
0.07

0.07
0.08
0.08
0.07
0.06
0.05
0.06
0.07
0.06
0.08

0.07
0.06
0.07
0.06
0.05
0.08
0.05
0.06
0.05
0.07

0.08
0.09
0.05
0.07
0.06
0.08
0.05
0.08
0.07
0.06

0.05
0.08
0.07
0.06
0.06

Lamina 1:

Lamina 2:

Lamina 3:

Lamina 4:

Lamina 5:

Lamina 6:

Lamina 7:

Lamina 8:

amostras 1 a 6

amostras 7 a 11

amostras 12 a 19

amostras 20 a 24

amostras 25 a 30

amostras 31 a 35

amostras 36 a 41

amostras 42 a 48
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G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2

47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98

0.27
0.21
0.23
0.25
0.30
0.25
0.25
0.27
0.33
0.23
0.34
0.26
0.27
0.30
0.26
0.23
0.34
0.24
0.25
0.25
0.31
0.33
0.33
0.21
0.34
0.27
0.24
0.31
0.31
0.26
0.27
0.29
0.31
0.24
0.29
0.27
0.29
0.27
0.22
0.32
0.33
0.31
0.21
0.26
0.27
0.34
0.33
0.32
0.31
0.24
0.20
0.25

0.07
0.07
0.07
0.06
0.07
0.08
0.09
0.07
0.08
0.06
0.05
0.06
0.07
0.08
0.07

0.06
0.06
0.05
0.05
0.06
0.06
0.07
0.06
0.07
0.06

0.08
0.05
0.04
0.05
0.06
0.06
0.08
0.06
0.05
0.06
0.05
0.05
0.07
0.06
0.07
0.06
0.08
0.07
0.06
0.07
0.05

Lamina 9: amostras 49 a 53

Lamina 10:

Lamina 11:

Lamina 12:

Lamina 13:

Lamina 14:

Lamina 15:

Lamina 16:

Lamina 17:

amostras 54 a 58

amostras 59 a 65

amostras 66 a 70

amostras 71 a 77

amostras 78 a 82

amostras 83 a 87

amostras 88 a 92

amostras 93 a97
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G2 99 0.30 0.07
G2 100 0.22 0.07
G2 101 0.26 0.06
G2 102 0.26 0.08 Lamina 18: amostras 98 a 106
G2 103 0.27
G2 104 0.28
G2 105 0.28
G2 106 0.27
G2 107 0.27 0.08
G2 108 0.26 0.06
G2 109 0.27 0.06 Lamina 19: amostras 107 a 113
G2 110 0.27 0.06
G2 111 0.27 0.07
G2 112 0.23
G2 113 0.30
G2 114 0.26 0.08
G2 115 0.27 0.06
G2 116 0.28 0.05 Lamina 20: amostras 114 a 118
G2 117 0.26 0.07
G2 118 0.27 0.07
LEITURA DAS LAMINAS PARA O GRUPO F2
Grupo Amostra PVD controle
F2 1 0.16 0.07
F2 2 0.14 0.06
F2 3 0.22 0.06
F2 4 0.22 0.08 Lamina A: amostras 1 a 7
F2 5 0.16 0.08
F2 6 0.20
F2 7 0.20
F2 8 0.19 0.07
F2 9 0.17 0.07
F2 10 0.19 0.07 Lamina B: amostras 8 a 12
F2 11 0.16 0.09
F2 12 0.17 0.05
F2 13 0.16 0.06
F2 14 0.19 0.07
F2 15 0.15 0.06 Lamina C: amostras 13 a 17
F2 16 0.20 0.08
F2 17 0.18 0.08
F2 18 0.16 0.07
F2 19 0.20 0.07 Lamina D: amostras 18 a 24
F2 20 0.17 0.09
F2 21 0.17 0.06
F2 22 0.19 0.07
F2 23 0.21
F2 24 0.15
F2 25 0.26 0.08
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F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2

26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

0.24
0.13
0.15
0.17
0.16
0.18
0.22
0.21
0.14
0.17
0.15
0.16
0.15
0.18
0.15
0.19
0.16
0.19
0.17
0.16
0.18
0.19
0.16
0.20
0.16
0.17
0.16
0.19
0.17
0.18
0.17
0.18
0.16
0.17
0.17
0.18
0.16
0.15
0.18
0.17
0.17
0.17
0.22
0.13
0.15
0.19
0.16
0.17
0.18
0.17
0.16
0.16

0.07
0.06
0.07
0.07

0.09
0.05
0.07
0.06
0.08
0.07
0.08
0.07
0.06
0.07
0.07
0.08
0.07
0.06
0.06
0.08
0.08
0.07
0.07
0.07

0.09
0.07
0.08
0.06
0.07

0.07
0.08
0.07
0.06
0.07
0.07
0.07
0.07
0.06
0.07

0.06
0.07
0.06
0.08
0.06

Lamina E: amostras 25 a 31

Lamina F: amostras 32 a 36

Lamina G:amostras 37 a 41

Lamina H: amostras 42 a 46

Lamina |: amostras 47 a 54

Lamina J: amostras 55 a 60

Lamina K: amostras 61 a 65

Lamina L: amostras 66 a 72

Lamina M: amostras 73 a 77
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F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2
F2

78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118

0.17
0.17
0.16
0.21
0.21
0.14
0.16
0.19
0.17
0.21
0.17
0.22
0.19
0.19
0.18
0.17
0.21
0.23
0.16
0.16
0.17
0.19
0.16
0.16
0.19
0.16
0.18
0.18
0.17
0.16
0.17
0.20
0.15
0.17
0.18
0.15
0.16
0.19
0.16
0.21
0.12

0.08
0.08
0.08
0.07
0.06

0.08
0.06
0.07
0.06
0.08
0.08
0.07
0.06
0.07
0.09

0.09
0.07
0.05
0.07
0.07
0.06
0.08
0.08
0.07
0.07
0.07
0.08
0.06
0.06
0.09
0.07
0.08
0.07
0.08
0.06

Lamina N: amostras 78 a 83

Lamina O: amostras 84 a 88

Lamina P: amostras 89 a 95

Lamina Q: amostras 96 a 100

Lamina R: amostras 101 a 105

Lamina S: amostras 106 a 110

Lamina T: amostras 111 a 118
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ANEXO D

EVOLUCAO POS-OPERATORIA DOS DIFERENTES GRUPOS DE
COELHOS QUE RECEBERAM ENXERTOS DE FASCIA LATAE
GORDURA NA PREGA VOCAL.

Pos-
Grupo Coelho  Massa () Enxerto operatério Intercorréncia
(dias)

3 2600
4 2700

G1 2 5888 Gordura 90 Nao
30 2800
31 2900
7 3000
9 2700

F1 %; gfgg Fascia 90 Nao
33 2700
34 3200
15 3000
16 3200

G2 g 2188 Gordura 180 N0
24 2900
26 2900
13 2800
14 3200

F2 ég 3888 Fascia 180 Nao
28 2800
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