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Resumo

RESUMO

Alteragdes benignas das pregas vocais sdo causas importantes de disfonia e compreendem
parte significativa dos casos atendidos pelo otorrinolaringologista na pratica didria. Nas ultimas
décadas diversas técnicas foram descritas para o tratamento cirurgico destas lesdes, com sucesso
variavel. Para uma excelente qualidade vocal ¢ necessaria a preservacdo do complexo movimento
ondulatorio da superficie das pregas vocais. A presenga de cicatriz nas pregas vocais pode
comprometer o resultado da cirurgia e constitui hoje um dos principais desafios da fonocirurgia.
Existem inimeros tratamentos das cicatrizes das pregas vocais e, ainda hoje, com resultados bastante
insatisfatorios. Diversos autores tém estudado o processo cicatricial procurando meios de intervir
para interromper a producao de substancias que alterem definitivamente as propriedades vibratorias
das pregas vocais. Laringologistas com grandes séries de pacientes tratados cirurgicamente
descrevem resultados excelentes com uma ou outra variacao de suas técnicas cirurgicas. Faltam, no
entanto, estudos controlados que confirmem o melhor efeito de uma técnica sobre outra. Relatos
clinicos tendem a favorecer uma ou outra técnica conforme a experiéncia e formagao do cirurgido,
disponibilidade de material e instrumental cirurgico. Existem divergéncias quanto a necessidade de
fechamento da incisdao por meio de sutura, utilizagdo de cola de fibrina ou permitir que a
reepitelizagdo ocorra por segunda intengdo. Objetivo: Comparar os aspectos cicatriciais resultantes
da técnica de microflap das pregas vocais quando utilizadas cola de fibrina, sutura e cicatrizagcao por
segunda inten¢do. Material e Métodos: Realizou-se estudo experimental em coelhos comparando as
técnicas: microflap, microflap e seu fechamento com sutura e microflap e seu fechamento com cola
de fibrina com o objetivo de avaliar os efeitos de cada técnica na cicatrizacao das pregas vocais. A
cicatrizagdo foi avaliada histologicamente em trés tempos pds-operatorios: sete dias, trinta dias e trés
meses. Avaliou-se a concentracdo de colageno, presenga de células inflamatodrias, espessuras do
epitélio e da lamina propria. Resultados: As trés técnicas provocaram um aumento significativo na
concentracdo de colageno em comparacao com grupo controle normal, ndo operado. A cicatrizagao
por segunda intengdo provocou menor concentracdo de coldgeno aos 90 dias. Todas as técnicas
apresentaram aumento significativo da espessura epitelial uma semana apo6s as intervengoes. O grupo
submetido a sutura atingiu niveis semelhantes ao do grupo controle apds 90 dias. Apds sete dias a
espessura da lamina prépria obteve valores proximos aos normais com todas as técnicas. Apos 90

dias apenas o grupo submetido a confec¢do do microflap e uso de cola manteve espessura
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semelhante ao grupo controle, todos os outros tiveram uma significativa redu¢ao da espessura. O
numero de células inflamatorias aumentou significativamente com todas as técnicas exceto nas
pregas vocais submetidas a microflap e cola apds 30 dias e, também, nas pregas vocais submetidas a
microflap e sutura apos 90 dias. Conclusdo: Apesar do uso da cola de fibrina e suturas em
microfonocirurgia serem seguros e resultar em bons resultados conforme relatados por outros

autores, ainda nao ha evidéncia cientifica que justifique seu uso.



Abstract

ABSTRACT.

Benign lesions of the vocal cords are an important cause of dysphonia and represent a significant
number of patients attended by the otolaryngologist specialist. Several techniques have been
described for the surgical treatment of these lesions with variable outcome. Satisfactory vocal quality
is imperative when considering a good or bad surgical outcome. To achieve satisfactory vocal quality
the complex vibratory movement of the vocal folds must be preserved and kept at its best. Scarring
of the vocal folds may compromise vocal outcome and this is the main challenge in
microphonosurgery nowadays. Several treatments have been described to solve the problem of scar
formation on the vocal folds. Nevertheless, satisfactory long-term vocal quality has been described
as quite disappointing. Studies have focused on the early stages of the scarring process of the vocal
cords and on the refinement of surgical techniques to prevent or minimize scar formation. There is, a
lack of studies comparing surgical techniques and their impact on scar formation. Clinical reports
tend to favor one or other technique but these vary depending on the surgeons personal experience
and training, instrumentation and material availability. There is a consensus on the need of maximum
preservation of the epithelium and superficial lamina propria and minimal exposure of vocal
ligament. On the other hand the need of microsuture or glue to cover the wound is controversial.
Objective: To compare scarring characteristics of microflap in vocal folds when left to heal by
second intention and when the defect was closed with sutures or fibrin glue. Material and methods:
A comparative experimental study comparing the microflap technique alone, microflap with
microsuture and microflap with fibrin glue was carried out. The experiments were performed out on
a rabbit model to evaluate the effects of each technique on vocal cord healing and scar formation.
Healing was evaluated histologically one week, 30 and 90 days after surgical intervention. Scar
formation was evaluated based on: collagen concentration, inflammatory cell infiltration, epithelium
and lamina propria thickness. Results: A significant increase in collagen concentration was observed
with all three techniques when compared to normal control vocal folds. Vocal folds submitted to
microflap alone presented the smallest values for collagen concentration at 90 days. Conclusion: All
techniques showed significant increase in epithelium thickness one week after the procedures. At 90
days epithelium thickness had decreased in all techniques but reached values similar to control vocal
folds only in the suture group. Lamina propria thickness was similar to the control group in all
groups after one week, after 90 days only the fibrin glue group was not significantly different from

the control group. Inflammatory cells where significantly increased in all groups except for the
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suture group at 90 days. Although the use of sutures and glue is safe and can produce good vocal
results as reported by experienced surgeons there remains to be no evidence consistently justifying

its use in microphonosurgery.
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Introducdo

INTRODUCAO

As propriedades vibratdrias das pregas vocais tém sido diretamente relacionadas a qualidade
e caracteristicas biomecanicas de sua lamina propria (LP). O objetivo da microfonocirurgia ¢
aproveitar os planos histoloégicos naturais da prega vocal para cuidadosamente remover a doenca
com rompimento minimo do mecanismo vibratorio (1). A técnica do microflap estd bem estabelecida
como método para o manejo cirurgico das alteracdes benignas das pregas vocais. Com esta técnica,
evita-se a dissec¢do do ligamento vocal e, assim, o processo inflamatorio e reacdo cicatricial €
minimizada (1,2). A LP das pregas vocais consiste em uma complexa estrutura estratificada em
camadas (3). A manutencao desta estratificagdo e, principalmente, das caracteristicas da chamada

r

cobertura das pregas vocais, que ¢ constituida por um epitélio de revestimento e pela camada
superficial da LP, ¢ essencial para que o movimento vibratorio produza uma qualidade vocal
satisfatoria (4). Isto porque o movimento vibratorio depende essencialmente de um deslizamento
desta cobertura sobre o chamado corpo da prega vocal, constituido pelas duas camadas mais
profundas da LP e pelo musculo vocal (4). A presenga de cicatriz na cobertura das pregas vocais
pode alterar este deslizamento e, consequentemente, o movimento vibratério. Cicatrizes e aderéncias
tém sido descritas como a maior causa de disfonia apos cirurgias envolvendo as pregas vocais € sao o
maior desafio terapéutico da laringologia na ultima década (5,6).

O tratamento das cicatrizes das pregas vocais pode ter dois enfoques: minimizar a reagao
cicatricial durante o ato cirargico e no periodo pds operatorio, visando reduzir o deposito de
substancias que causem o indesejado enrijecimento e fibrose da prega vocal ou tratar uma cicatriz ja
estabelecida e a insuficiéncia glotica secundaria. A segunda opg¢do ¢ motivo de utilizagdo e
desenvolvimento de inimeras técnicas ¢ uma diversidade de materiais para injecao e preenchimento
das pregas vocais na tentativa de restabelecer ao menos o volume da LP e reduzir a incompeténcia
glotica. Nenhuma destas técnicas se mostrou, até hoje, completamente satisfatoria no que se refere a
manuten¢do de qualidade vocal boa e duradoura (7). Allen, em 2010 (8), enfatizou a vantagem do
desenvolvimento de técnicas preventivas no tratamento das cicatrizes das pregas vocais. Mortensen
(9) enfatizou o fato de que, uma vez presente, a fibrose e consequente cicatriz em um prega vocal
nao se desparecem e todos os métodos até¢ hoje desenvolvidos para isto mostraram efeito limitado.
Afirmou ainda que, enquanto ndo tenhamos um material disponivel para prevenir a formacao de
cicatriz ou outro que seja capaz de substituir a camada superficial da LP, este problema continuara

sem soluc¢ao.
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O termo “fonocirurgia” surgido na década de 60 refere-se a procedimentos cirirgicos para
manter, restaurar ou melhorar a qualidade vocal (10). Este tipo de cirurgia visa o tratamento de
lesdes benignas das pregas vocais como nddulos, polipos e cistos. Pacientes portadores deste tipo de
lesdo procuram auxilio médico em decorréncia de graus variados de disfonia que afetam sua vida
social e profissional. E inaceitavel, portanto, que uma cirurgia proposta para melhorar a qualidade
vocal ndo o faga e ainda possa levar a piora da disfonia, devido a substitui¢do da alteracao inicial por
uma cicatriz que nao possui as qualidades vibratorias e/ou viscoelasticas do tecido original. Da
década de 70 até¢ a década de 90 as técnicas cirargicas evoluiram baseadas no principio de méxima
preservacao da cobertura mucosa das pregas vocais e, menor trauma possivel a camada superficial da
LP. Técnicas que inicialmente preconizavam a ressec¢ao de lesdes benignas com o epitélio
subjacente utilizando pingas do tipo saca-bocado, ou realizando uma desepitelizagdo de areas
extensas das pregas vocais, foram sendo substituidas por técnicas visando o maximo de preservacao
do epitélio de revestimento da prega vocal, ¢ a minima manipulagdo da camada superficial da LP
subjacente. Com esta filosofia Bouchayer e Cornut em 1992 (11), na Franca, e Courey et al. (1), em
1995 nos Estados Unidos da América descreveram o que denominaram de técnica do microflap. O
fundamento desta técnica esta na dissec¢ao de um retalho da cobertura mucosa da prega vocal para
atingir a lesdo e, a0 mesmo tempo, preservar sua cobertura que ira posteriormente, cobrir a area
cruenta facilitando e minimizando o processo cicatricial. Nos ultimos anos, diversos autores
defendem a realizagao de flaps ainda menores visando minimizar a desestruturacao da LP (12,13).

Com a evolugdo e o refinamento da instrumentacdo na microcirurgia de laringe, alguns
autores passaram a defender a necessidade de manter a cobertura de areas cruentas das pregas vocais,
anteriormente deixadas para cicatrizar por segunda intencdo. A manutenc¢ao da cobertura epitelial
evitaria a formagdo de exsudato fibrinoso e a retracdo cicatricial, o que impediria o retorno a
qualidade vibratéria normal (13). Os meios relatados para cobrir areas expostas de LP foram a
realizacdo de suturas e, alternativamente, o uso de cola de fibrina.

As suturas e o uso de cola de fibrina t€ém sido propostas para cobrir areas expostas de LP.
Considerando que a superficie das pregas vocais, diferente de outras superficies corporeas, estd em
constante movimentacao e submetida continuamente a traumas repetitivos, durante a emissao vocal e
mesmo durante fungdes fisioldgica primarias como degluti¢do, respiragao e protecdo de vias aéreas
(14). Dailey et al. (13) justificam que a cicatrizacao por segunda inten¢do, que ocorre quando areas

de LP superficial sao deixadas expostas, gera maior resposta inflamatoria. Woo et al. (14), em relato
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de 18 pacientes, descreveram excelentes resultados na avaliacdo subjetiva da qualidade vocal com a
realizagdo do microflap seguido do fechamento da incisdo com sutura, em estudo sem grupo
controle. Por outro lado, experimentos com laringes de coelho para estudo do processo cicatricial
apés trauma cirurgico demonstram que a cobertura epitelial, ou a reepitelizagdao, ¢ um dos eventos
mais precoces do processo cicatricial, mesmo apds amplas remog¢des do mesmo (15). Este ¢ o motivo
pelo qual outros autores defendem que defeitos no fechamento da ferida cirargica ou na
reepitelizagdo ndo seriam clinicamente relevantes na fonocirurgia. Outros autores desencorajam o
uso da sutura considerando a dificuldade de sua realizagdo em um campo cirirgico relativamente
estreito e de dificil acesso, como ¢ o das microcirurgias de laringe (16,17). No Unico estudo
experimental que compara os resultados da cicatrizagdo das pregas vocais em animais submetidos a
realizagao do microflap, com e sem sutura das bordas do retalho, os resultados favoreceram a técnica
com aproximacao das bordas do retalho com sutura (18).

A utilizacao da cola de fibrina poderia ser uma alternativa para atingir o resultado final ideal,
isto ¢, auséncia de areas desepitelizadas expostas e, ainda com a vantagem de acrescentar pouco
tempo ao ato cirargico, e ndo exigir habilidades especiais que requeiram um tempo de aprendizado.
O seu uso esta bastante disseminado entre os mais habilidosos laringologistas da atualidade,
baseados em impressdes clinicas, sem grupos controles ou qualquer método comparativo (17). Nao
encontrou-se na literatura relato de complicacdes no uso da cola de fibrina nas pregas vocais. A cola
de fibrina autologa ¢ amplamente utilizada em outros campos da otorrinolaringologia, como enxertia
de nervos, reconstrucdo de cadeia ossicular, membrana timpanica, conduto auditivo externo,
fechamento de fistulas liquoricas na base do cranio, entre outros. Em decorréncia da potencial
transmissao de doencas e reagdes imunes o seu uso nao ¢ permitido nos Estados Unidos. Na Europa,
onde sdo utilizados, ndo ha relatos destas intercorréncias (19). Segundo os seus fabricantes a cola de
fibrina ¢ completamente absorvida e ndo interfere com o processo de cicatrizagdo. Seu uso seria
benéfico no processo de cicatrizagdo por estimulacdo imediata dos fibroblastos (19). Analises
histoldgicas de pregas vocais animais submetidas a manipulacdo cirurgica e enxertia de gordura
mostram que, aparentemente, o processo de fibrinogénese ¢ induzido pela manipulacdo da prega
vocal e ndo pelo material enxertado (20). Por outro lado, Okamura ef al., (16) em 1987, em um dos
raros estudos experimentais, comparando técnicas fonocirargicas, relataram, em pregas vocais
caninas, maior proliferacdo de fibras colagenas e pior resultado no que diz respeito a vibragao

mucosa com a utilizacdo de cola de fibrina sob o retalho do microflap quando comparado com a
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realizagdo do microflap isoladamente. A utilizacdo empirica da cola de fibrina acrescenta custo
adicional consideravel ao procedimento cirurgico. Nao existem evidéncias até o momento de que o
seu custo-beneficio seja valido nas fonocirurgias.

O atual estudo teve por intuito dar sustentagdo as observagoes clinicas relatadas de maneira a
justificar a realizagdo de sutura ou a utilizacdo de cola de fibrina na técnica de microflap das pregas

vocais.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Comparar aspectos cicatriciais resultantes das cirurgias das pregas vocais em trés técnicas
distintas: confeccdo de microflap e seu fechamento com sutura, confec¢dao de microflap e seu
fechamento com cola de fibrina e confec¢do de microflap e cicatrizagdo por segunda intengdo.
Identificar a técnica que obtenha parametros histoldgicos mais proximos de uma prega vocal nao

operada.
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Objetivos Especificos

- Avaliar e comparar a intensidade do processo inflamatoério
- Avaliar e comparar a concentracao de colageno;
- Avaliar e comparar os efeitos na espessura do epitélio;

- Avaliar e comparar os efeitos na espessura da LP
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REVISAO DE LITERATURA

Hirano em 1974 (21), descreveu a estrutura basica da prega vocal humana como sendo
composta por musculo com ligamento vocal e a camada mucosa. Em 1975, o mesmo autor, em
revisdo sobre a histologia das pregas vocais dividiu a estrutura da prega vocal em cinco camadas:
epitélio, LP com suas camadas superficial, intermediaria e profunda e musculo vocal. (4). Em 1985
Hirano e Katita (4) formularam a teoria de corpo e cobertura onde a prega vocal estaria dividida em
trés regides: uma cobertura composta pelo epitélio e a camada superficial da LP, uma regido de
transi¢do, composta pelas camadas intermediaria e profunda da LP (ligamento vocal) e um “corpo”
formado pelo musculo vocal.

A qualidade vocal depende da integridade desta superficie vibratoria e da manutengdo de
suas caracteristicas biomecanicas e viscoelasticas. As propriedades biomecanicas das pregas vocais
sdo determinadas em grande parte pela relagdo entre densidade e organizacao dos componentes da
matriz extracelular (MEC) da LP (22). O conhecimento desta estratificacao e do conceito de corpo e

cobertura foi essencial para o desenvolvimento e refinamento das técnicas de microfonocirurgia.

O termo “fonocirurgia” estabelecido no inicio dos anos 1960 refere-se a procedimentos que
mantenham, restaurem ou melhorem a voz humana (10,23,24). Dentre as fonocirurgias, a
microfonocirurgia refere-se a procedimentos endoscOpicos das pregas vocais com auxilio do
microscopio. A microfonocirurgia € realizada para tratamento de lesdes benignas que acometem em
geral a camada superficial da LP e, algumas vezes, a cobertura epitelial. As técnicas de
microfonocirurgia envolvem invariavelmente a confeccdo de um retalho subepitelial para a
abordagem das lesdes na camada superficial da LP, preservando ao maximo a cobertura epitelial e
também a camada superficial da LP. Uma incisdo ¢ realizada no epitélio da superficie vestibular da
prega vocal, lateral a lesdo e paralela ao ventriculo. Um plano avascular na camada superficial da LP
¢ dissecado de forma a expor a lesdo e facilitar a identificagdo e preservacao do ligamento vocal. Ao
final do procedimento este retalho € reposicionado de forma a cobrir a LP e a area cruenta resultante
da remogao da lesdo. A cicatrizagdo por segunda inten¢do ocorre na maior parte das vezes de modo
satisfatorio através da migragao epitelial (1,25). No caso de remocao de lesdes mais extensas, podem
ocorrer defeitos de fechamento epitelial com exposicao de segmentos de LP, o que em teoria, poderia

levar a resultados cicatriciais piores e, consequentemente, a resultados vocais insatisfatorios.
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A manuten¢do da integridade da camada superficial da LP ¢ particularmente relevante na
escolha da técnica cirurgica (26). Tecidos com altas concentracdes de colageno e fibroblastos tem
um maior potencial para cicatrizagdo aberrante (5) e, por isso, as camadas mais profundas da LP
devem ser evitadas. Aderéncias da membrana basal epitelial ao ligamento vocal devido a nao
preservacao da LP, podem resultar em menor oscilagdo e enrijecimento da prega vocal (27). Todo
procedimento microfonocirargico produz lesdo tecidual, reagao inflamatodria e cicatricial secundarias
que irdo definir o resultado vocal (14).

A presenca de uma cicatriz nas pregas vocais ¢ a maior causa da persisténcia de disfonia
ap6s microfonocirurgia (28). Quando uma cicatriz se forma nas pregas vocais, a viscosidade e as
forgas de tensdo das pregas vocais se alteram, inibindo assim a progressao da onda mucosa através
da margem vibratéria da prega vocal. Estas alteragdes resultam em rouquidao, perda do controle
vocal e fadiga. At¢ o momento o tratamento para cicatrizes de pregas vocais € insatisfatorio. O
entendimento do processo de formagdo de cicatriz nas pregas vocais e, o efeito de variagdes e
refinamentos nas técnicas da microfonocirurgia na cicatrizagdo poderiam atuar na prevencao destas
cicatrizes.

A definicdo de cicatriz segundo Dicionario Médico Stedman (29) ¢ “substituicao de tecido
normal, destruido por trauma ou doenca, por tecido fibroso”. A literatura dermatoldgica ¢ rica na
descricdo dos processos cicatriciais da pele. O processo cicatricial pode ser descrito em fases:
hemostasia, inflamacao, reepitelizacdo, proliferacdo celular, deposi¢do de matriz, angiogénese e
retracdo cicatricial. Estas fases se sobrepdoem e sdo interdependentes sendo, portanto, dificil
distinguir onde termina uma e onde comeca a seguinte (15). Classicamente este processo ¢ descrito
da seguinte forma (30,31): a resposta inflamatodria € iniciada pela extravasamento dos componentes
do sangue com a lesdo vascular. O afluxo de células liberam numerosos mediadores quimicos,
citocinas e fatores de crescimento que recrutam neutréfilos, macrofagos, mondcitos para o sitio
injuriado. Os macrofagos limpam e desbridam a ferida e liberam numerosas citocinas adicionais que
aumentam a migracdo e proliferacdo de fibroblastos incluindo fator de crescimento derivado de
plaquetas, fator de crescimento de fibroblastos e fator B de transformagdao de fibroblastos. Os
macrofagos também liberam citocinas responsaveis pela formacao de tecido. A resposta inflamatoria
¢ necessaria ndo apenas para orquestrar as fases tardias da cicatrizagdo, mas também para assegurar
imunocompeténcia apos a lesdo. Em geral, cicatriz ¢ vista como tecido fibroso. Acredita-se que o

aumento de colageno ¢ a base da fibrose e, que a for¢a de uma cicatriz depende da sua concentracao
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de colageno, tanto o colageno recém sintetizado, reacional, quanto o coldgeno residual recrutado pelo
processo inflamatorio (32). O arranjo anormal de fibras coldgenas pode ser considerado
patognomonico de cicatriz (33). Na pele, entre trés e seis semanas apds a lesdo, ocorre o pico de
sintese do colageno, que se organiza em uma forma mais densa, em bandas ao longo das linhas de
tensao, eventualmente com formagao de reagdes cruzadas a partir de duas semanas até um ano apos a
lesdo inicial (33).

Na laringe, e mais especificamente nas pregas vocais, uma cicatriz promove déficit funcional
devido a perda da viscoelasticidade da mucosa, e de sua capacidade de modular o fluxo aéreo para
produzir fonte sonora glotica (5). A presenga de tecido cicatricial na por¢do membranosa da prega
vocal interrompe o movimento muco-ondulatorio pois altera as propriedades fisicas do tecido,
destruindo a interface entre corpo e cobertura da prega vocal (5). A estratificacdo da LP das pregas, e
a composi¢ao de sua MEC conferem a ela as caracteristicas necessarias para permitir movimentos de
deslizamento, periddicos e simétricos, resultando em emissdo vocal satisfatéria. A presenca de
cicatriz, sua localizacdo e extensao vai determinar o grau de disfonia (34). Clinicamente, uma
cicatriz nas pregas vocais pode resultar em voz soprosa, fraca e rouca, aspera e mesmo diplofonica
(5). A estroboscopia observa-se uma onda mucosa assimétrica, reduzida ou abolida, coaptacio
glotica incompleta, segmentos nao vibratorios € mecanismos de compensagdo secundarios como
hiperconstri¢ao de bandas vestibulares (5).

A LP da prega vocal humana ¢ composta por um componente celular e outro extracelular. Em
1981 Hirano (35) descreveu os componentes das camadas da LP: fibras coldgenas finas na camada
superficial, predominio de fibras elasticas entrelacadas com fibras coldgenas na camada
intermediaria, e fibras coldgenas mais densas na camada profunda. Benninger et al.(5) em 1996,
estudando a LP de pregas vocais normais de caddveres com hematoxilina-eosina (HE) e tricromico
de Massom observaram a camada superficial ou espago de Reinke contendo pequeno numero de
fibroblastos, contetdo relativamente alto de fibras reticulares e poucas fibras eléasticas e coldgenas.
Uma camada intermedidria, um pouco mais rica em matriz extracelular e fibras colagenas e
quantidade moderada de fibras elasticas e fibroblastos. A camada intermedidria se insinuava para
dentro da camada profunda, sendo dificil a distingdo entre as duas na maior parte das areas, no
entanto, a camada profunda aparentemente era constituida de uma acumulo denso de MEC com
muitas fibras elasticas e colagenas e uma quantidade intermediaria de fibroblastos. Ishii et al., em

1996 (36) realizaram estudo tridimensional do arranjo das fibras eldsticas e colagenas na prega vocal
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através de técnicas de digestdo seletiva para as fibras. Na camada superficial da LP, observaram
agrupamentos de fibras coldgenas e fibras elasticas finas de trajeto retilineo ou em espiral. Na
camada intermediaria encontraram fibras elasticas espessas e, fibras colagenas de trajeto longitudinal
a borda livre da prega vocal, além de finas fibras elasticas em espiral. Os espagos entre as fibras de
colageno foram descritos como amplos, e preenchidos pelas fibras elasticas espessas e abundantes.
Na camada profunda, encontraram feixes densos de fibras coldgenas e finas fibras elasticas em
espiral.

Buhler et al. em 2011 (37), estudaram a distribuicao de coldgeno em pregas vocais humanas
normais. O estudo analisou a distribuicdo de colageno tipo I e colageno tipo III em 20 laringes
adultas, sendo metade do género masculino ¢ metade do género feminino. A presenga de colageno
foi determinada através de reagdes imuno-histoquimicas. Confirmaram a maior concentracao de
colageno tipo I nas camadas mais superficiais da LP, logo abaixo da cobertura epitelial e também nas
camadas mais profundas da LP adjacente ao musculo vocal. O colageno tipo III foi observado em
maior concentra¢ao na camada profunda da LP.

Aparentemente apenas os componentes extracelulares teriam um papel determinante nas
caracteristicas biomecanicas, pois o componente celular na LP ¢ muito escasso (38). O tecido
extracelular, também chamado de MEC, contém duas familias de macromoléculas que fornecem um
“arcabouco” de sustentagdo para a LP: colagenos e elastinas e outras moléculas que preenchem o
espago no meio deste arcabougo compostos por glicoproteinas e proteglicanos (39). Os componentes
da MEC de maior interesse estudados na literatura referente aos processos cicatriciais sdo: colageno,
pro-coldgeno, elastina, acido hialurénico, decorina, fibromodulina e fibronectina (22,40,41).
Conceitos basicos desenvolvidos nas ultimas décadas de estudos sobre cicatrizacdo de pregas vocais
foram o recrutamento de fibroblastos e a produgdo de componentes da MEC em resposta a lesao das
pregas vocais (8).

O colageno ¢ o maior componente das pregas vocais humanas, representando 43% do total de
proteinas (42). Além disso, o colageno regula a migragdo celular e a remodelagao dos tecidos durante
o crescimento, diferenciagdo e cicatrizagdo. A densidade relativa de fibras coldgenas na LP de pregas
vocais humanas ¢ varidvel, com maior concentragdo nas camadas superficiais e profundas (42-44).
Colageno tipo I ¢ uma proteina fibrosa primaria do tecido conectivo e, ¢ o subtipo mais abundante de
colageno no corpo humano. Tem localizagdao preferencial nas pregas vocais humanas nas camadas

mais superficiais junto a membrana basal do epitélio e, na camada mais profunda da LP, junto ao
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ligamento vocal. Acredita-se, que seja ele o responsavel pela forga tensora durante a vibracao das
pregas vocais, mantendo a forma e contorno da prega vocal durante 0 movimento muco-ondulatorio
(45). Colageno tipo III ¢ o subtipo mais abundante e uniformemente distribuido na LP das pregas
vocais, cujo papel provavelmente estd relacionado a manutencdo das caracteristicas elasticas das
pregas vocais (45). Ele forma uma rede fibrosa que tem papel nos estagios iniciais da cicatrizagao.
Em estudos de imuno-histoquimica, colageno I e III juntos compreendem a maior parte do colageno
presente na LP das pregas vocais (42). Coladgeno tipo IV ¢ uma proteina ndo fibrosa, altamente
abundante na regido da membrana basal (45,46). Gray et al., em 1993 (47) realizaram trabalho de
revisdo sobre a estrutura molecular e celular da prega vocal humana. Os autores evidenciaram
colageno do tipo IV e VII na regido da membrana basal do epitélio. Na LP observaram predominio
do colageno tipo III.

Madruga de Melo et al. em 2003 (48) descreveram com o auxilio da coloragdao picrossirius
red uma estreita faixa de colageno tipo I na camada superficial da LP, camada intermediaria
composta de colageno tipo III e, na profundidade do musculo vocal bandas de colageno tipo I e III
entrelacadas no que o autor descreveu como aspecto tipo “cesta de vime”.

Zapater et al. em 2009 (49) estudaram bidpsias extraidas de 12 pregas vocais humanas
submetidas previamente a cordectomia com laser de CO; e/ou microdissec¢ao com cautério elétrico.
Bidpsias foram colhidas entre a 9* ¢ a 104" semana apds o procedimento por ocasido de outras
indicacdes clinicas. Tricromico de Massom foi a coloracdo escolhida para o estudo do grau de
colagenizagdo. Os autores classificaram histologicamente, de maneira subjetiva, o que chamaram de
grau de colagenizacdo do estroma: grau 1 sendo um baixo grau de colagenizacdao, com poucas fibras
colagenas e fibroblastos esparsos; grau 2 indicando um grau moderado de colagenizagdo e, grau 3
um alto grau de colagenizacdo, com numerosas fibras espessas de coldgeno em padrao
desorganizado. Classificaram ainda a colagenizagdo em superficial e profunda, conforme a regido da
LP descrita. Notaram que a colagenizacao se estendeu por todas as camadas da LP e consideraram
entdo, que esta representaria o estagio final de uma lesdo tecidual cronica nas pregas vocais, o que
ocorreu de 12 a 20 semanas apos o procedimento cirurgico nesta série. A limitacao deste estudo,
reportada inclusive pelos autores, foi a heterogeneidade das lesdes a que os sujeitos foram
submetidos e, a grande variacdao dos tempos de estudo histologico, devido ao fato de o estudo ter sido

realizado em humanos e envolver questoes éticas.
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Hirano et al. em 2009 (50) obtiveram biopsias de 10 pregas vocais humanas de trés a 13
meses apos cordectomia ou cordotomia. Estes autores concluiram que a variabilidade individual foi
muito grande no padrdo de cicatrizagdo das pregas vocais em humanos. Sugeriram ainda, que, em
lesdes que acometem as por¢des mais profundas da LP, ocorreu maior deposito de bandas de
colageno distribuidas em toda a LP, o que ndo ocorreu nas lesdes mais superficiais. Os autores
destacaram as limitacdes deste tipo de estudo em humanos, onde ndo se consegue padronizar o
tempo no estudo da cicatrizagdo e nem o tipo e extensdao da lesdo, parametros estes que podem ser
controlados nos estudos experimentais.

A resposta a lesao de mucosa da subglote foi descrita por Goldstein ef al. em 1998 (51), em
coelhos. Os autores estudaram a evolugao natural da cicatriz provocada na subglote de coelhos do dia
zero ao dia 21 apds lesdo. No primeiro dia, assim como em lesdes de pele, observaram a formagao de
um codagulo de fibrina. A reepitelizagdo da mucosa se iniciou no quinto dia e, no 14° dia, estava
completa. Fibroplasia e fibrose foram observadas na LP a partir do sétimo dia e até o 21° dia. Os
autores concluiram que seus achados, para a mucosa e LP, foram semelhantes aqueles descritos para
epiderme e derme, respectivamente. No entanto, as alteragdes epiteliais foram mais prolongadas na
via aérea.

Diversos modelos animais t€ém demonstrado que alteragdes na composi¢do da MEC (52) e
das proteinas intersticiais da LP das pregas vocais ocorrem como resultado da formagao de cicatriz.
Espessamento da LP (53), redugdo na quantidade de &cido hialurénico (41), aumento na densidade de
colageno e desorganizacao das fibras de colageno (52) e fibrina sdo algumas das alteragdes descritas.
A compreensdo dos processos biologicos que envolvem a cicatrizagdo e a fibrose pode levar ao
desenvolvimento de técnicas preventivas e intervencionais que modulem positivamente o processo
cicatricial.

Alguns estudos experimentais em animais avaliaram as fases agudas do processo cicatricial
em pregas vocais. Kurita et al. em 1983 (54) estudaram a LP de dez espécies diferentes, com o
objetivo de compara-las com a estrutura em camadas da prega vocal humana descrita por Hirano (3).
Foram estudados cinco laringes de cada animal: cdo, cavalo, macaco, porco, coelho, cobaia, boi, rato
e ovelha. Cortes histoldgicos transversais no ponto médio da por¢do membranosa foram corados com
HE, van Gieson, Azan e Weigert com o objetivo de avaliar as densidades de fibras coldgenas e
elasticas, bem como a espessura da mucosa. Com relagao aos coelhos, os autores observaram que, a

LP poderia ser dividida em duas camadas, uma superficial pobre em componentes fibrosos e outra

29



Revisdo de literatura

profunda densa em fibras eléasticas e coldgenas. Os autores descreveram a LP como fina e mais
rigida, o que poderia interferir em estudos de fonagdo. Concluiram que a prega vocal que mais se
assemelha estruturalmente com a humana dentre os animais investigados foi a dos porcos. No
entanto, os autores referem que esse fato ndo necessariamente representa que o porco seja o melhor
modelo experimental em estudos de fonagao.

Garrett et al.(55), em 2000 revisaram este assunto comparando laringes frescas ex vivo de
caes, macacos € porcos com trés laringes humanas de cadaver. Os autores realizaram elevacao de
microflap unilateral em trés laringes de cada animal e as submeteram a analise histoldgica com HE e
coloragdo pentacromica de Movat para realce dos componentes fibrosos. Submeteram ainda dois
caes e dois porcos a videoestroboscopia in vivo ap0Os a analise histologica ter concluido que o plano
do microflap na prega vocal dos macacos nao ¢ similar ao de pregas vocais humanas. Os autores
ainda compararam seus resultados com os encontrados por Kurita ef al. em 1983 (54) observando
que, estes autores descreveram a estratificagdo da prega vocal em caes em duas camadas, enquanto
que eles, em trés. Baseados nos seus achados da histologia do microflap, e da videoestroboscopia, os
autores concluiram que o cdo seria o animal mais apropriado para estudos laringeos, em especial, no
caso de lesdes benignas da laringe.

Como ja observado por Bless et al. em 2010 (34), a escolha do animal a ser utilizado nao se
baseia apenas nas suas caracteristicas fisicas, mas também em questdes praticas. Estas questdes
incluem o tamanho do animal, infraestrutura disponivel, custo de compra e manutengao dos animais
durante a pesquisa.

A utilizacdo de coelhos como modelo experimental no estudo da cicatrizacdo das pregas
vocais tem sido cada vez mais frequente nas ultimas décadas. Alguns autores relatam que a
similaridade histologica da prega vocal de coelhos com pregas vocais humanas ¢ maior do que a
similaridade de pregas vocais de caes com humanos. Aparentemente, coelhos tém o ligamento vocal
mais bem delimitado do que caes (20), os quais foram largamente utilizados como modelos de
cicatrizagdo das pregas vocais em anos passados. Hallén ef al. em 1996 (56) ja relataram que a
estrutura das pregas vocais dos coelhos ¢ semelhante a humana, apesar de a LP ser menos
desenvolvida. Hertegard et al., 2006 (53) descreveram a constituigdo da prega vocal normal do
coelho como sendo composta de uma LP amorfa sem fibras colagenas longitudinais visiveis.

Thibeault et al. em 2002 (22) criaram um modelo experimental em coelhos para estudos do

processo cicatricial das pregas vocais. Por via endolaringea realizaram biopsias com saca-bocado em
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uma das pregas vocais de 11 coelhos, para estudo da cicatrizagdo das pregas vocais apds dois meses.
O tricromico de Massom foi a coloragdao escolhida. Em comparagdo com pregas vocais normais
encontraram: redugdo e desorganizacao das fibras coldgenas, aumento no pro coldgeno e reducdo da
elastina acompanhando a rigidez tecidual. Nao houve diferenca estatistica nos niveis de acido
hialurénico entre os grupos. O achado mais notavel foi o aumento da rigidez tecidual apesar do
conteudo total de colageno ter diminuido o que, segundo os autores, indica que talvez o coladgeno nao
seja a unica proteina da MEC responsavel por determinar as caracteristicas viscoelasticas da prega
vocal.

Rousseau ef al. em 2003 (52) introduziram um modelo de lesao de pregas vocais em caes
removendo completamente a LP até o musculo vocal usando micro tesouras e pingas de laringe por
via endolaringea. A coloracdo Elastin-van Giesen foi utilizada para identificacdo de colageno e
elastina. Estes autores relataram aumento do proé coldgeno tipo I, dois meses apos a lesdo. Um
sistema de analise de imagens foi usado para medir a densidade de cada area corada. O colageno
encontrava-se desorganizado e aumentado seis meses apos a lesdo, enquanto que o prd colageno
havia diminuido. Os niveis de acido hialurénico e elastina encontravam-se iguais aos controles nao
operados.

Duprat et al., em 2004 (20) em experimento com coelhos submeteram os animais a
procedimento com confec¢ao de microflap bilateralmente e enxertia de gordura em um dos lados
através de laringofissura. Estudaram o processo inflamatdrio ocasionado pelos procedimentos em
trés tempos: uma semana, trés semanas ¢ trés meses. Avaliaram a intensidade do processo
inflamatério com HE, e a fibrinogénese com tricromico de Massom, de modo subjetivo,
estabelecendo quatro graus de ausente a intenso. Nao observaram diferenca entre as pregas vocais
submetidas a enxertia de gordura e as que foram submetidas apenas a confec¢ao do microflap em
nenhum dos tempos estudados, nem na intensidade do processo inflamatorio, nem na fibrinogénese
que na maior parte das pregas vocais foi ausente ou leve.

Hertegard et al. em 2006 (53), em estudo com 15 coelhos, submeteram 22 pregas vocais a
lesdes tipo biopsias de pregas vocais. Metade das pregas vocais foram tratadas com injeg¢des de acido
hialurénico e a outra metade foi submetida a injecao de solugao salina oito semanas apds as biopsias.
Oito pregas vocais foram usadas como controle. Onze semanas apos as inje¢des as pregas vocais
foram estudas com HE e van Gieson, onde foi observado espessamento da LP nas pregas vocais

lesadas quando comparadas com as do grupo controle, independente da injecao de acido hialurdnico.
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Branski et al. em 2005 (15) estudaram as reagdes cicatriciais agudas em um grupo de coelhos
submetidos a decorticagdo unilateral de pregas vocais por via endolaringea. Observaram completa
reepitelizag¢do ja no quinto dia ap6s injuria. Trés dias apos o procedimento notaram grande infiltrado
celular, uma combinagdo de células inflamatdrias e fibroblastos. Entre o quinto e o 21° dia apds lesdo
notaram aumento no depodsito de coladgeno, que ndo foi avaliado quantitativamente. Até o 21° dia a
LP ndo havia refeito a sua estrutura estratificada normal.

Ainda em 2006, Hertegard et al. (53), realizaram estudo para avaliar os efeitos da inje¢ao de
células tronco mesenquimais em pregas vocais de coelhos submetidas a cordectomia. Seu grupo
controle consistiu de pregas vocais submetidas a injecdo de solugdo salina e as alteragdes
histoldgicas foram observadas quatro semanas apds as lesdes. As pregas vocais com cicatriz nao
tratadas apresentaram acumulo de fibras tipo coldgeno, longitudinais na LP e maior concentragao de
colageno quando comparadas com grupo controle nao operado.

Ling et al., 2010 (57) descreveram a anatomia da prega vocal de ratos e as alteragdes agudas
na morfologia celular e densidade e distribuicdo apos lesdo unilateral das pregas vocais. Alteracdes
grosseiras foram descritas na LP e na composicao celular do epitélio sete dias apos a lesdo. A
reepitelizagdo e a normalizagdo da area e volume da mucosa ocorreu trés dias apds a lesdo. As
avaliacOes histologicas revelaram um recrutamento sequencial de células tipo neutréfilos, células
epiteliais e células tipo fibroblastos do primeiro ao quinto dia ap6s lesdo, sugerindo que as alteragdes
celulares antecedem as alteragdes funcionais e podem formar as bases para uma cicatrizacao
indesejavel.

Yamashita et al. em 2010 (58) estudaram grupos de ratos submetidos a cordectomia e
avaliados nos dias 1, 7, 14, 28, 42 e 56 apos as intervengdes. Realizaram estudos de imuno-
histoquimica para detec¢do de colageno tipo I, IIT e IV, prd coladgeno, elastina, decorina, fibronectina
e acido hialurénico. Observaram que, na prega vocal normal, todas as proteinas estiveram presentes,
enquanto pro colageno e coldgeno IV eram fracamente positivas. No primeiro dia apos a lesdo
descreveram um aumento de pré colageno, no 7° dia observaram picos maximos de coldgeno tipo I e
IV e um aumento do coldgeno tipo III e decorina. Elastina ndo apresentou variacao significativa nos
periodos estudados. Fibronectina apresentou aumento entre o primeiro e o 42° dia e 4cido hialurdénico
apresentou aumento do 1° ao 14° dia. Nas avalia¢des histoldgicas realizadas com HE observaram
uma LP simples nas pregas vocais normais. Nas pregas vocais submetidas a lesdo, no 1° dia

observou-se presenca de coagulo de fibrina, infiltrado inflamatorio e auséncia de epitélio. Ja no 7°
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dia observaram reepitelizagdo e no 28° dia uma LP contraida, com presenca de eosinéfilos denotando
o que chamaram de cicatriz madura.

Suehiro ef al. em 2012 (2) em estudo com 10 coelhos por via endolaringea com laringoscopia
de suspensao realizaram microflap unilateralmente nas pregas vocais de cinco animais € cinco
controles. Estudaram a espessura epitelial e a presenca de marcadores inflamatorios através de
imuno-histoquimica e PCR . Avaliaram os animais duas semanas apds a lesao inicial. Concluiram
que nao houve diferencas na espessura do epitélio nem na expressao genética de agentes fibrinoticos.

Rousseau et al. em 2004 (59), examinaram histologicamente e reologicamente as alteragdes
nas pregas vocais de coelhos com cicatrizes apos seis meses da lesdo. Verificaram que os niveis de
colageno estavam aumentados significativamente ¢ os de pr6 colageno diminuidos, comparaveis aos
niveis normais. A elastina estava reduzida e o 4cido hialuronico mantinha-se inalterado. A rigidez
das pregas vocais mantinha-se maior do que o normal. Sugeriram que, apds seis meses, a maturagao
do colageno estaria completa caracterizando uma cicatriz cronica ou madura. Achados similares
foram descritos em caes (52,60).

Apesar de nao haver estudos de incidéncia e prevaléncia de cicatriz em pregas vocais, Hirano
(50) sugere que este ¢ um dos grandes problemas ainda a serem solucionados no futuro.

Ainda em 1996, Benninger et al.(5), afirmavam que o melhor tratamento para uma cicatriz
nas pregas vocais ¢ a prevencao com escolha de técnicas microcirargicas adequadas. Em seu artigo
de revisdo sobre o tratamento de cicatrizes em pregas vocais, sugeriu que o uso de suturas com fio
absorvivel poderia reduzir o tempo de cicatrizagdo epitelial por segunda intengao.

Woo et al. em 1995 (14) baseado na observacdo de exames de estroboscopia apos
microfonocirurgia identificaram regides das pregas vocais com significativa reducao da amplitude
dos movimentos vibratorios ou mesmo auséncia destes movimentos. Os autores relataram 18
pacientes submetidos a microfonocirurgia realizando fechamento do microflap com suturas e
avaliaram a possibilidade de uma melhor cicatrizagdo. Descreveram como vantagens do fechamento
do microflap com sutura: redug¢ao do tamanho do defeito epitelial, promogao de cicatrizagdo primaria
da ferida, posicionamento da ferida cirargica longe da borda livre da prega vocal na superficie
vestibular da mesma e a aplicacdo de uma forga de tensdao local vantajosa durante o periodo de
reparagao em uma estrutura tdo dindmica. Observaram que, destes 18 pacientes, nenhum apresentou

piora da qualidade vocal apds o procedimento. Ao exame estroboscOpico todos os pacientes
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apresentaram movimentos muco-ondulatérios com amplitude preservada sugerindo bom resultado
cicatricial. Os autores ndo apresentaram, no entanto, grupo controle.

Tsunoda e Niimi em 2000 (61) detalharam a técnica de transplante de fascia para tratamento
de aderéncias das pregas vocais. Neste artigo, os autores relataram dois casos de insucesso sendo um
deles devido a extrusdo total do enxerto pelo microflap, sugerindo a necessidade de sutura apds o
implante de fascia. Estes autores descreveram ainda um instrumento denominado knot-pusher
(empurrador de nd) para facilitar a confec¢do da sutura.

Fleming et al., 2001 (18), no tnico estudo experimental histolégico com utilizagao de suturas
em microfonocirurgia aplicaram a técnica em quatro cdes tendo como controle a prega vocal
contralateral que foi submetida apenas a confeccdo do microflap. Observaram area cicatricial 75%
maior nas pregas vocais em que nao foi realizado o fechamento do retalho com sutura seis semanas
apés o procedimento. Suas avaliacdes histoldgicas foram realizadas com coloragdes com HE e
tricromico de Massom e as areas foram mensuradas quantitativamente com auxilio de um
micrometro acoplado ao microscopio Optico com aumento de 40X. Apesar da determinagao da area
da cicatriz ter sido realizada cegamente por um patologista, esta mensuracdo foi subjetiva. A
defini¢ao do que os autores estabeleceram como area de cicatriz foi descrita como: “fibroblastos
maduros, rolicos de formato alongado ou estrelados com estroma mixéide frouxo colagenoso com
poucas fibras elasticas”.

Nishiyama et al., 2001 (62) descreveram bons resultados com utilizagdo de sutura apds
implante de gordura e fiscia em pregas vocais para tratamento de sulco vocal. Observaram a
permanéncia do enxerto e também uma boa qualidade vocal pds operatoria.

Wang et al., 2008 (63) relataram em 61 pacientes submetidos a microfonocirurgia um menor
tempo de cicatrizacdo e menor recorréncia de lesoes além de melhora na qualidade vocal com a
utilizacao de suturas no fechamento do microflap.

Informalmente, intimeros laringologistas defendem o uso de microssuturas em
microfonocirurgia apesar da dificuldade técnica de sua execugdo levando a um maior tempo
cirtrgico e da necessidade de instrumental especifico (61,64). Tsuji et al., (64) publicaram uma
técnica de sutura em microcirurgia laringea dispensando a necessidade de um auxiliar. Pingas curvas
de uso habitual em microfonocirurgia foram utilizadas, no entanto, os autores também desenharam

uma pinga com curvatura maior apropriada para esta finalidade.
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Uma alternativa atraente a realizagdo de suturas seria a utilizagdo de cola para o fechamento
do microflap. O mecanismo de ag¢do da cola de fibrina ¢ baseado nas reagdes da cascata de
coagulagdo, cujo passo final ¢ a conversao de fibrinogénio em fibrina pela agdo da trombina, ¢ a
ligacdo dos mondmeros de fibrina em uma rede insoluvel. Bergel (65) originalmente descreveu a
fibrina como hemostatico em 1909. Em 1915, Lippencott utilizou a fibrina como hemostatico em
cirurgia cerebral (66). Em 1940, Young e Medawar (67) utilizaram o fibrinogénio como adesivo em
anastomose de nervos. Nesse periodo o fibrinogénio humano e a trombina comegaram a tornar-se
disponiveis em maiores quantidades através do processo de fracionamento do plasma. Em 1944,
Cronkite et al., (68) utilizaram o fibrinogénio pela primeira vez associado a trombina para fixagao de
enxertos de pele. A trombina bovina foi inicialmente comercializada na Europa, porém, a partir da
década de 70 a inativagdo viral da trombina humana permitiu seu uso na maioria dos selantes. Com o
refinamento dos métodos de producao o primeiro selante de fibrina foi langado na Europa em 1982.
Entretanto, a agencia reguladora norte americana Food and Drug Administration (FDA) nao aprovou
o produto em funcao do risco de transmissao de hepatite pelo plasma humano utilizado na producao
do fibrinogénio, apenas em 1998, a cola de fibrina foi aprovada pela FDA. As primeiras colas de
fibrina langadas na Europa foram o Tissucol® e o Beriplast HS®. Ambos contém dois componentes:
fibrinogénio humano liofilizado com fator XIII que ¢ reconstituido com antifibrinolitico (aprotinina)
e trombina bovina, reconstituida com solu¢ao de cloreto de calcio. A cola de fibrina tem sido
empregada em uma variedade de procedimentos cirtirgicos como adesivo e hemostatico e, mais
recentemente, como meio para liberacdo de medicamentos e em engenharia tecidual. Na &rea
cirtirgica, sua aplicagdo tem sido relatada por inumeras especialidades: craniomaxilofacial (69),
pléstica e estética (70), ortopedia (71), ocular (72), cabeca e pescoco (73), cardiaca e vascular (74),
neurocirurgia (75) e urologia (76).

Em otorrinolaringologia, relatos do uso de cola de fibrina podem ser encontrados desde 1979
por Staindl (77), que publicou sua experiéncia com a utilizagdo de cola nas miringoplastias,
fechamento de fistulas liquoricas, tonsilectomias em coagulopatas, laringectomias para prevencao de
fistulas e anastomoses do nervo facial. O autor concluiu que, indubitavelmente, outras aplicagdes
seriam encontradas para o uso da cola de fibrina em otorrinolaringologia, tanto para hemostasia

quanto para sintese tecidual.
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Trabalhos publicados relatando o uso da cola de fibrina especificamente nos procedimentos
microcirargicos de laringe sdo poucos, apesar do frequente relato informal de laringologistas que
utilizam esta técnica rotineiramente.

Pryor et al. (78) apresentaram no Annual Meeting of the American Academy of
Otolaryngology — Head and Neck Surgery Foundation em 2004 um trabalho comparando a cola de
fibrina com as técnicas de sutura convencionais para aproximagdo de retalhos mucosos em
microcirurgia laringea. Através de anélise de quadros e endoscopia digital, dois revisores avaliaram a
cicatrizagdo mucosa apos trés meses de seguimento. Os autores ndo encontraram diferengas na
cicatrizagdo, bem como nao houve complicagdes relacionadas ao uso da cola de fibrina.

Martin et al., 1981 (79) em trabalho experimental com procedimentos endolaringeos em caes
relataram excelentes resultados com bons resultados cicatriciais atribuidos as propriedades
hemostaticas da cola e a falta de irritabilidade e toxicidade dos tecidos.

Okamura et al., em 1987 (16), em um dos raros trabalhos experimentais compararam quatro
técnicas de microfonocirurgia em um modelo experimental com caes: bidpsia epitelial, confec¢ao de
microflap, biopsia epitelial com cobertura com enxerto de mucosa utilizando cola e confecgdo de
microflap com fechamento com utilizacdo de cola. Observaram apos seis meses que a composi¢ao
histoldgica do epitélio e da LP superficial foram mais semelhantes com o normal nos procedimentos
com enxerto de mucosa e cola e confec¢do de microflap sem cola. Foram utilizados neste estudo as
coloragdes HE e Azan para deteccdo de colageno. Sugeriram que o uso da cola em associacdo com o
microflap promoveu disturbios da cobertura epitelial e maior proliferagao de fibras colagenas na LP
superficial.

O uso clinico de cola de fibrina em microfonocirurgia tem sido descrito por diversos autores e
ainda relatado informalmente por muitos em comunicagdes pessoais.

Remacle et al. (17,80), entusiastas do uso de cola de fibrina, relataram em 2000 o tratamento
de um grupo de 45 pacientes com sulco vocal com uso de cola de fibrina cobrindo enxertos de
colageno introduzidos no microflap. Os autores descreveram bons resultados clinicos. Com
seguimento médio de cinco meses (um a 18 meses) observaram, em média, melhora nos parametros:
tempo maximo de fonagdo e analise espectrografica, bem como melhora na vibragdo a
laringoestroboscopia. Nao foram descritas complicagdes relacionadas ao uso da cola, nem tampouco

resultados cirtrgicos ruins relacionados ao uso da cola de fibrina.
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Scapini et al., 2011 (81) estudaram os efeitos da cola de fibrina aplicada para fixacdo de
enxerto de fascia em pregas vocais de coelhos. Estes efeitos foram estudados apés 7, 30 e 90 dias, a
mensuracao da concentracdo de colageno na cicatriz foi realizada utilizando o picrossirius red como
coloragdo. Os autores concluiram que apo6s 90 dias os niveis de concentracdo de coldgeno foram
significativamente maiores quando comparados aos lados submetidos a enxerto sem o uso de cola e
que, portanto, medidas tomadas no inicio do processo cicatricial ou durante o procedimento cirargico
como o uso de cola de fibrina podem interferir com a complexa interagao entre fibroblastos, células
inflamatorias e citocinas modulando todo o processo cicatricial.

Mais recentemente, 2012 Portes et al. (82) descreveram os efeitos da cola de fibrina aplicada
em cicatrizes de pregas vocais de suinos apos confeccdo de microflap. Relataram aumento na
concentracdo de coldgeno nas pregas vocais em que foi utilizada a cola de fibrina quando comparado
com a prega vocal contralateral submetida apenas ao microflap. Os autores relataram que este achado
apos trés meses do procedimento pode sugerir que a cola de fibrina tenha realmente um papel na

fibrinogénese da cicatriz em pregas vocais.
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MATERIAL E METODOS

Este estudo obteve aprovagdo do Comité de FEtica e Experimentagio Animal da
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP (processo 1378-1).

Recebeu fundo de auxilio a pesquisa da FAPESP (processo 2009/06918-4).

Os procedimentos foram todos realizados no Laboratorio de Laser do Nucleo de Medicina e

Cirurgia Experimental com auxilio de bidlogo treinado em experimentagao animal.

Animais de experimentagio

Foram utilizados 52 coelhos, da raga New Zealand, pesando entre 2,5Kg e 3,5Kg de ambos
0s géneros.

Os animais foram mantidos no biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental da Faculdade
de Ciéncias Médicas (FCM) da UNICAMP, em gaiolas com agua e racao “ad libitum”, desde o pos-
operatério imediato até o momento do sacrificio, de acordo com as normas do Comité de Etica

Animal da UNICAMP.

Formacgdo dos grupos de estudo

Inicialmente dois animais foram utilizados em estudo piloto a fim de padronizar e aprimorar a
técnica operatéria. Trés animais ndo operados, ou seja, seis pregas vocais compuseram o grupo
controle normal e foram submetidas aos mesmos cortes histoldgicos e coloragdes e a analise dos
mesmos parametros avaliados nos grupos submetidos as intervengdes. Ao longo do periodo de
experimentacdo houve cinco 6bitos de animais na primeira semana de pds operatorio em decorréncia
de possivel complicacao cirurgica.

Determinou-se a formagao de dois grupos de animais estudados em trés tempos distintos:

* Grupo A, constituido de 21 coelhos nos quais foi realizado microflap da porgao
membranosa da prega vocal direita e prega vocal esquerda. Ao final do procedimento
cola de fibrina foi aplicada sobre as bordas da incisdo na prega vocal direita.

* Grupo B, constituido de 21 coelhos nos quais foi realizado microflap da porgao
membranosa da prega vocal direita e prega vocal esquerda. Ao final do procedimento
as bordas da incisdo foram aproximadas com um ponto de sutura na prega vocal
direita.

O estudo histoldgico foi realizado em trés tempos: sete dias, 30 dias e 90 dias.
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Considerou-se como melhor resultado histolégico aquele em que os parametros avaliados mais se

assemelhavam ao de uma prega vocal normal, ndo operada.

Procedimentos cirurgicos

Apds 12 horas de jejum, os animais foram submetidos a anestesia geral intramuscular,
utilizando-se cloridrato de quetamina (Vetaset®, laboratorio Fort Dodge Saude Animal) na dose de
40mg/Kg e cloridrato de xilazina (Kensol®, laboratério Konig do Brasil) na dose de Smg/Kg e
mantidos em respiragdo espontanea. Apos a aplicagdo da anestesia intramuscular os animais foram
submetidos a tricotomia da regido cervical anterior e assepsia com solucdo iodada. Os coelhos foram
posicionados em decubito dorsal em um suporte em forma de canaleta, sobre a mesa cirurgica com
coxim sob as escapulas para extensdo do segmento cefalico e os quatro membros imobilizados.

O procedimento cirurgico foi realizado segundo os seguintes tempos:

a) Cervicotomia vertical na linha média com bisturi e ld&mina nimero 15 apos palpacdo e
identificacdo das cartilagens laringeas;
b) Dissec¢do romba dos planos musculares até adequada exposi¢cdo da cartilagem tiredidea e

cartilagem cricoidea (Figura 1);

cartilagem tiredidea

membrana cricotiredidea

cartilagem cricdidea

traquéia

Figura 1 — laringe exposta apos abertura da pele, subcutaneo e dissec¢do romba da musculatura
pré laringea. Vé-se cartilagem tire6idea, membrana cricotiredidea, musculos cricotiredideos,
cartilagem cricoidea e primeiros anéis traqueais.
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¢) Condrotomia vertical (laringofissura) na linha média da metade inferior da cartilagem

tiredidea até o limite inferior da membrana cricotiredidea (Figura 2);

cartilagem tiredidea

incisdo central

cartilagem cricoidea

traquéia

Figura 2 — incisdo vertical na por¢ao inferior da cartilagem tire6idea e membrana cricotire6idea.

d) Na borda inferior da cartilagem tiredidea, em cada lado da laringofissura, foi fixado um

fio de Prolene™ 4.0 para reparo e exposi¢do da regido endolaringea (Figura 3);

cartilagem tiredide
(limite superior)

cartilagem cricdide

traquéia

|

Figura 3 — pontos de reparo passados no limite inferior das
cartilagens tiredideas para exposicdo do intrdito laringeo.
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e)

g)

Hemostasia local foi realizada com algoddo embebido em epinefrina 1:1000, quando
necessario;

As pregas vocais foram identificadas sob microscopia com aumento de 16X com
microscopio cirtrgico marca DFVasconcelos (Brasil) e lente de 200mm. Incisdes foram
realizadas na superficie vestibular das pregas vocais, paralelas a borda livre da porg¢éo
membranosa das pregas vocais com estilete adaptado;

A partir das incisdes foram elevados microflaps em toda a extensdo da porcdo
membranosa de ambas as pregas vocais, com microdissector de ponta romba em forma de
“L” com angulagdo de 45° (Figuras 4 e 5). Os retalhos foram dissecados em plano
submucoso, tomando o extremo cuidado para ndo atingir a musculatura, observando-se
sempre o instrumental cirtirgico por transparéncia, e tendo como referéncia a borda livre

da prega vocal a partir do processo vocal,

processo vocal

comissura anterior

cartilagem tireoidea
reparada

microflap

membrana cricotiredidea

Figura 4 — visdo frontal através da laringofissura anterior com
dissec¢do de microflap em prega direita.
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Figura 5 — microdissector.

h) Em 21 animais (grupo A), aplicou-se cola de fibrina Tissucol® (Baxter, Immuno AG,
Vienna, Austria) sobre microflap confeccionado na prega vocal direita das pregas vocais.
Utilizou-se do kit: o fibrinogénio liofilizado, a aprotinina bovina, a trombina liofilizada de
500UI e o cloreto de sodio. A preparacao dos componentes foi facilitada pelo dispositivo
Fibrinotherm®;

1) Nos outros 21 animais (grupo B) as bordas do microflap foram suturados com um ponto
de fio polycryl® 8.0;-

j) Sutura da cartilagem tire6idea e da membrana cricotiredidea com um ou dois pontos de
Prolene™ 5.0, sem transfixar a cartilagem tiredidea;

k) Fechamento de tecido celular subcutaneo e pele com fio polycryl® 4.0 e fio Prolene™

4.0.

Os animais foram mantidos em gaiolas separadas e identificadas com a data do procedimento

e o0 grupo ao qual o animal pertencia.

Preparacao das laringes

Sete animais de cada grupo foram sacrificados apos sete dias do procedimento; sete animais
de cada grupo foram sacrificados apds 30 dias do procedimento e sete animais de cada grupo foram

sacrificados ap6s 90 dias do procedimento. Os animais foram sacrificados por inje¢ao intravenosa
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em “bolus” de 10ml de Tiopental sédico a 1% seguidos por Sml de KCIl a 19,1%. As laringes foram
excisadas através de incisdo cervical vertical mediana. Em seguida, foram fixadas durante 48 horas
em solucdo tamponada de formaldeido 5% e depois transferidas para recipientes com dlcool etilico
70%, identificados segundo o grupo ao qual o animal pertencia e segundo o tempo de estudo (7 dias,
30 dias ou 90 dias).

A preparagdo macroscopica das laringes foi realizada pela aluna sob supervisdo de patologista
do Departamento de Anatomia Patologica da FCM-Unicamp.

No intuito de facilitar a exposicdo e demarcacdo das pregas vocais, as laringes foram
seccionadas no plano axial no nivel das pregas vestibulares e o restante da por¢do supraglotica foi
desprezada. A face externa do lado direito das laringes foi marcada com tinta nanquim para
identificacdo dos lados direito e esquerdo.

Em seguida, as laringes foram abertas com incisdo vertical na linha média posterior (Figura
6) e a borda livre da por¢do membranosa das pregas vocais foi marcada com tinta nanquim para

facilitar sua posterior identificagdo microscopica nas laminas (Figura 6).

Figura 6 — visdo posterior da laringe aberta com exposi¢do das pregas vocais e aplica¢do nas bordas
da pregas vocais com pincel. Por¢des membranosas das pregas vocais marcadas com tinta nanquim
azul. A flecha preta indica o processo vocal da prega vocal esquerda.

Apds identificacdo das pregas vocais foi realizado um corte coronal no ponto médio da
por¢cdo membranosa das mesmas, de modo a transfixar ambas as pregas vocais. A por¢do anterior a
esta incisdo, contendo os dois lados da laringe, foi posicionada em céapsulas plasticas identificadas
segundo o tempo de evolucdo (1= 7 dias, 2=30 dias, 3=90 dias) e grupo ao qual o mesmo pertencia

(A= cola, B= sutura) e encaminhadas para processamento histolégico com inclusdo em parafina.
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Os blocos foram submetidos a cortes coronais por micrétomo, com profundidade de 4pm.
Apds a confecgdo da lamina, uma primeira lamina foi sempre corada com HE, e o patologista
responsavel pela analise das laminas verificava a presenca de artefatos e a eventual necessidade de
proceder a novo corte. Uma vez aprovada a lamina em HE, outra lamina era confeccionada com
corte consecutivo e corada com tricromico de Massom (Figura 7). Novamente o patologista
verificava a qualidade da lamina e a necessidade de proceder novo corte. Desta forma foram obtidas
pelo menos duas laminas para cada prega vocal, uma corada com HE e outra com tricromico de

Massom (Figura 7).

Figura 7 — exemplo de corte coronal através pregas vocais em uma das laringes: a) corada com HE e;
b) corada com tricromico de Massom. As setas pretas marcam as cartilagens tiredideas e a area
ovalada assinala a regido da borda livre das pregas vocais.

Para analise objetiva, procedeu-se ao escaneamento e digitalizacdo das laminas com uso do
scanner 3DHISTECH modelo Panoramic MIDI®. As laminas foram entdo visualizadas e analisadas
digitalmente pela pesquisadora, conforme descrito a seguir, com aumento de 200X utilizando-se os
programas Panoramic Viewer® (3DHISTECH) e Histoquant® (3DHISTECH).

Os reparos anatomicos utilizados para localizacdo das bordas livres das pregas vocais foram:
identificacdo da marcagdo com tinta nanquim feita na macroscopia; morfologia do musculo vocal
subjacente e seu segmento medial e a borda livre da prega vocal em seu ponto de maior convexidade.
Com o auxilio do programa Panoramic Viewer tragou-se uma linha perpendicular a borda livre das

pregas vocais nas laminas coradas com HE e tricromico de Masson e, com base nesta linha, foram
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feitas mensuracdes histologicas.

Avaliagdo histologica

1) Espessura do epitélio:

Foram realizadas trés medidas da espessura do epitélio: uma sobre a linha demarcada correspondente
ao ponto de maxima convexidade da borda livre da prega vocal, uma 100um no sentido cranial e
uma 100um no sentido caudal. A espessura foi considerada desde a base do epitélio, junto a

membrana basal, até o limite citoplasmatico da célula escamosa mais superficial (Figura 8).

2) Espessura da LP:

Trés medidas da espessura da LP foram feitas nos mesmos locais onde se mensurou o epitélio, sendo
considerada a espessura da LP desde a membrana basal do epitélio até o encontro da primeira fibra

muscular esquelética (Figura 8). A unidade utilizada foi micrémetro (um).

ol o
ey J
. 19535 pm
. a '.-

Figura 8 — 1amina do bordo livre de prega vocal corada com HE vista em aumento de 10X com as
medidas de espessura epitelial (linhas vermelhas) e as medidas de espessura de LP (linhas amarelas).
Em nanquim azul est4 a marcacao do bordo livre da prega vocal.
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3) Avaliacao objetiva da concentracdo de colageno e do processo inflamatério pela quantificacao da

densidade de nucleos celulares: Para avaliar areas semelhantes em todas as laringes em ambas as
pregas vocais foram selecionadas areas a partir da linha perpendicular supracitada nas laminas
coradas com tricromico de Masson. As areas foram delimitadas com auxilio do mouse sobre uma
moldura colada a tela do computador. Foram delimitadas até doze regides (quadrados) com areas
variando entre 2600um’ a 2900pum’, sendo seis superficiais, imediatamente abaixo da membrana
basal do epitélio, e seis profundas, localizados entre os quadrados superficiais e o0 musculo vocal. Em
cada regido, superficial e profunda, trés quadrados eram craniais a linha perpendicular e trés caudais
(Figura 9). As areas demarcadas foram submetidas a mensuragao objetiva da quantidade de colageno
e da quantidade de nucleos celulares através do programa Histoquant®. Este software faz a
mensuracao de areas com base na identificagdo de cores apds o estabelecimento de um padrao ou
“mascara”, testada em um ntmero significativo de areas e definidas como aceitaveis (Figuras 10 e
11). Estes padroes foram estabelecidos com o auxilio de um patologista experiente e testadas em
10% das laminas para verificacdo da confiabilidade da mensuracdo. O programa fez o célculo da area
demarcada e a sua relagdo em funcao da area total fornecendo assim a porcentagem de colageno na
area analisada. Para determinar a porcentagem de coldgeno presente na LP de uma prega vocal
realizou-se uma média das porcentagens encontradas em todas as areas demarcadas para aquela
prega vocal. Para determinar a porcentagem de células presentes e o que se chamou de “densidade
celular”, estabeleceu-se um padrao para identificacdo dos nucleos celulares da mesma forma descrita
previamente para o coldgeno, a partir da identificagdo de cores. Uma média das porcentagens de
nucleos celulares presentes em todas as areas demarcadas em uma prega vocal definiu a densidade

celular.
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Figura 9 — corte coronal de prega vocal corada com tricromico de Massom. A linha vermelha
continua demarca o ponto médio perpendicular ao ponto de convexidade maxima da prega vocal.
Areas quadradas em vermelho estdo demarcadas acima e abaixo desta linha: seis areas superficiais e

seis areas profundas. O cddigo alfanumérico sobre cada quadrado identifica o lado, grupo de estudo e
localizagdo (superficial e profunda) na LP.

Figura 10 — quantifica¢do de colageno de uma das areas demarcadas pelo programa Histoquant®
apos determinagdo de “padrdo”considerado adequado: a) area demarcada ainda sem a
quantificagdo e b) demarcagio das areas identificadas como colageno em amarelo.
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Figura 11 — quantificagdo de nucleos celulares pelo programa Histoquant® apos determinagdo de
“padrao”’considerado adequado: a) area demarcada ainda sem a quantificagdo e b) com a
auantificacdo em vermelho.

4) Avaliacdo subjetiva da densidade de células inflamatorias:

As laminas digitalizadas foram analisadas subjetivamente, por um patologista que ndo tinha acesso
aos objetivos dos experimentos realizados, com auxilio do programa de visualizagdo Panoramic
Viewer com aumento de até¢ 100X. Foi realizada a contagem do ntimero de células inflamatorias em
cada uma das areas demarcadas em cada prega vocal e calculada a média de células inflamatorias por

prega vocal.

Avaliagdo dos resultados

Inicialmente, cada grupo ou técnica cirurgica em cada tempo foi comparada com o grupo
controle normal, animais ndo submetidos ao procedimento. Considerou-se neste estudo, que a melhor
técnica seria aquela em que os resultados histologicos dos parametros estudados fossem mais
semelhantes aos de uma prega vocal normal.

Em seguida, foram comparadas as pregas vocais submetidas a procedimentos diferentes nos
mesmos animais. Compararam-se as pregas vocais direitas e esquerdas nos animais do grupo A e as
pregas vocais direitas e esquerdas nos animais do grupo B. Depois, no mesmo tempo de avaliagdo,
compararam-se as pregas vocais direitas do grupo A com as pregas vocais direitas do grupo B (em

animais diferentes).
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Avaliou-se ainda, para cada técnica, a evolugao dos parametros nos trés tempos estudados e
fez se a comparagdo entre os grupos: pregas vocais submetidas a microflap apenas, pregas vocais
submetidas a microflap com sutura e pregas vocais submetidas a microflap e cola de fibrina.

As concentracdes de colageno, medidas de espessura epitelial e LP e densidade celular foram
consideradas variaveis continuas e descritas pelos valores de média, desvio padrao, mediana, 1° e 3°
quartis e valores minimos ¢ maximos para cada grupo: controle normal, microflap, microflap com
cola de fibrina, microflap com sutura.

O teste de Shapiro-Wilk foi empregado para avaliar a aderéncia dos dados a distribui¢ao
normal.

Para comparacao dos grupos foram aplicados os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e
de Wilcoxon pareado para comparacdes de duas amostras independentes (pregas vocais em animais
diferentes) e dependentes (pregas vocais nos mesmos animais), respectivamente. O teste de Kruskal-
Wallis foi utilizado para comparacdes de trés amostras independentes, seguido do teste de Mann-
Whitney para multiplas comparagdes dois a dois.

As anélises foram realizadas com o software SAS (versao 9.1.3, SAS Institute Inc., Cary, NC,

USA, 2002-2003). Adotou-se o nivel de 5% de significancia estatistica.

49



Resultados

RESULTADOS

Ao longo do periodo de experimentacgdo cinco animais foram a 6bito na primeira semana de pos
operatério em decorréncia de possivel complicagdo cirurgica.

Apds confecgdo dos blocos, cinco laringes foram desprezadas em razdo da presenca de artefatos
que impediam a adequada avaliagdo das areas operadas das pregas vocais. Assim foram excluidas
duas laringes do grupo A correspondentes ao tempo de estudo de 7 dias e trés laringes do grupo B
sendo duas correspondentes ao tempo de estudo de 7 dias e uma laringe correspondente ao tempo de

estudo de 90 dias. Desta forma, foram avaliadas 40 laringes distribuidas conforme a Figura 12.

—
Grupo A Grupo B Controle normal
* PVD: MF+cola * PVD: MF+sutura n3o operado
« PVE: MF * PVE: MF P
~—

( ‘

5 animais 5 animais
10 MF
3 animais

EGIES 7 animais 7 animais

6 pregas vocais
14 MF pres

90 dias 7 animais 6 animais

13 MF

MF= microflap; PVD= direita; PVE=esquerda

Figura 12 — distribui¢do das laringes nos grupos A e B para cada tempo de estudo e no grupo
controle.

As areas demarcadas para estudo da LP em cada prega vocal foram avaliadas
separadamente, isto €, areas superficiais e areas profundas e, em sua totalidade, isto €, areas
superficiais somadas com as areas profundas. A andlise estatistica, no entanto, revelou ndo haver
diferenga quando consideradas todas as areas somadas ou as areas superficiais e as profundas
separadamente, de maneira consistente (Anexo 1). Optou-se portanto pela padroniza¢do do calculo
utilizando-se a soma de todas as areas visto que o nimero de areas profundas foi inconstante em

decorréncia da variagdo na espessura da LP.
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Apos verificagdo da distribui¢ao ndo normal dos resultados resumiu-se os dados com os

valores das medianas (percentil 50) e a distribuicao dos 1° e 3° quartis que sdo menos afetados por

valores extremos.

Quanto a concentracgdo de coldageno

Utilizando-se o Teste de Mann-Whitney comparou-se a concentragao de colageno entre o grupo

controle de pregas vocais normais e as trés técnicas realizadas nos trés diferentes tempos. Todas as

técnicas: microflap isolado, microflap com uso de cola e microflap com uso de sutura apresentaram

concentragoes de colageno significativamente mais elevadas do que o grupo controle nos trés tempos

estudados (Tabela 1). Um exemplo da nitida diferenca observada pode ser vista na Figura 13. O

grupo que apresentou concentracdo mais proxima do grupo controle foi a grupo submetido a

confecgdao do microflap e sutura apés 90 dias como pode ser observado na tabela 1 pelo valor da

mediana. Apesar disso, a diferenca entre este grupo e o grupo controle ainda foi estatisticamente

significativa.

Tabela 1 — concentracao de colageno em cada uma das trés técnicas, para os trés tempos de

seguimento e valor de “p”” quando comparado cada técnica com o grupo controle de pregas vocais
normais ndo operadas. Em negrito assinala-se o grupo cujos valores mais se aproximaram do grupo

controle normal.

o

Técnica /tempo n Mediana il 3% quartii  Minimo Maximo p*
Controle 6 0,07 0,02 0,1 0,02 0,59

MF+ cola 7 dias 5 9,37 6,99 10,66 3,92 26,52 0,0062
MF+cola 30 dias 7 5,54 2,29 16,62 0,34 20,96 0,0023
MF+cola 90 dias 7 6,59 3,07 8,57 0,94 9,3 0,0012
MF +sut 7 dias 5 3,09 2,09 4,35 1,27 4,84 0,0043
MF + sut 30 dias 7 17,17 13,55 18,25 8,59 19,44 0,0027
MF +sut 90 dias 6 9,8 5,48 10,97 2,53 18,3 0,0039
MF 7 dias 10 4,98 1,67 11,78 0,19 23,27 0,0012
MF 30 dias 14 9,09 3,98 14,87 0,82 18,26 <0,0001
MF 90 dias 13 2,44 1,01 4,35 0,48 7,78 <0,0001

MF= microflap; sut= sutura

*Teste de Mann-Whitney
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Figura 13 — cortes coronais de pregas vocais coradas com tricromico de Massom vistas em aumento
de 10X: a) prega vocal controle, ndo operada; b) prega vocal submetida a microflap com uso de cola
apos 30 dias.

a) Concentraciio de colageno no grupo de animais avaliados apds 7 dias:

N3ao houve diferenga estatisticamente significativa, através do teste de Wilcoxon pareado, na
concentragdo de colageno na LP entre as pregas vocais do grupo A..

Nao houve diferenga estatistica na concentragdo de colageno entre as pregas vocais do grupo
B. Para esta avaliagdo foi utilizado o teste de Wilcoxon pareado.

Quando comparadas as pregas vocais direitas dos grupos A e B (microflap com cola de
fibrina e microflap com sutura) houve diferenca estatisticamente significativa com p = 0,0283. Uma
maior concentragdo de colageno foi observada nas pregas vocais em que houve aplicacdo de cola de

fibrina. Para estas comparagdes foi utilizado o teste Mann-Whitney (Tabela 2).
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Tabela 2 — valores da concentracdo de colageno (%), para os grupos A e B, e analise comparativa
entre as pregas vocais direitas do grupo A e B com os respectivos valores de “p” sete dias apds os
procedimentos. Em negrito os valores com significancia estatistica.

Grupo  Técnica n Mediana 1°quartil 3°quartili Minimo Maximo p

ME -+ 9,37 6,99 10,66 3,92 26,52

A cola 0,8927*
MF 5 11,78 5,11 16,47 4,84 23,27
ME+ 3,09 2,09 435 1,27 4,84

B sut 0,5002%*
MF 5 1,67 1,25 2,61 0,19 6,37
Ic‘gf; T s 937 6,99 10,66 3,92 26,52

AXB MF 4 0,0283**
sut 5 3,09 2,09 4,35 1,27 4,84

*Teste de Wilcoxon pareado **Teste de Mann-Whitney

MF=microflap; sut=sutura.

b) Concentracao de colageno no grupo de animais avaliados apos 30 dias:

Nao houve diferenga estatisticamente significativa na concentragdo de coldgeno na LP entre
as pregas vocais do grupo A, nem entre as pregas vocais do grupo B. Para estas comparacdes foi
utilizado o teste de Wilcoxon pareado.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa na concentragdo de colageno na LP das
pregas vocais quando comparadas as pregas vocais direitas dos grupos A e B. Observou-se, no
entanto, uma maior concentracao de coldgeno no lado submetido a realizagdo de microflap e sutura

(grupo B). Esta comparagao foi realizada utilizando o teste de Mann-Whitney (Tabela 3).

Tabela 3 — valores da concentracao de colageno (%), para os grupos A e B, e analise comparativa
entre as pregas vocais direitas dos grupos A e B com os respectivos valores de “p” trinta dias apos os
procedimentos.

Grupo Técnica n Mediana 1° quartil 3° quartil Méximo Minimo p
MF + cola 7 5,54 2,29 16,62 0,34 20,96

A 0,4990*
MF 7 4,57 2,73 8,38 0,82 11,14
MF + sut 7 17,17 13,55 18,25 8,59 19,44

B 0,6121*
MF 7 14,87 9,81 18,05 1,44 18,26
MF + cola 7 5,54 2,29 16,62 0,34 20,96

AXB 0,0845%*
MF + sut 7 17,17 13,55 18,25 8,59 19,44

* Teste de Wilcoxon pareado ** Teste de Mann-Whitney

MF=microflap; sut=sutura
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¢) Concentracio de colageno no grupo de animais avaliados apos 90 dias:

Nao houve diferenca estatisticamente significativa na concentragdo de colageno na LP das
pregas vocais do grupo A. Observou-se, no entanto, maior concentracdo de colageno no lado
submetido a realizacdo do microflap e aplicagdo da cola de fibrina.

Houve diferenca estatisticamente significativa na concentragao de colageno na LP das pregas
vocais do grupo B sendo observada uma maior concentragdo de coldgeno no lado submetido a
realizagdo da sutura (p= 0,0464). Para estas comparacdes foi utilizado o teste de Wilcoxon pareado.

Nao houve diferenga estatisticamente significativa na concentragdo de coldgeno na LP entre
as pregas vocais diretas dos grupos A e B (p = 0,1531). Para esta comparagao foi aplicado o teste de
Mann-Whitney. A maior concentracdo de coldgeno foi observada no grupo submetido a sutura

(pregas vocais direitas do grupo B) como se pode observar na Tabela 4.

Tabela 4 — valores da concentracao de colageno (%), para os grupos A e B e andlise comparativa
entre as pregas vocais direitas dos grupos A e B com os respectivos valores de “p” 90 dias ap0ds os
procedimentos. Em negrito os valores com significancia estatistica.

Grupo Técnica n Mediana 1° quartil  3° quartil Maximo  Minimo p
MF + cola 7 6,59 3,07 8,57 0,94 9,3

A 0,0630*
MF 7 4,35 1,98 6,62 0,61 7,78
MF + sut 6 9,8 5,48 10,97 2,53 18,3

B 0,0464*
MF 6 1,7 0,9 2,44 0,48 3,29
MF + cola 7 6,59 3,07 8,57 0,94 9,3

AXB 0,1531%*%*
MF + sut 6 9,8 5,48 10,97 2,53 18,3

* Teste de Wilcoxon pareado **Teste de Mann-Whitney

MF=microflap; sut=sutura

Quando se estudou a evolugdo da concentragdo de colageno ao longo dos trés tempos
avaliados (Grafico 1) constatou-se que nas pregas vocais submetidas a sutura houve aumento
progressivo na concentragdo de coldgeno com pico ocorrendo aos 30 dias € uma queda aos 90 dias.
Este variacao foi significativa (p = 0,0053). Para esta avaliacao foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste de Mann-Whitney para multiplas comparagdes dois a dois (Anexo 2).

Nas pregas vocais submetidas a microflap e cola de fibrina observou-se queda gradativa no
aumento da concentracdo de coldgeno inicialmente observada, no entanto, esta queda nado foi

estatisticamente significativa (Anexo 2).
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Nas pregas vocais submetidas a confec¢do de microflap apenas observou-se aumento inicial
na concentragdo de colageno, com pico apos 30 dias seguido de queda aos 90 dias. Esta variagao foi

estatisticamente significativa com p = 0,0247 (Anexo 2).
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Grafico 1 — evolugdo da concentragdo de colageno (valor das medianas) na LP das pregas vocais ao
longo do tempo conforme a técnica cirurgica realizada e o grupo controle ndo operado. Variagao

estatisticamente significativa nos grupos submetidos a microflap com sutura (p=0,0053) e microflap
(p=0,0247).

Quanto a espessura do epitélio

Quando comparada a espessura do epitélio nos animais do grupo A nao houve diferenca
significativa em nenhum dos tempos observados entre as pregas vocais (Tabelas 5, 6 ¢ 7).

Quando comparada a espessura do epitélio nos animais do grupo B observou-se diferenca
significativa ap6s 7 dias com p=0,0431, sendo que o lado submetido a sutura apresentou
espessamento epitelial maior (Tabela 5). Aos 30 e 90 dias esta diferenca nao foi significativa
(Tabelas 6 ¢ 7).

Quando comparadas as pregas vocais submetidas a microflap e sutura e microflap e aplicacao

de cola nos diferentes tempos nao houve diferenga significativa quanto a espessura epitelial (Tabelas
5,6e7).
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Tabela 5 — Comparagdo da espessura epitelial (em pm) entre as pregas vocais do grupo A, grupo B e
entre as pregas vocais direitas do grupo A e B sete dias ap6s os procedimentos. Em negrito os

valores com significancia estatistica.

Grupo Técnica n Mediana  1° quartil 3° quartii Minimo Maximo p
A MEF + cola 5 50,69 35,95 59,84 31,99 116,96
MF 5 32,09 17,87 52,52 12,02 55,52 ;34525
B MF + sut 5 73,00 40,21 121,78 21,69 137,76 0.0431
MF 5 15,94 13,93 102,38 10,37 115,15 ’
AXB 0,4647%*

* Teste de Wilcoxon pareado ** Teste de Mann-Whitney

MF=microflap; sut=sutura

Tabela 6 — Comparagdo da espessura epitelial (em pm) entre as pregas vocais do grupo A, grupo B e
entre as pregas vocais direitas do grupo A e B trinta dias apos os procedimentos.

Grupo Técnica n Mediana 1° quartil 3° quartil Minimo Méximo p

A MF + cola 7 2744 6,71 31,95 5,94 47,89 07353+
MF 7 21,76 11,90 27,78 6,93 43,56 ’

B MF + sut 7 21,71 17,47 34,06 14,53 307,81 017634
MF 7 18,10 12,04 39,60 9,40 49,61 ’

AXB 0,4062%**

* Teste de Wilcoxon pareado ** Teste de Mann-Whitney

MF=microflap; sut=sutura.

Tabela 7 — Comparagdo da espessura epitelial (em pm) entre as pregas vocais do grupo A, grupo B e
entre as pregas vocais direitas do grupo A e B 90 dias apds os procedimentos.

Mediana

Grupo  Técnica n 1° quartil 3° quartil Minimo  Maximo p
A MF + cola 7 16,42 10,12 81,56 4,53 114,35
0,7353*
MF 7 13,34 10,17 27,71 7,52 206,36
B MF +sut 6 12,19 9,94 14,05 6,94 16,41 075300
MF 6 12,09 8,28 13,09 6,52 13,36 ’
AXB 0,153 1%

* Teste de Wilcoxon pareado **Teste de Mann-Whitney

MF=microflap; sut=sutura

Quando observada a espessura do epitélio ao longo do tempo, observou-se uma reducao na

espessura epitelial inicial, no entanto, esta variacdo foi estatisticamente significativa somente no

grupo submetido a microflap e sutura com p = 0,0026 (Grafico 2 e Anexo 3).

56



Resultados

No grupo em que utilizou-se sutura observou-se apds 90 dias valores de espessura de epitélio

mais proximos dos observados nas pregas vocais normais do grupo controle, ndo apresentando

diferenca estatisticamente significativa do grupo controle normal (Tabela 8). O mesmo ocorreu com

o grupo submetido ao uso de cola 30 dias ap6s as intervengdes. Todos os outros grupos apresentaram

valores de espessura epitelial estatisticamente diferente do grupo controle (Tabela 8).

Tabela 8 — valores da espessura epitelial, em pum, para cada técnica e tempo estudados e os valores
de “p”’ quando comparados aos controles normais. Em negrito os valores que mais se aproximaram
do grupo controle normal.

tempo

Técnica (dias) n Mediana 1°quartil 3°quartii Minimo  Méximo  Valor p®
controle 6 8,22 8,12 9,62 7,95 9,94 -
MF + cola 7 5 50,69 35,95 59,84 31,99 116,96 0,0062
MF + cola 30 7 27,44 6,71 31,95 5,94 47,89 0,5677
MF + cola 90 7 16,42 10,12 81,56 4,53 114,35 0,0321
MF + sut 7 5 73 40,21 121,78 21,69 137,76 0,0062
MF + sut 30 7 21,71 17,47 34,06 14,53 307,81 0,0027
MF + sut 20 6 12,19 9,94 14,05 6,94 16,41 0,0782
MF 7 10 55,26 35,95 116,96 21,69 137,76 0,0001
MF 30 14 24,58 14,53 33,98 5,94 307,81 0,0392
MF 90 13 14,05 10,12 16,42 4,53 114,35 0,0226

§ Teste de Mann-Whitney

MF=microflap; sut=sutura
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Grafico 2 — variacdo das medianas da espessura epitelial em cada uma das trés técnicas para cada
tempo de avaliagdo e sua comparagao com o grupo controle ndo operado. Variagao estatisticamente
significativa observada apenas para o grupo submetido ao microflap e sutura.

Quanto a espessura da LP

Quando comparamos a espessura da LP apds 7 dias, a espessura foi maior nas pregas vocais
submetidas a microflap com cola de fibrina do que nas pregas vocais contralaterais no grupo A, e
esta diferenca foi estatisticamente significativa (Tabela 9).

Quando comparadas as pregas vocais do grupo B ndo houve diferenga estatisticamente

significativa na espessura da LP em nenhum dos tempos observados (Tabela 9).

Quando comparadas as pregas vocais submetidas a aplicacao de cola (grupo A) com as pregas

vocais submetidas a sutura (grupo B) observou-se diferenca estatisticamente significativa no tempo

de 90 dias de pos operatorio com menor espessura de LP observada na grupo submetido a sutura

(Tabela 9).
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Tabela 9 — Comparagdo da espessura da LP (em pum) entre as pregas vocais do grupo A, grupo B e
entre as pregas vocais direitas do grupo A e B, 7, 30 e 90 dias ap6s os procedimentos. Os valores
estatisticamente significativos estao assinalados em negrito.

Grupo  Tempo Técnica n Mediana 1°quartil 3°quartii Minimo M3éximo p
A 7dias  ME+cola 5 21533 187,87 239,68 174,88 922,83 00431
MF 5 123,63 109,36 170,92 84,82 235,76 ’
B ME+sut 5 er05 15873 45199 11440  517.35
0,2249%
MF 5 187,47 169,25 203,29 92,16 278,00
AXB cola X sut 0,9168%*
A 30dias  MF+cola 7 140,79 91,77 169,32 78,98 209,34
0,6121%*
MF 137,04 82,62 154,82 49,99 168,29
B MF + sut 184,38 89,82 277,61 83,09 308,63
0,4990°%*
MF 150,29 121,30 220,74 108,62 248,39
AXB cola X sut 0,2774%%*
A 90 dias  MF +cola 7 190,73 147,09 372,06 119,75 610,77
0,2367*
MF 7 208,38 140,18 26033 125,04 277,56
B MF + sut 6 8822 71,87 104,85 61,85 164,91
0,1159%*
MF 6 143,96 100,29 190,25 67,97 197,92
AXB cola X sut 0,0101%*

*Teste de Wilcoxon pareado **Teste de Mann-Whitney

MF=microflap; sut=sutura

Quando comparamos a espessura da LP em cada tempo para cada técnica com os controles

normais observamos que sete dias apds as intervengdes as trés técnicas apresentaram valores

semelhantes estatisticamente ao controle normal. No entanto apos 30 ¢ 90 dias observou-se uma

reduc¢do na espessura da LP sendo que apenas o grupo submetido a microflap com cola de fibrina nao

apresentou diferenca estatisticamente significativa quando comparada ao grupo controle normal. As

outras duas técnicas apresentaram redugdes estatisticamente significativas na espessura da LP (tabela

10) com valor de mediana menor para o grupo submetido a sutura.
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Tabela 10 — valores de espessura da LP (em pum) para cada técnica e tempo de estudo e os valores de
“p” quando comparados ao grupo controle normal. Em negrito estdo assinalados os grupos com
maior similaridade com grupo controle.

Técnica EZIEE;O Mediana  1° quartil 3° quartil Minimo Méximo V§alor
CONTROLE 6 346,61 342,05 450,86 337,28 480,6 -

MF + cola 7 5 215,33 187,87 239,68 174,88 922,83  0,1003
MF + cola 30 7 140,79 91,77 169,32 78,98 209,34  0,0027
MF + cola 90 7 190,73 147,09 372,06 119,75 610,77  0,1161
MF + sut 7 5 282,05 158,73 451,99 1144 517,35  0,4652
MF + sut 30 7 184,38 89,82 277,61 83,09 308,63  0,0027
MF + sut 90 6 88,22 71,87 104,85 61,85 164,91 0,0039
MF 7 10 2275 174,88 451,99 114,4 922,83  0,1585
MF 30 14 151,79 91,77 205,23 78,98 308,63  0,0001
MF 90 13 147,09 97,09 190,73 61,85 610,77 0,011

§ Teste de Mann-Whitney

MF = microflap; sut = sutura

Quanto a variagdo na espessura da LP ao longo do tempo de acordo com as trés técnicas

observou-se uma variagdo estatisticamente significativa nos grupos submetidos a cola e sutura com

valores de p de 0,0264 ¢ 0,0271 respectivamente (Grafico 3 e Anexo 4).
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Grafico 3 — Variagao dos valores das medianas da espessura da LP ao longo dos trés tempos
estudados para cada técnica realizada. Variagdo significativa nos grupo submetido a microflap com
cola (p=0,0264) e no grupo submetido a microflap com sutura (p=0,0271).
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Quanto a densidade de células inflamatorias: andlise objetiva

A celularidade observada em toda as laminas foi de infiltrado inflamatorio essencialmente
constituido por células linfomononucleares. Além de variados graus de células inflamatoérias
observou-se fibroblastos ¢ células fibroblasto-/ike. Na verificacdo da confiabilidade das marcagdes
do programa computadorizado, verificou-se que, em decorréncia da similaridade da cor dos nucleos
celulares, fibroblastos também foram contabilizados como células inflamatodrias. Por este motivo

abandonou-se este método. Os valores obtidos, no entanto, podem ser observados no Anexo 5.

Quanto a densidade celular: andlise subjetiva

Nao foi observado diferenca estatisticamente significativa entre as pregas vocais do grupos A
e nem entre as pregas vocais do grupo B com relacdo a quantidade de células linfomononucleares
presentes na LP, em nenhum dos tempos estudados (Anexo 6).

Quando comparada a densidade celular em cada tempo para cada técnica com o grupo
controle observou-se que, apenas nos grupos submetidos a confec¢ao do microflap com cola apos 30
dias, e no grupo submetido a confec¢ao do microflap com sutura apds 90 dias nao houve diferenca
estatisticamente significativa. Para todos os outros grupos houve um aumento significativo no
numero de células inflamatorias observadas na LP (Tabela 11).

Tabela 11 — Numero de células inflamatérias encontradas na LP de cada grupo, em cada tempo

estudado e sua comparacao com o grupo controle, nao operado. Em negrito estao assinalados os
grupos com valores mais semelhantes ao grupo controle normal.

Técnica fempo n Mediana 1°quartil 3°quartili Minimo Maéximo Vel

(dias) ps
CONTROLE 6 7 1 11 0 12 -
MF 7 10 23 19 30 1 43 0,0056
MF 30 14 27 19 38 5 112 0,0017
MF 90 13 22 11 37 1 50 0,002
MF + COLA 7 5 49 39 80 16 121 0,0062
MF + COLA 30 7 18 6 31 6 48 0,0721
MF+ COLA 90 7 30 15 37 12 106 0,0034
MF + SUT 7 5 38 26 39 21 62 0,0062
MF + SUT 30 7 19 14 45 8 84 0,0081
MF + SUT 20 6 15 5 18 3 19 0,1093

* Teste de Mann-Whitney

MF = microflap; sut = sutura

61



Discussdo

DISCUSSAO
O presente estudo ¢ o primeiro realizado para a comparacao da cicatriz com grupo controle
utilizando tanto a cola de fibrina quanto a sutura. Diferentemente de trabalhos anteriores, o método
para produgado da cicatriz buscou simular uma técnica consagrada na microcirurgia das pregas vocais
para remocao de processos benignos. A literatura mais recente tem demonstrado crescente interesse
na simulacdao de processos cicatriciais focados na LP, que ndo ocasionem lesdo as camadas mais
profundas das pregas vocais, mais semelhantes aqueles que ocorrem em humanos (82,83). Busca-se
compreender e encontrar medidas preventivas e aprimoramentos de técnica cirurgica para evitar a
formacdo de cicatriz nas pregas vocais. O ambiente controlado dos trabalhos experimentais ¢ ideal
para o embasamento de impressdes clinicas, possibilitando o estudo histoldgico impossivel no caso
das microfonocirurgias de laringe, embora a transposicao dos resultados seja limitada.
Existem atualmente inimeras proposigoes de tratamento para as cicatrizes ou aderéncias na
LP das pregas vocais. Nenhuma surgiu, at¢ o momento, com resultados sistematicamente
reprodutiveis e eficazes com relagao a qualidade vocal (7). Isto também se deve a dificuldade de
estudar o processo cicatricial das pregas vocais e o tratamento dos disturbios da LP em humanos.
Hirano et al., em 2009 (50) descreveram a grande heterogeneidade das lesodes cicatriciais observadas
nas pregas vocais, em decorréncia da variabilidade individual de resposta a injuria e, principalmente,
a dificuldade de estabelecer um padrao de lesdo e controlar os tempos de cicatrizagdo neste tipo de
estudo. Benninger et al, em 1996 (5), com sua revisdo sobre as cicatrizes das pregas vocais,
impulsionaram os estudos em ciéncias basica e experimental. Os modelos animais sdo uma Otima
oportunidade de estudar sistematicamente a prevencao e o tratamento da formacao de cicatrizes nas
pregas vocais pelo melhor entendimento do processo cicatricial. Nenhum modelo animal até o
momento foi apontado como sendo o ideal. A selecdo do animal utilizado nestes estudos depende das
questdoes a serem respondidas, de suas caracteristicas anatdomicas como tamanho, propriedades
biomecanicas ¢ o proprio uso da laringe na vocalizagdo do animal. A escolha do animal deve se
basear ainda, em condi¢des praticas como disponibilidade, custo do animal e de sua manutengao,
além da disponibilidade de material e tecnologia para execugdo de técnicas cirurgicas. O uso de
roedores maiores, mais recentemente de coelhos, tem como atrativo dimensoes laringeas maiores do
que ratos e camundongos e, ainda, com custo relativamente baixo. Em especial a partir de 2002, com

o grupo da Universidade de Wisconsin (22) e seus estudos caracterizando o processo cicatricial
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agudo e cronico em coelhos, este animal vem sendo amplamente utilizado, inclusive no ambito
nacional (81,84,85). A disponibilidade de primers e anticorpos de coelhos para estudos em biologia
molecular se tornou um atrativo, mesmo para grupos que ja experimentaram com roedores menores
(2). Nos ultimos anos verificou-se, também, mudanca nas técnicas utilizadas para producao de
cicatrizes nas pregas vocais. Inimeros autores estabeleceram um modelo experimental com uso de
biopsias ou decorticagdes das pregas vocais para formagao de cicatriz. Este tipo de procedimento,
altamente eficaz na producdo de cicatriz, pouco simula a situagdo verdadeira das cicatrizes nas
pregas vocais, que sdo geralmente lesdes pequenas provocadas por procedimentos cirtrgicos
refinados nas microfonocirurgias. Recentemente percebe-se uma preocupagao em simular as técnicas
fonocirargicas, mesmo nos modelos experimentais (2).

No presente estudo, apds tentativa de exposicdo trans-oral das pregas vocais por
laringoscopio de suspensdo, concluiu-se que a realizagdo de sutura por esta via seria tecnicamente
muito dificil e aumentaria o tempo cirurgico com risco de o6bito do animal. Optou-se, portanto, por
acesso externo, via cervicotomia e laringofissura. A laringofissura permitiu acesso rapido as pregas
vocais. Acreditamos que a dificuldade técnica de realizar sutura por via endoscdpica em um animal
de dimensdes tdo pequenas poderia tornar-se um procedimento com grande variabilidade de
execuc¢ao. Este fato poderia introduzir um viés de reprodutibilidade no experimento.

Hertegard et al., em 2006 (53) descreveram a prega vocal normal de seu grupo controle de
coelhos como sendo constituida de LP bastante amorfa, sem aglomerados longitudinais de fibras
colagenas. Descreveram, ainda, as medidas da LP como variando entre 200 ¢ 250um. O grupo
controle do atual estudo apresentou espessura de LP de pregas vocais relativamente maior variando
entre 337,28 e 480,59um. Acreditamos que esta variagdo possa ser normal nestes animais,
reforgando a importancia em estudos animais da presenga de grupo controle de referéncia.

Por orientagdo do Departamento de Anatomia Patoldogica da FCM da UNICAMP optou-se
pela coloragdo tricromico de Massom. Entre os profissionais deste departamento existe grande
familiaridade com esta coloragao no estudo de processos cicatriciais € em particular no estudo de
fibras colagenas. O escanecamento das laminas de histologia tornou o processo de andlise e
documentacao extremamente pratico € sua analise menos subjetiva, com imagens acessiveis € bem
visualizadas por todos na tela do computador.

A fibrose, resultado do processo cicatricial, decorre do aumento da deposi¢cdo de colageno.

Nas pregas vocais normais de coelhos, neste estudo e em concordancia com outras descrigoes (53), a
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concentragdo de colageno foi baixa (média de 0,15%), compativel com a avaliagdo subjetiva dos
cortes histologicos destas pregas vocais. Todas as trés técnicas cirurgicas levaram a aumento na
deposicao de colageno na LP em todos os tempos cirurgicos. Este resultado ¢ discordante dos
achados de Thibeault et al. (22). Estes autores realizaram, sob laringoscopia direta, bidpsias
unilaterais em pregas vocais de 11 coelhos. Analisaram histologicamente os espécimes com a
coloragao tricromio de Massom, 60 dias ap0s as intervengdes. Avaliaram ainda a presenca de elastina
com coloracdo de Van Gieson e pré colageno com imunohistoquimica. Suas analises avaliaram
fotografias das ldminas com software que capturava a quantidade de corante por area em toda a LP.
Dez amostras de imagens nao sobrepostas foram avaliadas para cada animal e a média da
concentracdo de coldgeno foi obtida. Estes autores concluiram que ap6s 60 dias a concentragao de
colageno na LP das pregas vocais de coelhos estava significativamente reduzida em comparagao com
o lado contralateral normal. O pr6 coldgeno encontrava-se significativamente aumentado no lado
operado. Hertegard et al. (53), por outro lado, em seu estudo com seis coelhos, avaliaram a
concentracdo de coldgeno presente na prega vocal de animais submetidos a biopsias de pregas vocais
quando comparadas a um grupo controle normal e a outro grupo tratado com inje¢dao de células
tronco mesenquimais. A concentragdo de colageno foi determinada por estes autores utilizando
anticorpos monoclonais de camundongos para colageno tipo 1. Estes autores, apos quatro semanas,
relataram resultados semelhantes aos do atual trabalho, ou seja, um aumento na concentragdao do
colageno nas pregas vocais com cicatrizes comparadas ao grupo de pregas vocais normais. Estudos
semelhantes em caes e ratos apresentam relatos diferentes. Em caes ha relatos de niveis inalterados
de colageno 60 dias apds intervencdes e niveis aumentados em seis meses (52), enquanto que, em
ratos, os niveis de colageno encontram-se elevados em 60 ¢ 90 dias (86). Acredita-se que estas
discrepancias ocorram pela variacdo metodoldgica dos estudos e também pelo numero restrito das
amostras. Rousseau ef al., 2004 (59), encontraram em seis meses 0 que 0correu em menor tempo no
atual estudo. Talvez o estdgio cronico de cicatriz na LP de coelhos seja mais precoce. A presenca de
depositos densos e/ou desorganizados de coldgeno tem sido estabelecida como marco de cicatrizes
cronicas ou maduras. O tempo que cada animal leva para atingir esta maturacao também varia de
espécie para espécie. Em humanos, Kishimoto et al. (87) definiram este tempo em
aproximadamente seis meses. Rousseau et al. (52) descreveram este mesmo tempo aproximado para
maturacao cicatricial em caes e coelhos, enquanto que Tateya et al. (86) definiram o tempo de dois

meses para ratos e Yamashita et al. (58) de quatro a seis semanas para camundongos. De acordo com
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a literatura, neste estudo, os achados vistos trés meses apds a injaria cirargica nao corresponderiam,
portanto a uma cicatriz madura ou cronica. No entanto, o presente estudo nao avaliou a organizagao
da deposi¢ao do coladgeno para caracterizar o grau de maturidade da cicatriz. Talvez esta seja uma
analise a ser perseguida no futuro. Ao se avaliar a LP neste estudo, apenas um dos elementos da
matriz extracelular foi estudado, a deposicao de colageno.

Nao seria possivel, no momento atual, com base na literatura disponivel, estabelecer relacao
temporal da deposicao de colageno no processo cicatricial das pregas vocais nestes animais. No atual
estudo, ao final dos 90 dias, observou-se que o grupo com menor deposi¢cdo de colageno foi aquele
submetido apenas a realizacdo do microflap, seguido pelo grupo submetido a aplicagdao da cola. O
grupo com maior deposicao de colageno foi aquele submetido a sutura do microflap. Outros autores
brasileiros ja reportaram resultados semelhantes com o uso da cola de fibrina em microcirurgia, ou
seja, maior deposicdo de coldgeno relacionado ao uso da cola de fibrina (81,82). Estes estudos, no
entanto, nao reportaram os niveis de colageno em grupo controle, ndo operado.

No primeiro tempo avaliado neste estudo, apds sete dias do procedimento, quando
comparadas pregas vocais nos mesmos animais, a variagdo das técnicas nao determinou variagdo na
deposicao de coldgeno. No entanto, quando comparadas apenas as pregas vocais submetidas a
realizagdo da sutura ou ao uso da cola, verificou-se deposicao de colageno significativamente maior
nas pregas vocais submetidas ao uso de cola de fibrina. Apesar de clinicamente alguns autores
relatarem o uso rotineiro de cola em microfonocirurgia com bons resultados (80,88) esta utilizagao
continua empirica. Okamura et al., j& em 1987 (16) relataram, em estudo em caes uma proliferacao
de fibras colagenas na LP das pregas vocais submetidas a elevacdo de microflap com uso de cola de
fibrina. Esta avaliacdo foi subjetiva. Nao ha relato do tamanho da amostra nem do tempo de
seguimento avaliado. Scapini ef al., em 2010 (81), em estudo comparativo da aplicacdo de cola de
fibrina em pregas vocais enxertadas com fascia, relataram maior deposi¢ao de coldgeno na pregas
vocais enxertadas em que foi aplicada cola de fibrina apds 90 dias do procedimento mas nao na
primeira semana. Relataram, ainda, redugdo progressiva na deposi¢ao de colageno nas pregas vocais
submetidas ao microflap e enxertia de fascia sem cola. O mesmo ocorreu no presente estudo, no
grupo de pregas vocais submetidas apenas a confeccdo do microflap sem uso de cola de fibrina ou de
sutura. No presente estudo, o grupo em que foi utilizado cola de fibrina apresentou reducao
progressiva na deposicado de coldgeno, diferente do estudo de Scapini et al. (81), talvez uma

evidéncia dos efeitos da presenca do enxerto de fascia que estes autores realizaram. Neste estudo,
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apo6s 90 dias, o grupo submetido a realizagao de sutura do microflap apresentou maior deposicao de
colageno quando comparado com a realizagdo do microflap apenas, e esta diferenca foi
estatisticamente significativa. Recentemente, em 2012, Portes et al. (82) em estudo experimental
com seis suinos, compararam os efeitos da cola de fibrina quando aplicada em microflap com a
confecgao isolada do microflap apos trés meses. Estes autores descreveram aumento significativo na
concentragdo de colageno nas pregas vocais submetidas ao uso da cola de fibrina quando comparada
as pregas vocais submetidas apenas ao microflap. Nesta amostra, apesar do aumento na concentracao
de colageno nas pregas vocais submetidas ao uso da cola em comparagdo com as pregas vocais
contralaterais, esta diferenga nao foi significativa.

No atual estudo, o grupo de pregas vocais submetidas a confec¢ao de microflap apresentou
reducgdo estatisticamente significativa na deposicao de colageno ao longo do tempo. Apenas o grupo
submetido a sutura do microflap apresentou deposicdo crescente de colageno. As avaliagdes
temporais neste estudo, no entanto, sdo limitadas, visto que foram avaliadas pregas vocais em
animais diferentes. Apesar do uso disseminado de suturas em microfonocirurgia, nao ha estudos
experimentais que comprovem o processo cicatricial resultante desta técnica. Os resultados do atual
estudo diferem daqueles encontrados por Fleming et al. em 2001 (18), o unico trabalho experimental
comparando o processo cicatricial em pregas vocais submetidas a microflap seguido ou nao de
sutura. Este foi realizado em quatro caes e o tempo de avaliacdo variou de 39 a 49 dias. Os autores
descreveram, em trés dos quatro caes, area cicatricial 75% maior no lado em que o microflap ndo foi
suturado. O método de avaliagdo foi subjetivo segundo descri¢ao as cegas de um patologista que
definia o que seria considerado area cicatricial. A coloracao utilizada foi o tricromico de Massom.

Da mesma forma que a cola, o uso de suturas em microfonocirurgia tem sido empirico, sem
qualquer evidéncia que corrobore o seu uso, exceto os relatos clinicos (14,62,63). Por um lado, a
confecgao de microssuturas em microfonocirurgia nao ¢ tecnicamente simples. O cirurgido entusiasta
desta técnica possivelmente possui habilidades, tanto para a confeccdo da sutura quanto para a
execu¢ao da microfonocirurgia em si, € talvez, isto por si s justifique seus bons resultados.

Duprat et al., em 2004 (20), estudando as alteragdes teciduais provocadas pela confecgao de
microflap, comparada com a confeccdo de microflap e enxertia de gordura ndo evidenciaram
diferenca estatisticamente significativa entre as duas técnicas e descreveram fibrose ou fibrinogénese
ausente ou leve nos dois grupos. Sugeriram, ainda, que a fibrinogénese seria decorrente da propria

manipulagdo cirtirgica e nao da presenga do enxerto de gordura. No presente estudo, o fato de nao
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haver diferengas estatisticamente significativas quando analisando pregas vocais contralaterais apos
sete e 30 dias, mostra concordancia com estes autores. No entanto, com 90 dias no atual estudo, o
grupo submetido a sutura mostrou aumento significativo da fibrinogénese, quando comparado com
as pregas vocais contralaterais, submetidas apenas a confec¢ao do microflap.

Quando se observou a espessura epitelial verificou-se que houve diferenga significativa
entre as técnicas no grupo B (microflap versus microflap com sutura) avaliado apos sete dias. O
grupo submetido a sutura apresentou ao longo do tempo diminuig¢do significativa da espessura
epitelial. Ao final de 90 dias a espessura epitelial deste grupo foi a que mais se aproximou do grupo
controle. Suehiro ef al. (2), seu recente estudo com coelhos, ndo relataram diferenga significativa na
espessura epitelial entre pregas vocais submetidas a confeccdo de microflap e pregas vocais
controles, descrevendo espessura epitelial de 13.84um e 12.37um, respectivamente. Estes autores
realizaram microcirurgias por via endolaringea em 10 animais e as avalia¢des histoldgicas foram
realizadas duas semanas apds os procedimentos. No presente estudo, quando comparadas as
espessuras do epitélio nas pregas vocais submetidas apenas a confec¢ao do microflap com as pregas
vocais controles, houve diferenca significativa, tanto na fase mais aguda de sete dias quanto aos 90
dias.

Observou-se reducao da espessura da LP que foi estatisticamente significativa, no grupo
submetido ao fechamento do microflap com sutura, quando comparada ao grupo submetido ao uso
da cola. Na evolugdo ao longo do tempo, as trés técnicas apresentaram redugdo da espessura da LP.
Esta variagao foi significativa apenas nos grupos que utilizaram cola ou sutura. A comparacao
presente da espessura da LP em cada técnica com o controle normal na fase aguda, de sete dias, todas
as técnicas mostraram valores proximos dos normais (sem diferenca estatisticamente significativa).
No entanto, com o passar do tempo, apenas a técnica com utilizagdo de cola manteve-se assim.
Inferiu-se, entdo, que, dentre as trés técnicas, neste modelo experimental, o uso da cola promoveu
uma menor retragdo da LP. Hertegard et al., 2006 (53) em estudo com 15 coelhos submeteram 22
pregas vocais a lesdes do tipo bidpsias de pregas vocais. Metade das pregas vocais foram tratadas
com inje¢des de acido hialurdnico e a outra metade com injecdo de solugdo salina, oito semanas apds
as biopsias. Oito pregas vocais foram usadas como controle. Onze semanas apos as injegdes, as
pregas vocais foram coradas com HE e van Gieson, onde foi observado espessamento da LP nas
pregas vocais lesadas, quando comparadas com as do grupo controle, independente da inje¢ao de

acido hialuronico. Estes resultados divergem do atual estudo. As lesdes provocadas, no entanto,
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foram bastante diferentes assim como o tempo de andlise. Acredita-se que o nimero das amostras,
tanto do atual estudo quanto dos estudos existentes na literatura, assim como a grande
heterogeneidade dos grupos, que pode ser vista na observagao dos valores minimos e maximos, seja
fator limitante para analises comparativas entre os estudos. Thibeault et al., em 2002 (22), em estudo
com coelhos submetidos a bidpsias de pregas vocais observaram grande variabilidade na espessura
de LP mas nao mensuraram objetivamente este parametro. Quanto a densidade celular, observou-se
aumento significativo na celularidade da LP em todas as técnicas quando comparadas com o controle
normal, exceto no grupo submetido ao uso de cola apds 30 dias e no grupo submetido a sutura apos
90 dias. A comparagdo entre as técnicas nao mostrou diferenca.

Suehiro et al. (2) através de estudo imunohistoquimico, demonstraram nao haver diferencas
significativas na expressao de marcadores de reagdo inflamatdéria recente, quando realizaram
microflap por via endolaringea na prega vocal de coelhos. Avaliaram a expressao de CD45 positivo
nas células inflamatorias das pregas vocais de coelhos submetidas a confeccao de microflap quando
comparadas com controles normais. Utilizando técnica do PCR (polymerase chain reaction) também
ndo encontraram diferencas significativas na expressdo genética dos agentes prd fibrinoticos,
interleucina-1b, fator de crescimento b-1 e ciclo-oxigenase-2, entre estes mesmos grupos.
Concluiram nao haver diferencgas entre os grupos quanto a resposta inflamatoria aguda, que neste
caso foi de duas semanas. Resultados similares foram encontrados por Duprat ef al. (20), em uma
semana, trés semanas e trés meses apos confec¢ao de microflap e microflap com enxerto de gordura
na avaliagdo subjetiva da intensidade da reacdo inflamatéria destes grupos. No presente estudo
também nao se encontraram diferengas significativas na presencga de infiltrado inflamatdrio entre as
técnicas. Possivelmente a reacdo inflamatoria seja resultado da manipulagdo cirargica e da resposta
individual de cada animal e ndo de pequenas variagdes na técnica operatdria. A atual amostra nao
encontrou, nos mesmos animais, diferenca entre as técnicas quanto ao infiltrado inflamatoério.
Também nado foi possivel tragar um paralelo entre a reacao inflamatoria e a presenca de fibrose ou
deposicao de colageno, visto que os grupos que nao apresentaram diferenca significativa do grupo
controle quanto a infiltragdo inflamatoria revelaram niveis significativamente elevados de colageno,
quando comparadas ao grupo controle.

A migragao de células inflamatorias tem sido descrita como a primeira alteragdo aguda ou
imediata em resposta a injuria das pregas vocais (57). Ling et al. (57), em seu estudo do processo

cicatricial em ratos apds decorticacao de pregas vocais observaram cinco dias apds as intervengdes
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um pico no afluxo de células inflamatorias. Descreveram o afluxo de células epiteliais, neutréfilo like
e fibroblasto like. O presente estudo esteve em concordancia com estes achados, visto que,
independente da técnica, maior numero de células inflamatérias linfomononucleares foi sempre
observado no primeiro tempo analisado, de sete dias. Nao se observou neste material a presenga de
outras cé€lulas inflamatorias polimorfonucleares. Isto pode ser atribuido ao fato de a primeira
avaliacdo ter ocorrido ja sete dias apos a intervengao. Tateya ef al., em 2005 (86), ja observaram que
a progressao temporal de cicatrizacdo dos tecidos e remodelamento da matriz extracelular difere
muito entre roedores € animais maiores.

A diminui¢ao da espessura da LP presente em todos os tempos e em todas as técnicas
cirtirgicas estd em concordancia com a descricdo de Lawrence em 1998 (89) que relatou que a
contragao tecidual ocorre ja desde os primeiros quatro e cinco dias apos a injuria. No presente estudo
foi observado que, ao final de todos os tempos estudados, houve reducdo na espessura da LP,
possivelmente traduzindo a retragdo cicatricial que foi mais intensa no final dos 90 dias no grupo
submetido a sutura. Branski et al. em 2005 (15) afirmaram que os pontos finais do processo
cicatricial seriam a reepitelizacao e o reestabelecimento de um tecido funcional. A reepitelizagdo em
coelhos e roedores menores ocorre muito precocemente. No presente estudo, mesmo apos sete dias,
nenhum dos animais apresentou qualquer descontinuidade epitelial. Pelo contrario, espessamento
epitelial foi observado em todos os grupos, para todos os tempos estudados. O estabelecimento de
um tecido funcional ndo pdde ser definido neste estudo pois a fung¢ao fonatoria ndo foi explorada.

Como os parametros escolhidos para avaliar o processo cicatricial foram parametros
histoldgicos, no atual estudo partiu-se do principio que o melhor resultado seria aquele em que
histologicamente a prega vocal estivesse mais semelhante a prega vocal normal, ndo operada. O pior
resultado cicatricial, sob o aspecto histologico, aos 90 dias foi aquele ocorrido com a sutura do
microflap: menor espessura da LP apesar da maior concentragdao de colageno. Possivelmente, houve
também importante reducdo na concentracdo de outros elementos da LP, contribuindo para esta
suposta retracdo da LP. Outros autores ao estudarem outros componentes da LP no processo
cicatricial descreveram redugdo na quantidade de elastina, decorina e fibromodulina ap6s dois meses
em coelhos. Em coelhos existem relatos ainda de aumento apenas nos niveis da fibronectina apds
dois meses, enquanto que o acido hialur6nico mantém niveis de concentracao estaveis neste mesmo

periodo (41,60).
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A variabilidade dos parametros histologicos estudados nao permitiu identificar vantagens do

uso da cola de fibrina ou de sutura em relagdo a cicatrizagdo por segunda inten¢cdo do microflap.
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CONCLUSOES

Nas condi¢des experimentais deste estudo, as técnicas de microflap com cicatrizagdo por
segunda intencdo, microflap com cola de fibrina e microflap com sutura determinaram maior
concentracdo de colageno na lamina propria quando comparadas as pregas vocais normais. O grupo
que cicatrizou por segunda intencdo apresentou concentracao de coldgeno mais proxima do normal
90 dias apo6s as intervengoes.

As trés técnicas cirurgicas determinaram aumento na celularidade da 1amina propria exceto o
grupo submetido a confec¢do do microflap e cola apos 30 dias e o grupo submetido a confecgdo do
microflap e sutura apos 90 dias.

Nas trés técnicas cirtrgias a espessura do epitélio foi maior do que no grupo controle exceto
no grupo submetido a microflap com sutura que apds 90 dias apresentou espessura epitelial
semelhante as pregas vocais normais.

A espessura da lamina propria permaneceu inalterada nas trés técnicas sete dias apds os
procedimentos, no entanto, apds 90 dias o grupo que cicatrizou por segunda inten¢cdo € o grupo
submetido ao microflap com sutura apresentou contragdo da lamina propria. O grupo submetido a
confecgao do microflap e uso de cola de fibrina manteve espessura epithelial inalterada apos 90 dias.

A ampla variabilidade dos resultados ndo permitiu identificar vantagens da utiliza¢ao de
sutura ou cola em comparagdo a cicatrizagdo do microflap por segunda intengdo, considerando a

semelhanga com os parametros histologicos de pregas vocais normais.
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Anexos

ANEXOS

Anexo 1

Analise comparativa entre as areas superficiais e profundas para cada grupo em todos os tempos

Grupo A — 7 dias :

Desvio
lado/profundidade n Média padrdo Mediana 1° quartil 3° quartil Maximo Minimo
D Superficial 5 9,84 6,68 7,01 5,43 10,70 4,97 21,08
Profundo 5 13,04 11,18 10,63 8,56 11,72 2,35 31,95
p=0,2249
E  Superficial 5 10,74 7,09 8,24 5,22 15,00 4,27 20,95
Profundo 5 14,16 8,55 15,32 7,12 18,30 4,48 25,58
p=10,0796
Desvio
Profundidade/ lado n Média padrio Mediana 1°quartil 3°quartii Maéaximo Minimo
Superficial (S) D 5 9,84 6,68 7,01 5,43 10,70 4,97 21,08
E 5 10,74 7,09 8,24 5,22 15,00 4,27 20,95
p = 0,5002
Profundo (P) D 5 13,04 11,18 10,63 8,56 11,72 2,35 31,95
E 5 14,16 8,55 15,32 7,12 18,30 4,48 25,58
p = 0,5002
S+P D 5 11,49 8,78 9,37 6,99 10,66 3,92 26,52
E 5 12,29 7,83 11,78 5,11 16,47 4,84 23,27
p = 0,8927
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Grupo A — 30 dias

Desvio
lado/profundidade  n Média padrio Mediana 1° quartil 3° quartil Méximo Minimo
D Superficial 7 7,92 7,20 4,60 2,30 17,37 ,16 17,80
Profundo 7 11,36 8,55 12,78 2,28 14,82 1,40 24,12
P=10,1730
E Superficial 7 4,78 2,84 4,57 2,25 7,31 ,50 8,03
Profundo 6 747 5,25 7,26 3,20 10,15 1,14 15,80
P=0,0277
Desvio
Profundidade/ lado n Média padrio Mediana 1° quartil 3° quartil Maximo Minimo
Superficial (S) D 7 7,92 7,20 4,60 2,30 17,37 ,16 17,80
E 7 478 2,84 4,57 2,25 7,31 ,50 8,03
p = 0,3980
Profundo (P) D 7 11,36 8,55 12,78 2,28 14,82 1,40 24,12
E 6 747 525 7,26 3,20 10,15 1,14 15,80
p=0,1380
Total (S+P) D 7 880 7,87 5,54 2,29 16,62 ,34 20,96
E 7 5,63 3,61 4,57 2,73 8,38 ,82 11,14
p = 0,4990
Grupo A — 90 dias
Desvio
lado/profundidade n Média padrdo Mediana 1° quartil 3° quartil Maximo Minimo
D Superficial 7 5,54 291 5,46 3,19 8,36 ,94 8,57
Profundo 6 5,02 3,80 3,46 2,82 9,24 93 10,24
P=0,7532
E Superficial 7 5,54 291 5,46 3,19 8,36 ,94 8,57
Profundo 7 5,35 3,33 5,22 2,30 8,07 ,63 9,97
P =0,0425
Desvio
Profundidade/ lado n Meédia padrio Mediana 1° quartil 3° quartil Maximo Minimo
Superficial (S) D 7 554 291 5,46 3,19 8,36 ,94 8,57
E 7 3,45 2,28 2,98 1,67 4,94 ,60 7,29
p =0,0630
Profundo (P) D 6 5,02 380 346 2,82 9,24 ,93 10,24
E 7 535 3,33 5,22 2,30 8,07 ,03 9,97
p =0,7532
Total (S+P) D 7 5,63 3,12 6,59 3,07 8,57 ,94 9,30
E 7 429 248 435 1,98 6,62 ,61 7,78
p =0,0630
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Grupo B — 7 dias

Desvio
lado/profundidade Média padrao Mediana 1° quartil 3° quartili Minimo Maximo
D Superficial 2,52 98 2,14 1,97 3,34 1,39 3,74
Profundo 3,74 2,13 4,21 2,02 4,96 1,15 6,35
P =0,2249
E Superficial 2,17 2,05 1,77 1,24 2,03 ,19 5,62
Profundo 3,28 2,69 2,38 1,41 5,15 1,26 7,11
P=0,2733
Desvio 1° 3°
Profundidade/ lado n Média padrio Mediana quartil quartili  Minimo Maximo
Superficial (S) D 5 2,52 98 2,14 1,97 3,34 1,39 3,74
E 5 2,17 2,05 1,77 1,24 2,03 ,19 5,62
p = 0,6858
Profundo (P) D 5 3,74 2,13 4,21 2,02 4,96 1,15 6,35
E 4 328 2,69 2,38 1,41 5,15 1,26 7,11
p =1,0000
Total (S+P) D 5 3,13 1,50 3,09 2,09 4,35 1,27 4,84
E 5 242 2,37 1,67 1,25 2,61 ,19 6,37
p = 0,5002
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Grupo B — 30 dias

Desvio
lado/profundidade n Média padrdo Mediana 1° quartil 3° quartil Minimo Maéximo
D Superficial 7 1509 3,79 14,82 12,25 18,25 8,77 19,87
Profundo 6 1541 543 15,65 11,80 16,50 8,40 24,50
P =0,6002
E Superficial 7 11,44 5,65 12,82 8,25 16,98 1,29 17,17
Profundo 7 1537 7,40 16,51 10,46 20,43 1,62 24,32
P=0,0180
Desvio 1° 3°
Profundidade/ lado n Meédia padrio Mediana quartil quartii Minimo M4éximo
Superficial (S) D 7 15,09 3,79 14,82 12,25 18,25 8,77 19,87
E 7 11,44 5,65 12,82 8,25 16,98 1,29 17,17
p = 10,4990
Profundo (P) D 6 1541 543 15,65 11,80 16,50 8,40 24,50
E 7 11,44 5,65 12,82 8,25 16,98 1,29 17,17
p=0,4631
Total (S+P) D 7 15,68 3,65 17,17 13,55 18,25 8,59 19,44
E 7 13,16 6,04 14,87 9,81 18,05 1,44 18,26
p=0,6121
Grupo B — 90 dias
Desvio
lado/profundidade n Média padrdo Mediana 1° quartil 3° quartil Minimo Maéximo
D Superficial 6 9,42 5,52 9,63 5,48 11,22 2,26 18,30
Profundo 3 7,58 3,70 9,11 3,37 10,27 3,37 10,27
P =1,0000
E Superficial 6 1,63 1,48 1,11 45 2,44 ,40 4,24
Profundo 4 2,12 1,31 2,13 1,16 3,08 ,55 3,67
P=10,1441
Desvio 1° 3°
Profundidade/ lado n Média padrio Mediana quartil quartii  Minimo Maximo
Superficial (S) D 6 9,42 5,52 9,63 5,48 11,22 2,26 18,30
E 6 1,63 1,48 1,11 ,45 2,44 ,40 4,24
p=0,0464
Profundo (P) D 3 7,58 3,70 9,11 3,37 10,27 3,37 10,27
E 4 2,12 1,31 2,13 1,16 3,08 ,55 3,67
p=0,1797
Total (S+P) D 6 948 5,39 9,80 5,48 10,97 2,53 18,30
E 6 1,75 1,11 1,70 ,90 2,44 ,48 3,29
p=0,0464
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Anexo 2

Evolucdo temporal da concentragao de colageno na LP das pregas vocais conforme a técnica

cirrgica.
Desvio

Técnica Periodo n Média padrio Mediana 1° quartil 3° quartil Minimo Maéximo

MF +sut 7 dias 5 3,13 1,50 3,09 2,09 4,35 1,27 4,84
30 dias 7 15,68 3,65 17,17 13,55 18,25 8,59 19,44
90 dias 6 948 5739 9,80 5,48 10,97 2,53 18,30
p=0,0053"

MF +cola 7 dias 5 11,49 8,78 9,37 6,99 10,66 3,92 26,52
30 dias 7 880 7,87 5,54 2,29 16,62 34 20,96
90 dias 7 563 3,12 6,59 3,07 8,57 ,94 9,30
p = 0,3326
a

MF 7 dias 10 7,36 7,54 4,98 1,67 11,78 0,19 23,27
30 dias 14 939 6,17 9,09 3,98 14,87 0,82 18,26
90 dias 13 3,12 2,30 2,44 1,01 4,35 0,48 7,78
p=10,0227a

# Teste de Kruskal-Wallis

*Comparagdes dois a dois significativas (p<0,03, teste de Mann-Whitney)
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Anexo 3

Evolugdo da variacao da espessura do epitélio conforme a técnica aplicada:

Desvio

Técnica Periodo n Meédia padrio Mediana  1° quartil  3° quartil Minimo  Maximo

Cola 7 dias 5 59,08 34,24 50,69 35,95 59,84 31,99 116,96
30 dias 7 2227 1591 27,44 6,71 31,95 5,94 47,89
90 dias 7 37,85 42,49 16,42 10,12 81,56 4,53 114,35
p =0,0627

Sutura 7 giaeb 5 78,89 50,27 73,00 40,21 121,78 21,69 137,76
30 dias® 7 64,17 107,71 21,71 17,47 34,06 14,53 307,81
90 dias™® 6 11,95 3,33 12,19 9,94 14,05 6,94 16,41
p=0,0026"

MF 7 dias 10 42,78 38,49 24,98 13,93 55,52 10,37 115,15

MF 30 dias 14 22,37 13,25 19,02 12,04 27,78 6,93 49,61

MF 60 dias 13 27,66 53,95 13,00 10,17 13,36 6,52 206,36

p =0,0553

# Teste de Kruskal-Wallis

*Comparagdes dois a dois significativas (p<0,03, teste de Mann-Whitney)
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Anexo 4

Evolucdo da espessura da LP nas trés técnicas

Desvio

Técnica Periodo n Meédia padrio Mediana  1° quartil 3° quartii Maximo  Minimo

Cola 7 dias 5 348,12 32225 215,33 187,87 239,68 174,88 922,83
30 dias 7 132,97 4691 140,79 91,77 169,32 78,98 209,34
90 dias 7 267,35 174,13 190,73 147,09 372,06 119,75 610,77
p=0,0264

Sutura 7 giaeb 5 304,90 176,74 282,05 158,73 451,99 114,40 517,35
30 dias® 7 187,02 8592 184,38 89,82 277,61 83,09 308,63
90 dias™ 6 96,66 37,02 88,22 71,87 104,85 61,85 164,91
p=10,0271°

MF 7 dias 10 165,47 63,54 170,09 109,36 203,29 84,82 278,00
30 dias 14 140,82 50,93 139,55 108,62 154,82 49,99 248,39
90 dias 13 175,06 66,25 184,96 125,04 208,38 67,97 277,56

p =0,3548

# Teste de Kruskal-Wallis

*Comparagdes dois a dois significativas (p<0,03, teste de Mann-Whitney)
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Anexo 5

Avaliagao da densidade celular com método computadorizado, comparagdo entre os grupos para

cada tempo:
Desvio

Técnica/ tempo n Meédia padrio Mediana 1°quartil 3°quartii Minimo Maximo
MF + cola 5 6,68 7,02 4,42 3,33 5,13 1,52 19,00
MF 7 dias 5 586 4,15 4,87 4,53 4,96 1,99 12,96
p=1,0000

MF + cola 7 7,89 4,54 5,88 4,49 14,15 4,36 14,75
MF 30 dias 7 71,17 1,71 7,02 5,66 7,91 5,12 10,39
p=1,0000

MF + cola 7 7,52 6,08 5,86 2,55 11,82 2,40 18,82

90 dias 7 6,50 5,20 5,71 3,39 7,42 1,73 17,41

p=0,2188

MF + sut 5 622 5,25 4,88 3,18 5,10 2,52 15,41
MF 7 dias 5 8,54 11,21 3,59 3,26 4,32 2,97 28,57
p=1,0000

MF + sut 7 6,76 5,01 4,36 3,28 10,88 3,21 16,28
MF 30 dias 7 10,67 7,40 10,68 4,31 15,44 4,01 24,40
p=0,1563

MF + sut 6 3,77 2,04 3,49 2,75 3,78 1,71 7,13
MF 90 dias 6 1,37 ,35 1,39 1,24 1,64 ,86 1,73
p=0,0625

Teste de Wilcoxon pareado

Avaliagao computadorizada da densidade celular, o valor de p se refere a comparacao entre cada

grupo e o grupo controle:

Desvio
Técnica Dias n Média padrio Mediana 1° quartil  3° quartil Méximo Minimo P¥*
Controle 6 0,36 0,26 0,30 0,13 0,48 0,12 0,80
MF +cola 5 6,68 7,02 4,42 3,33 5,13 1,52 19,00 0,0062
MF + sut 5 3,13 1,50 3,09 2,09 4,35 1,27 4,84 0,0062
MF 10 7,20 8,09 4,42 3,26 4,96 1,99 28,57 0,0011
MF +cola 30 7,89 4,54 5,88 4,49 14,15 4,36 14,75 0,0027
MF + sut 15,68 3,65 17,17 13,55 18,25 8,59 19,44 0,0027
MF 14 8,92 5,47 7,15 5,12 10,68 4,01 24,40 <0,0001
MF +cola 0 7,52 6,08 5,86 2,55 11,82 2,40 18,82 0,0027
MF + sut 9,48 5,39 9,80 5,48 10,97 2,53 18,30 0,0035
MF 13 422 4,50 2,43 1,64 5,71 0,86 17,41 <0,0001
* Teste de Mann-Whitney
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Anexo 6

Comparagao do numero de células inflamatorias contadas manualmente, entre os grupos para cada
tempo:

Técnica fempo n Média Destio Mediana 1° quartil 3° quartii Minimo Maximo Valor p
s padrao
MF + cola ; 5 61.00 40,66 49.00 39.00 80,00 16.00 121.00 0,1172*
MF 5 25.00 5.24 23.00 22.00 30,00 19.00 31.00
MF + cola 7 19.86 15.18 18.00 6.00 31.00 6.00 48.00 0,7001*
MF 30 7 2643 25.05 19.00 15.00 28.00 5.00 81.00
MF + cola 7 3157 34.71 18.00 12.00 37.00 3.00 106.00 0,2238*
MF %0 7 3443 13.26 37.00 22.00 44.00 12.00 50,00
MF + sut ; 5 37.20 15.87 38.00 26.00 39.00 21.00 62.00 0,2506*
MF 5 2140 15.57 22.00 14.00 27.00 1.00 43.00
MF + sut 7 31.29 26.34 19.00 14.00 45.00 8.00 84.00 0,2248*
MF 30 7 46.57 32.17 31.00 26.00 66.00 25.00 112.00
MF + sut %0 6 12.33 6.80 14.50 5.00 18.00 3.00 19.00 0,5218*
MF 6 10,50 7.71 10,00 6.00 12.00 1.00 24.00
MF + col ; 5 61.00 40,66 49.00 39.00 80,00 16.00 121.00  0,2948"
MF + sut 5 37.20 15.87 38.00 26.00 39.00 21.00 62.00
MF + col 30 7 19.86 15.18 18.00 6.00 31.00 6.00 48.00 0,3700°
MF + sut 7 31.29 26.34 19.00 14.00 45.00 8.00 84.00
MF + col 90 7 3157 34.71 18.00 12.00 37.00 3.00 106.00  0,3160°

MF + sut 6 12.33 6.80 14.50 5.00 18.00 3.00 19.00
‘Teste de Mann-Whitney
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