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RESUMO



A corregdo de alteragdes da 1amina propria nas pregas vocais, como sulcos, cicatrizes e
degeneragdes senis, ainda é um desafio 4 fonocirurgia. Materiais implantaveis e métodos de
implantagio sio continuamente investigados. Este trabalho avaliou a utilizagio de enxerto
de fragmento da fascia lata na limina propria da prega vocal de cHes, estudando as
alteragBes histologicas conseqilentes, quanto a reagdo inflamatoria aguda e cronica,

a fibrose e a neovascularizagfo.

Doze ciies adultos foram submetidos  enxertia de um fragmento de 0,3 X 0,3 cm da fascia
lata na lamina propria da prega vocal direita. Na prega vocal esquerda, 0 mMesmo acesso
cirirgico foi reproduzido, sem colocagio do enxerto. Apos dois e seis meses, 0s animais

foram sacrificados € suas pregas vocais estudadas histologicamente.

A fascia nio induziu resposta inflamatéria, aguda ou crbnica, em qualquer animal,
nem desencadeou fibrose além da conseqiiente ao procedimento cirirgico, como observado
no lado controle. Em todos os casos, identificou-se o tecido enxertado sem evidéncias de
reabsor¢dio e com aumento da neovascularizagio, demontrando que a fascia lata apresenta

integragio tecidual boa na camada superficial da lamina propria de prega vocal de céo.

Resumo
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ABSTRACT



Satisfactory corrective treatment for sulcus, scar and senile alterations in the lamina propria
of vocal folds is still under development. This study assessed the utilization of a fascia lata
graft in the vocal fold lamina propria of dogs by analyzing the histological alterations
induced by acute and chronic inflammatory reactions as well as the fibrosis triggered by

graft procedure and persistence.

A fragment measuring 0.3 X 0.3 cm of the fascia lata was grafted in the right vocal fold
lamina propria of 12 adult dogs. Identical surgical access in the left vocal fold was
reproduced without introducing the graft. Afier periods of two and six months, the animals

were sacrificed and a histological study of their vocal cords was performed.

Besides the reactions resulting from the surgical procedure in the control side, the fascia did
not induce an acute or chronic inflammatory reaction or trigger fibrosis in any of the
amimals. Tn all the cases, the grafted tissue did mot show evidence of resorption,
demonstrating that the superficial layer of the lamina propria in dogs presents good

tolerance to fascia lata grafting.

Abstract
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A protecdo das vias aéreas inferiores e a produgdo vocal s3o as principais
funcdes da laringe, que atua como esfincter ¢ fonte geradora do som. Para a efetiva

produgio da voz deve existir contato adequado entre as pregas vocais.

A insuficiéneia glética resultante do contato incompleto das pregas vocais pode
ser provocada por diversas alteragbes deste Orgdo, incluindo paralisia, paresia,
arqueamento, atrofia, sulcos ou cicatrizes nas pregas vocais. Independentemente da
etiologia, varias alternativas de tratamentos tém sido testadas para corrigir a insuficiéncia
glotica e restaurar ou melhorar a voz, desde técnicas de medializagdo at¢ a injeco de
substéncias para aumento volumétrico das pregas vocais.

(Hirano et al., 1990; Lindestad ez al., 1994; Pontes et al,1994; Rosen, ez al, 2000.)

Os tratamentos disponiveis atualmente ndo permitem a reconstitui¢do da
estratificagio em camadas e dos movimentos ondulatérios das pregas VOCAiS.
Possibilitam apenas a corregdo da insuficiéncia glética, com methora do tempo maximo de
fonagio e do esforgo vocal com pouca influéncia na melhoria da qualidade da voz.
Implantes ou enxertos de materiais diretamente dentro da prega vocal tem mostrado

utilidade na correcdo da insuficiéncia glotica.

Brunings (1911) descreven inicialmente o implante de parafina que, no entanto,

produzia intensa reagio inflamatoria.

Por décadas tem-se usado teflon que apresenta bons resuliados num primeiro
momento e, posteriormente, pode desenvolver inflamagdo cronica, com formacio de

granuloma, o que limita seu uso. (Ford ef al, 1999)

Mais recentemente, Hill ef al. (1991) introduziram o uso de gordura autologa.
Apbs intensa pesquisa e utilizagdo, obtiveram excelentes resultados iniciais, sem reagao
inflamatoria aguda ou do tipo corpo estranho. Apresenta alto indice de reabsorgdo,
dependendo do método utilizado, que pode atingir 80% apds um ano. Rihkanen (1998),
referiu que, “para compensar a reabsorcdo, a prega vocal ¢ sobrecorrigida e isso faz da

gordura material problematico para ajuste fino da borda da prega vocal”.

O colageno bovino também revela bons resultados iniciais, sendo usualmente

reabsorvido em poucos meses, assim como acontece com o colageno autdlogo.

(Ford et al., 1999).

Introdugdo
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O enxerto de fascia tem sido utilizado hé décadas em cirurgias otologicas ¢
plasticas, sem complicagdes e com resultados reprodutiveis. Apresenta conststéncia
tecidual similar a do colageno e baixa taxa de atividade metabolica. Rihkanen (1998)
propds o uso de fiscia triturada para cirurgia de aumento volumétrico da prega vocal.
Reijonen et al., (2000) em estudo experimental em cies wtilizando a injegdo de fascia
triturada no misculo vocal, observaram que o enxerto permaneceu identificavel
histologicamente apds um ano de seguimento e, na maioria dos casos, sem complicagdes
precoces ou tardias. Tsunoda (1998) publicou, com resultados promissores, a utilizagdo de
enxerto de fascia integra no espago de Reinke para a corregéo da incompeténcia glética em

modelo humano, principalmente decotrente de sulcos vocais.

Contraditoriamente, Rodgers et al. (2000) descreveram rapida absorcio de
fascia autdloga triturada injetada no musculo vocal, apos trés meses. Para esses autores,

a fascia nfo representa material adequado para enxerto em prega vocal.

Mais recentemente, intervencdes para restabelecimento estrutural da 1amina
propria da prega vocal vém sendo testadas, em carater experimental, com o proposito de
diminuir a fibrose pos-operatéria ¢ cicatriz, ¢ melhorar a flexibilizagio da mucosa.
Em estudos in vitro o fator de crescimento de hepatdcitos ¢ fator de crescimento de
fibroblastos, associados ou ndo a células tronco, podem levar a diminuigdo da formacao de
colageno tipo I e aumentar a produgio de dcido Hialurdnico, a partir de fibroblastos do
espago de Reinke. Essas técnicas, entretanto, ainda nfo estdo disponiveis para uso clinico.

(Hirano ef al., 1999; Ito et al., 2003.)

Até o momento nZo ha consenso sobre o enxerto ideal para cirurgias de
medializacdo da prega vocal ou restituicio de suas propriedades reologicas. A fascia
autdloga parece apresentar boa perspectiva, apesar dos poucos estudos clinicos e
experimentais existentes na literatura mundial. Os trabalhos publicados avaliam somente o
enxerto de fiscia triturada no misculo vocal (Ribkanen, 1998; Rodgers ef al, 2000,
Reijonen ef al., 2001; Duke ef al,, 2001). N@o h4 estudos histolégicos com utilizaco de

enxerto de fiscia integra implantado no espago de Reinke.

Introdugdo
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O objetivo do estudo € analisar a integragio de fragmento de fascia lata
enxertado na ldmina propria de pregas vocais de cies. Esta avaliagdo sera realizada pela
analise histolégica da resposta inflamatoria aguda e cronica, da fibrogénese desencadeada

pelo enxerto e pela presenga de neovascularizagdo.

Introducdo
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Inicialmente abordaremos a estrutura da prega vocal, sua estratificaciio e a
composi¢ao da ldmina propria. A seguir, a estrutura e as diferencas entre a prega vocal do
animal de experimentacio e o0 homem. Por fim, os métodos para a corregfio da insuficiéncia

gldtica com especial atengfio para o uso da fascia autdloga.

Hirano (1974) demonstrou histologicamente a estrutura em camadas da prega
vocal humana e propds a teoria do complexo corpo-cobertura. A 1amina propria da prega
vocal, segundo o autor, ¢ constituida por trés camadas. A camada mais superficial da
lamina propria (CSLP), € caracterizada histologicamente por tecido frouxo com poucas
fibras colagenas e elasticas. A camada intermediiria da lamina prépria (CILP) apresenta
maior numero de fibras elasticas e a camada profunda da lamina prépria (CPLP) € aquela
com um nimero aumentado de fibras colagenas. A teoria corpo-cobertura da fonagio
trouxe evidéncia histolégica que o tecido superficial, permitia liberdade de movimento,
enquanto os tecidos profundos mostravam-se mais rigidamente integrados. A cobertura da
prega vocal, nos relatos do autor, inclui o epitélio e a CSLP, enquanto a CPLP e o musculo

vocal constituem o corpo. A CILP foi caracterizada como camada de transi¢io.

Gray et al, 1994, utilizando microscopia eletrdnica, fizeram estudo descritivo
da ultra-estrutura de trés laringes humanas. Relataram que a zona da membrana basal de
humanos se assemelha as de cdes. A camada profunda da epiderme é forrada por células
basais sobre a membrana basal. Descreveram a presenga de “fitras de ancoragem que
podem ser vistas fazendo uma alga a partir da l&mina densa para dentro da camada
superficial da ldmina propria e readerindo a l4mina densa”. Demonstraram ainda, que as
fibras colagenas da camada superficial se interdigitam com as algas, fixam a camada basal a

prega vocal, e impedem que desgarre durante a vibragao.

Ishii et al, 1995 realizaram estudo tridimensional do arramjo das fibras
colagenas e elasticas de pregas vocais humanas, por meio de microscopia eletrénica,
ap0s digerirem os elementos celulares e fibras colagenas com 4cido férmico e os elementos
celulares e as fibras eldsticas com hidroxido de sodio a 10%. Demonstraram que a camada
superficial € composta de aglomerados de fibras colagenas e fibras elasticas finas que
correm retas ou espiraladas. A camada intermediaria consiste de feixes espessos de fibras

olagenas e elasticas dispostas longitudinalmente e fibras elasticas finas espiraladas.

Revisdo da Literatura
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A camada profunda consiste de fibras elasticas espiraladas e feixes densos de colageno.
Os autores sugeriram que as fibras colagenas provavelmente estejam envolvidas na
manutencdo da estratificacio da estrutura da lamina propria. As fibras elasticas estdo
envolvidas na restauracio rapida da morfologia da prega vocal apds agfio muscular e

vibragio.

Hammond et al (1996, 2000) descreveram, com utilizacdo de microscopia
eletrdnica de pregas vocais humanas, a composi¢io da camada intermediaria da 1dmina
propria, destacando a presenca de elastina e acido hialurbnico. Relataram a morfologia das
fibras elsticas e seus tipos. As fibras oxitalanicas, elauninicas e as fibras elasticas maduras
diferem entre si pelo tamanho e pela quantidade de substincia amorfa presente na sua
estrutura. Demonstraram também, a importéncia do icido hialurénico como preenchedor do
espago, que devido & sua capacidade hidrofilica, atral sédio e 4gua, o que proporciona

viscosidade ¢ regula o conteido de agua da prega vocal.

Pawlak et @l (1996) avaliaram a composi¢io normal de proteoglicanos nas
pregas vocais de cadaveres humanos usando técnicas imunohistoquimicas. Mostraram a
importéncia dos proteoglicanos glicosaminoglicanos, componentes da matriz extracelular.
Correlacionaram seus resultados com eventuais estados patologicos e com a homeostase
normal da ldmina propria. Referiram que a decorina e a fibromodulina retardam a formagéo

de fibrilas de colégeno tipos L e II.

Gray ef al. (1999), por meioc de estudo anatbmico das pregas vocais de
cadaveres, demostraram que, no envelhecimento ocorre diminuig8o da camada superficial
da 13mina prépria. Questionaram se ha atrofia desta camada ou proliferacio de elastina com
invasio da CSLP. Mostraram que, nesta fase, ha diminui¢do do “turnover” das fibras

elasticas e do colageno, com aumento de suas concentragdes.

Madruga de Melo ef al. (2003) estudaram a distribuig@o do coldgeno na 14mina
propria de cadaveres, por meio do método de polariza¢io pelo picro — sirius. Descreveram
o amanjo das fibras coldgenas como nfo paralelos ao bordo livre da prega vocal,
mas dispostos em forma de malha, constituidos por colageno tipo III na camada superficial
e colageno tipo I na camada profunda. O espago entre as fibras é preenchido por fibras

elasticas imaturas e glicosaminoglicanos.

Revisdo da Literatura
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Gray ef al (2000) estudaram a composi¢do molecular da prega vocal de
humanos e a relacdo entre as moléculas fibrosas na performance biomecénica e fisiologica
do tecido. Concluiram que os proteoglicanos, especialmente o acido hialurdnico, € o mais
presente na limina propria e determina a vibragdo tecidual por conferir viscosidade
tecidual. A decorina e fibromodulina estdo presentes em menor quantidade e s3o

importantes no metabolismo das proteinas fibrosas.

Hirano er al. (2003) fizeram estudo imunohistoquimico sobre a fibronectina e
outras moléculas de adesdo da lamina propria de pregas vocais de cachorros.
Demonstraram que a fibronectina atua na reparacio da ldmina propria apds lesdo, formando

um arcabougo para deposi¢do de colageno.

Em estudo histoquimico em pregas vocais de cies submetidos a injuria tecidual,
Thibeault et al. (2004) demonstraram que o nivel de acido hialurdnico sobe imediatamente

apds a lesdo, o que € necessario para a reparagio e prevencio da cicatriz.

Quanto & histologia comparada, Garret et a/ (2000) compararam,
histologicamente, pregas vocais de c@ies, porcos ¢ macacos. Demonstraram que ¢ ¢do
apresenta a limina propria mais semelhante 3 humana. No cdo, a ldmina propna €
estratificada em trés camadas. Abaixo da membrana basal ha uma banda de elastina e
colageno. Apés isto, existem proteinas intersticiais, em arranjo frouxo semelhante &
humana, A camada intermediaria é composta por elastina e proteina intersticial densa e a

camada profunda € composta basicamente por colageno.

Em 1994, em artigo de revisio sobre o uso de enxertos de fascia, gordura ¢
musculo em cirurgia de cabega e pescoco, Boyce ef al. relataram que a fascia é constituida
basicamente por fibroblastos em matriz extracelular composta por colageno. Este fato,
combinado a sua baixa taxa de metabolismo, explica porque a fascia pode ser transplantada

sem alterar sua forma ou fungéo.

Rihkanen (1998) analisou a melhoria da qualidade vocal de nove individuos
com paralisia de prega vocal, apds serem submetidos a injegio de fascia lata triturada no
musculo vocal. Em todos os casos houve methora do tempo maximo de fonagio e na
avaliagio da qualidade vocal realizada por quatro foniatras avaliadores. Em cinco dos nove

pacientes, a voz foi considerada normal apés o procedimento.
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Tsunoda et al. (1999, 2000, 2001) publicaram uma série de ensaios clinicos
onde realizaram a implantagdo de fascia temporal antologa integra na ldmina propria de
pregas vocais de nove pacientes com insuficiéncia glotica por sulcos vocais, atrofia ou
cicatriz de pregas vocais. Apés um ano de acompanhamento, os pacientes, portadores de
sulcos e atrofia da prega vocal, apresentaram melhora na qualidade da voz e do padrdo
vibratério i estroboscopia; com notério desaparecimento da fenda glética e methora do
tempo maximo de fomagio. Relataram que apos o implante, o volume da prega vocal
continuou a aumentar, ¢ que a melhoria dos parimetros ocorria apds seis meses do
procedimento. Especularam sobre a possibilidade do transplante de fascia temporal levar 2
regeneragdo do tecido da prega vocal, por mecanismo similar ao transplante de células

tronco em outros 0rgaos.

Rodgers ef al. (2001), em estudo histologico, analisaram as pregas vocais de
seis cdes com paralisia por secgdo do nervo laringeo recorrente, submetidos & enxertia de
fascia lata triturada, injetada no interior do misculo vocal. Apos trés meses do experimento
ndo identificaram a presenga da fascia injetada. Concluiram que a féscia ndo possui a
mesma persisténcia no mitsculo que os adipocitos, nio representando um bom material para

aumento volumétrico de prega vocal.

Duke e al. (2001) realizaram dois estudos, o primeiro histologico, comparando
o implante de gordura e fiscia triturada injetadas no misculo tireo-aritenoideo dzs pregas
vocais de um mesmo cdo. O segundo, um ensaio clinico, em que avaliaram a melhora dos
sinfomas em um grupo de 40 pacientes portadores de insuficiéncia glotica de etiologia
variada, submetidos a injegéio de fascia lata no misculo vocal. Para o estudo experimental,
padronizaram o volume a ser injetado dos dois tecidos, cada um em uma prega vocal.
Apo6s 12 semanas, mediram o grau da reabsorgfio de cada um deles. Com a anslise dos
cortes histolégicos de pregas vocais, concluiram que houve taxa de absor¢ao similar entre
os dois grupos: 32% da fascia e 46,6% da gordura. No estudo clinico, com aumento
volumétrico de prega vocal com paralisia utilizando fascia, os pardmetros acusticos
permaneceram mais estdveis que nos pacientes que utilizaram gordura apés até dois anos de

seguimento, sem necessidade de sobrecorregfio para manter os resultados.
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Reijonen ef al. (2001) analisaram a histologia e a histo-morfometria de pregas
vocais de ces submetidas 2 inje¢do no misculo vocal de fascia autologa triturada. O estudo
demonstrou que a fascia se mantém apds um ano de seguimento. O que os fez supor que a
pequena diminui¢io volumétrica do enxerto se deva 4 compactagio e reorganizagdo das
fibras colagenas rotas e ndo a reabsorcdo do enxerto. Demonstraram que houve
remodelagio das fibras coldgenas. Elas se enconiravam rotas aos dez dias de
acompanhamento € aos seis meses se organizavam em arranjos lineares. Encontraram
ainda, resposta inflamatéria aguda leve somente nos primeiros dias pos-operatorios.

Nishiyama ef al, (2002) propuseram O uso de enxerto de fascia temporal
autologa, integra e enrolada, na ldmina propria de prega vocal por meio de laringoscopia
direta. Para esta técnica confeccionaram bolsa submucosa no espago de Reinke e
introduziram o enxerto de fascia. Na avalia¢do pos-operatoria, comparou-se © volume da
prega vocal, o tamanho da fenda glotica e a qualidade vocal, nos periodos pre e
pos-operatorios, utilizando a escala GRBAS. Referiram que em todos os casos houve
melhora dos parametros analisados, que se mantiveram durante seguimento de seis meses.

Chan et al. (1998, 1999), com utilizagdo de um redmetro rotacional, mediram a
viscoelasticidade do acido hialurdnico associado ou néo a fibronectina e as cOMparou com
a viscoelasticidade da prega vocal. A viscosidade do acido hialurdnico mostrou ser
diretamente proporcional 4 sua concentragao. A fibronectina ndio influenciou, in vitro, nas
propriedades viscoelasticas do acido Hialurdnico.

Hallen ef al. (2001) realizaram estudo clinico com uso de inje¢iio de acido
hialurdnico, na forma de DiHA, no musculo vocal de pacientes com insuficiéncia glética.
Em acompanhamento por nove e oze meses o experimento apontou methora da qualidade
vocal e da coaptagio glotica. Porém, os autores deixaram de avaliar a reabsorgZo da
substancia injetada. Em vinte e cinco por cento dos casos houve necessidade de
reinfervengio cirirgica.

Stein ef al. (2000) investigaram a histopatologia e as propriedades migratérias
de teflon, gordura, silicone e hidroxiapatita, injetados em pregas vocais de cies. O teflon e
o silicone resultaram em reagio inflamatoria variavel com migragio para linfonodos
regionais. A gordura € a hidroxiapatita se encontravam presenies apos sels meses, sem

reacdio inflamatéria ou migragao.
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3- METODO
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3.1 - Animais de experimentacio

Foram selecionados 20 cdes, sem raga definida, pesando enire 10 ¢ 15
quilogramas, de ambos os géneros. Os dois primeiros foram utilizados no estudo piloto para

sisternatiza¢do do procedimento cirtrgico e estudo histologico.

Foram excluidos da casuistica os anmimais com quaisquer alteragGes laringeas
observadas a laringoscopia direta, os que morreram fora do prazo estabelecido para o abate

¢ as fémeas prenhes.

Os animais foram mantidos no biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental da
FCM da UNICAMP, em gaiolas, com agua ¢ ragdo “ad libitum”, desde o pds-operaténo
imediato até o momento do sacrificio, de acordo com as normas do Comité de Etica Animal

da UNICAMP. (anexo 2)

3.2 - Procedimentos cirirgicos.

Apds 12 horas de jejum, os animais foram submetidos a anestesia geral
intravenosa. Utilizou-se thiopental sédico a 1% na dose de 50 mg/kg/dose, e Inoval ®
(Fentanila 50 mg/ml e droperidol 2,5 mg/ml), na dose de 0,3 mg/kg, mantidos em
respiragio espontinea durante o procedimento. Os cdes foram posicionados em decibito
dorsal em um suporte em forma de canaleta, sobre a mesa cirdrgica. Foi realizada
tricotomia da face externa da pata posterior direita do animal, medindo aproximadamente
10 x 10 cm. A anti-sepsia foi feita com polivinilpovidona a 10% e o animal coberto por
campos cirGrgicos esterilizados, com exposigdo exclusiva da boca e da pata posterior

direita.

Realizada incisfo longitudinal de aproximadamente 4cm de extensfo na face
lateral da pata utilizando bisturi de ldmina n° 15. O tecido subcutineo foi incisado com
bisturi elétrico até o plano da fascia lata, que foi exposta com a utilizagdo de tesoura para
disseccdo romba. Foi excisado fragmento da fiscia de aproximadamente 9 cm? Apds a
revisdo da hemostasia por diatermocoagulagiio, fo1 realizada sintese da ferida em pontos
separados com fio de nailon 3.0. A fascia foi estendida sobre superficie metalica e deixada

desidratar-se espontaneamente.
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A seguir, o animal foi submetido 4 laringoscopia direta com sistema de
suspensdo, por meio de laringoscopio modelo Kleinsasser, com ampla exposi¢io das pregas
vocais (Fig.1). Foi realizada inciséio longitudinal de aproximadamente 3 mm de extensdio,
com micro bisturi, & frente do processo vocal, na face vestibular das pregas vocais, direita e
esquerda (PVD e PVE), proximo a margem de coaptagdo. Subseqiientemente procedeu-se a
introdugdo do descolador na incisdo efetuada, e confecgio de tinel por dissecgdo romba, no
sentido postero-anterior, paralelo a margem de coaptagio da prega vocal, no nivel da
lamina propria, separando-se o epitélio e o ligamento vocal. Para tanto, foi utilizado micro
bisturi para incisio mucosa e micro dissector rombo em forma de “L* com angulago de
45 ° (Fig. 2). Com utilizagdo de régua graduada confeccionou-se fragmento da fascia lata
de 0,3x0,3 cm, que foi introduzido no tinel submucoso criado na CSLP de prega vocal

direita.
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Figura 1 - Animal submetido a laringoscopia direta com sistema de suspensio
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Figura 2 - Detalhe do instrumento utilizado para dissecgdo da ldmina propria.

Observar a extremidade cilindrica.
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Na prega vocal esquerda foi realizado o mesmo procedimento cirGrgico, porém
sem enxertia. (Fig.3) Este lado serviu como controle histologico das alteragBes causadas

pelo trauma cirdrgico isolado.

Incisfio

- Margem Coaptagio
- Face Inferior

- Enxerto

[__ | Area de descolamento

Prega Vocal Esquerda Prega Vocal Direita

Figura 3 - Representagio esquematica do procedimento cirirgico nas pregas vocais

3.3 - Avaliacio histolégica dos resultados

Os animais foram sacrificados utilizando-se 10 ml de Thiopental sodico a 1%
seguidos por S ml de KCl a 19,1% intravenoso em “bolus” e suas laringes excisadas para

exame histologico.

Os cies foram divididos em dois grupos de seis animais. O grupo A foi
sacrificado dois meses apds o procedimento cirirgico ¢ o grupo B apds seis meses do
procedimento. Os cdes foram seqiiencialmente numerados de 1 a 18. A tabela 1 apresenta a

lista de animais de cada grupo.

Os cies 1,4,7,8,14,¢ 17 adoeceram, foram sacrificados e excluidos da pesquisa.
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Os cdes 6, 10, 11, 12,15 e 16 foram sacrificados apds dois meses da cirurgia, e
constituiram o grupo A. Os cdes 2, 3, 5, 9,13 e 18 foram sacrificados apos seis meses do

procedimento cirirgico, e constituiram o grupo B { tabela 1).

Tabela 1 - DistribuigZo dos cies nos grupos

Grupo n°. dos cies
A 6 10 11 12 15 16
B 2 3 5 9 13 18

O estudo histoldgico foi realizado no Departamento de Anatomia Patologica do
Hospital de Clinicas da FCM UNICAMP.

As laringes, apos avaliagfio macroscopica, foram fixadas por imers3o em formol
a 10% durante 48 horas. As pecas foram abertas posteriormente, por sec¢io mediana da
lamina da cartilagem cricoidea. As pregas vocais foram ressecadas em monobloco por
secgdo axial da cartilagem tirbidea. A seguir, as pregas vocais foram submetidas a seccdo
coronal na linha média, obtendo-se duas metades, anterior e posterior, que foram colocadas
em capsulas plasticas identificadas com o nimero do animal e o lado correspondente, e,

posteriormente, encaminhadas para processamento histologico.

O processamento consiste em sete banhos sequenciais de uma hora cada,
em alcool absoluto, para desidratagio. Apds, por tres banhos em xilol ap, também durante
uma hora, para diafaniza¢do. Por fim, trés banhos em parafina liquida a 60°. Os fragmentos
da prega vocal foram colocados em moldes metalicos, cobertos por parafina a 66° C ¢
submetidos a resfriamento em placa de gelo. Apods a solidificagéo resultaram dois blocos de
parafina para cada prega vocal, identificadas como direita ¢ esquerda e o nimero do animal

ao qual pertenciam.

Os blocos foram submetidos a cortes coronais por micrétomo, com espessura de
4pm. Em cada 1dmina foram montados quatro cortes da prega vocal. Para a confecgdo das

laminas, os cortes histolégicos foram colocados sobre as l1dminas de vidro, aquecidas em
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estufa durante cinco minutos para derreter a parafina. A seguir, foram banhadas em xilol ap
para desparafinizar. Foram rehidratadas em banho rapido em alcool absoluto e lavadas em
agua corrente por cinco minutos. Foram encaminhadas para coloragdo com hematoxilina e
eosina. Para tanto, as ldminas permaneceram cinco minutos em hematoxilina, foram
lavadas em agua corrente, rapidamente, e permaneceram mais cinco minutos em banho de
eosina. Para finalizar, as ldminas foram acrescidas de resina e laminula e postas para secar

por 24 horas.

Ao exame, se o tecido enxertado nio estivesse bem visivel, os cortes eram
aprofundados, isto & mais quatro cortes eram realizados, até que o corte mais
representativo do tecido enxertado fosse encontrado. As laminas foram analisadas por
microscopia Optica convencidnal, nas objetivas de 4, 10 e 40 vezes, com analise dos
seguintes par@metros: nimero de células inflamatdrias (neutréfilos, Iinfocitos e

macrofagos), presenca de fibrose, neoformagio vascular e rea¢do tipo corpo estranho.

A intensidade do infiltrado inflamatério foi avaliada semiquantitativamente.
Comparou-se a faixa de tecido circunjacente a fiscia implantada com a l1amina prépria além
desta 4rea, numa extensdo de tres campos de maior aumento (X 40). A reacdo inflamatoria

foi classificada segundo os seguintes Crit€rios:

Ausente {O): Nio foram observadas celulas inflamatorias;

Leve (I): Quando se observaram 1 a 10 células mononucleares maduras;
Moderada (I):  Quando se observaram 11 a 20 células mononucleares maduras;
Intensa (II1): Quando se observaram mais que 20 células mononucleares maduras;

A reaco inflamatéria foi classificada ainda, como aguda quando havia
predominio de polimorfonucleares, e cronica do tipo corpo estranho, quando havia

predominio de macréfagos ativos.

Meétodo
32



A intensidade da fibrose também foi avaliada semiquantitativamente.
Comparou-se a faixa de tecido circunjacente a fascia implantada com a 1dmina prépria além
desta area, numa extensdo de trés campos de maior aumento (X 40). Foi classificada de

acordo com os seguintes critérios:

Ausente (9):  Nio foram observadas fibras colagenas;

Leve (I): Presenca de focos esparsos de fibras coligenas;

Moderada (IT): Traves continuas de fibras coldgenas circunjacentes ao enxerto;

Intensas (IN}:  Longas faixas de fibras colagenas em torno do emxerto, constituindo

capsula fibrosa.

A neoformaciio vascular foi analisada na periferia e no interior do tecido
enxertado, quanto & auséncia ou presenca de vasos com paredes finas ou em processo de

formacao.

Esses parimetros foram estudados na prega vocal fora da é4rea enxertada, na
area de enxerto, e também na prega vocal contralateral, que ndo foi enxertada ¢ serviu

como controle do estudo.

A analise estastistica dos resultados foi feita utilizando-se o teste exato de
Fisher, por testar hipése univariada, em dois grupos de individuos diferentes e com

mensuragdo nominal.

O p-valor<0.05 indica diferenga estatisticamente significativa entre os dois
grupos comparados, com 95% de confianga, enquanto que o p-valor>0.05 indica que néo ha

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, também com 95% de confianga.

Método
33



4 - RESULTADOS
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4.1 - Anailise histolégica grupo A

Os aspectos histologicos encontrados em ambas as pregas vocais do grupo A

estdo expostos na tabela 2.

Tabela 2 - Aspectos histolégicos encontrados no grupo A

Nimero  Imtensidade do Predominio Intensidade da  Reacdo crénica Neo

do ciio infiltrado celular fibrose vascularizacio
PYD PVE PVD PVE PVD PVE PYD PVE PVD PVE

6 I I H LH I @ 9 1% I 4]

10 I I LH L I %) 1] 7/ I 1

11 I I L LH 1 1) %) 5] I 0

12 I I LH LH I o 9 1) I 12

15 I I LH LH 1% 1) 1] 7] 1 1

16 I I LH LH 1% 1] o ] I 1)

Intensidade do processo inflamatorio: ausente (&), leve (I), moderado (II), intenso (IiI); Predominio de
celularidade: Polimorfonucleares (P), Linfocitario (1), Linfohistiocitdrio (LH), Histiocitario (H); Intensidade
da fibrose: ausente (@), leve (I}, moderado (I1), intenso (I1I); ReagZo giganto celular: ausente (), presente (I);
Presenca de neovascniarizacdo: ausente (@), presente (1)
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A figura 4 mostra, em pequeno aumento, a prega vocal do cdo 10 onde se

identifica a fascia implantada, bem delimitada, na lamina propria.

Figura 4 - Prega vocal direita, com enxerto de fascia na lamina propria, no cdo sacrificado

ap6s dois meses. Observar a fascia implantada, delimitada por setas.(4X)
(céio 10)
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Na figura 5, aumento de 40 X, ¢ importante ressaltar a auséncia de resposta

inflamatéria ou fibrose na 1dmina prépria circundante.

Figura 5 - Prega vocal direita, com enxertia de fascia na lamina propria em cdo sacrificado
apos 2 meses. Aumento maior da figura 4. A fascia implantada (entre setas), €
constituida por tecido fibroso hipocelular. Observar a auséncia de reagdo

inflamatéria ou fibrose na lamina prépria circundante.(40X) (cdo 10)

Resultados
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A figura 6 mostra a prega vocal esquerda (controle) das figuras anteriores,

referentes ao cio 10, salientando a auséncia da fascia na limina propria.

Figura 6 - Prega vocal esquerda, controle, sem enxerto de féscia na lamina propria, no céo

sacrificado apds dois meses. (10X) (cdo 10)
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A figura 7 apresenta maior aumento (40X) da prega vocal esquerda (controle)
do cdo 10, onde se pode observar que a ldmina prépria apresenta aspecto semelhante a do

lado enxertado (PVD), com baixa celularidade e auséncia de fibrose e neoformagéo

vascular.

Figura 7 - Prega vocal esquerda, controle, sem enxerto de f4scia na ldmina propria, no cao
sacrificado ap6s dois meses. Aumento maior da figura 6. Observar que a lamina
apresenta aspecto semelhante aquela mostrada na figura 5, na qual houve

enxertia de fascia.(40X) (cao10)
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Na figura 8, em lente de pequeno aumento (4X), € dificil diferenciar a fascia da
lamina propria circunjacente.

Figura 8 - Prega vocal direita, com enxerto de fascia na lamina propria, no céo sacrificado

apos dois meses. Neste caso a fascia implantada apresenta-se menos evidente

devido a sua semelhanca com a ldmina propria que a circunda.(4X) (cdo 11)
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Percebe-se melhor, na fig. 9 com maior aumento (40X), o tecido fibroso

acelular da fascia, bem integrado a lamina propria, com destaque para congestao vascular e

leve fibrose focal.

Figura 9 - Prega vocal direita, com enxerto de fascia na 1amina propria, no cdo sacrificado
apos dois meses. Ldmina propria adjacente a fascia apresenta congestdo vascular

(cabega de seta) e leve fibrose em areas (seta preta).(40X) (cdo 11)
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A figura 10 mostra a prega vocal direita do céo 16 submetido & enxertia de
fascia ap6s 2 meses. Nota-se que a fascia sofreu organizagio e destaca-se a presenga de

neoformagio vascular em seu interior, originada na lamina propria ao redor.

Figura 10 - Prega vocal direita, com enxerto de fascia na lamina prépria, no cdo sacrificado
apbs dois meses. Neste caso a fascia implantada sofreu organizagio, podendo

se observar vasos neoformados no seu interior, os quais sdo oriundos da lamina

propria que a circunda.(40X) (cdo 16)
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4.2 - Anailise histolégica grupo B

Os aspectos histologicos encontrados em ambas as pregas vocais do grupo B

estdo expostos na tabela 3

Tabela 3 - Aspectos histologicos encontrados no grupo B

Numer¢o  Intensidade do Predominio Intensidade da  Reagfio cronica Neo

de cio infiltrado celular fibrose vascularizagio
PVD PVE PVD PVE PVD PVE ©PVYD PVE PVD PVE

2 I | LH L I 5] 9 1] I 4]

3 I I LH LH %] 4] %) ] I %)

5 11 I LH L 1 o & %] I 1]

9 I 1] LH LH 5] 5] 14 1] I %]

13 I I LH LH 1 5] 10/ 1%, 1 @

18 I I L LH I %] 1) 4] I %)

Intensidade do processo inflamatério; ausente (@), leve (1), moderado (II), intenso (II); Predominio de
celularidade: Polimorfonucleares (P), Linfocitdrio (L), Linfohistiocitario (LH), Histiocitario (H); Intensidade
da fibrose: ausente (&), leve (I), moderado (IT), intenso (IIT); Reaco giganto celular: ausente (&), presente (1);

Presenca de neovascularizacio: ausente (), presente (T)
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A figura 11 (cdo 3) apresenta o aspecto da prega vocal submetida ao enxerto de
fascia ha 6 meses. A fascia apresenta-se como bandas de colageno compactas grossas ¢

cosinofilicas, bem identificadas na lamina propria. A fascia € hipocelular, com alguns

fibroblastos em permeio.

Figura 11 - Prega vocal direita, com enxerto de fascia na lamina prépria, no cdo sacrificado

apbs seis meses. Observar a fascia implantada, delimitada entre setas.(4X)

(cdo 3)
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Na figura 12 observa-se, em maior aumento (40X), detalhe da prega vocal do

mesmo animal. Observa-se aumento da celularidade devido a leve fibrose.

Figura 12 - Prega vocal direita, com enxerto de fascia na lamina propria, no cdo sacrificado
apbs seis meses. Aumento maior da figura 11. Observar a maior celularidade

da lamina propria adjacente a fascia, (cabeca de seta). (40X) (cdo 3)
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A figura 13 apresenta, em aumento de 40X, detalhe da prega vocal esquerda
(controle) do cdo 3. A lamina propria tem aspecto muito semelhante ao da ldmina propria

da prega vocal contralateral, no que diz respeito a celularidade e presencga de fibrose.

Figura 13 - Prega vocal esquerda, controle, sem enxerto da fascia na ldmina propria, no cdo

sacrificado apos seis meses. (40X) (cdo 3)

Resultados
46



Na figura 14 (cio 2) nota-se a fascia implantada. A lamina propria ndo

apresenta alteragdes significantes do tecido que a circunda.

Figura 14 - Prega vocal direita, com enxerto de fascia na 1amina propria, no céo sacrificado
apos seis meses. Notar a auséncia de modificagdes morfoldgicas significantes

na lamina propria que a circunda.(4X) (cdo 2)
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A figura 15 mostra, em detalhe de maior aumento (40X), a fascia implantada

constituida por tecido fibroso acelular. Nio se percebe inflamagdo ou fibrose no tecido

circundante.

Figura 15 - Prega vocal direita, com enxerto de fascia na lamina propria, no céo sacrificado
apos seis meses. Aumento maior da figura 8. A fascia implantada (entre setas)

é constituida por tecido fibroso acelular e a ldmina propria adjacente apresenta

auséncia de inflamagcéo ou fibrose(40x) (céo 2)
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4.3 - Comparaciio enire a PVD (enxertada) e PVE {(controle) no grupo A

As tabelas de 4 a 8 mostram a analise comparativa entre os achados
histologicos encontrados nas pregas vocais submetidas ao implante de fascia e nas pregas
controles do grupo A, quanto a intensidade do processo inflamatério, predominio celular,
intensidade de fibrose induzida pelo enxerto, neovascularizacio e presenca de reacio

inflamatoria cronica do tipo corpo estranho.

Tabela 4 - Analise comparativa da intensidade do infiltrado inflamatério entre o lado
submetido a enxertia de fascia (PVD) e o lado controle (PVE) do grupo A

Intensidade do processo PVD PVE
Inflamatério a r7s N %
6] 0 0 0 0
I 3 83,3 6 100
I 1 16,7 0 0
m 0 0 0 0
TOTAL 6 100% 6 100%

Ausente (@), leve (1), moderado ( I1), intenso ( III ), em mimero absoluto € em freqiéncia relativaP=0,833

Comparando a intensidade da resposta inflamatéria das pregas submetidas a
enxertia de fragmento de fascia e as pregas vocais controle do grupo A, ndo se observa
diferenca estatistica significante apds 2 meses, prevalecendo resposta inflamatéria de grau

leve.(p=0,833)
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Tabela 5 - Analise comparativa do predominio da celularidade entre o lado submetido 2

enxertia de fascia (PVD) e o lado controle (PVE) do grupo A

Celularidade PVD PVE
Predominio n % n %o
Polimorfonuclear 0 0 0 0
Linfocitario 1 16,7 1 16,7
Linfohistiocitario 4 66,6 5 83,3
Histiocitdrio 1 16,7 0 0
TOTAL 6 100% 6 100%

Polimorfonuclear ( P ), linfocitario ( L ), linfohistiocitario { LH ), histocitario { H ),em niumero absoluto e em
freqiiéncia relativa p= 1,000

A analise comparativa da celularidade na 1dmina propria no lado submetido a
enxertia de fascia (PVD) e o lado controle (PVE), nos cdes sacrificados apds 2 meses,

mostra predominio linfohistiocitario. Ndo ha diferenca estatistica significante. (p= 1,000)

Tabela 6 - Analise comparativa da intensidade da fibrose entre o lado submetido 4 enxertia
de fascia (PVD) e o lado controle{PVE) do grupo A

Intensidade da Fibrose PVD PVE
n Yo n Yo
6] 3 50 6 100
I 3 50 0 0
i 0 0 0 0
I 0 0 0 0
TOTAL 6 100% 6 100%

Ausente (@), leve (1), moderado { IT ), intensa  { I1T ), em niimero absoluto e em percentual p= 0,182

Na comparagio da intensidade da fibrose entre a prega vocal submetida 3
enxertia (PVD) e a prega vocal controle (PVE) se observa predominio de fibrogénese de

grau leve ou ausente (p=0,182), sem diferenca estatistica.
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Tabela 7 - Analise comparativa da presenga de reagdo cronica do tipo corpo estranho entre
o lado submetido & enxertia de fascia (PVD) ¢ o lado controle (PVE) do grupo A

Presenca de reacao PVD PVE
Giganto-celular n o a %
o 6 100 6 100
I 0 0 0 0
TOTAL 6 100% 6 100%

Ausente(@ ), presente ( I ), em mimero absoluio e em percentual p= 1,000

Na comparagfio entre a presenga de reagfo inflamatoéria cronica do tipo giganto
celular entre o lado submetido & enxertia de fascia (PVD) e o lado controle (PVE), nfo se
observa diferenca estatistica significativa apés 2 meses do procedimento

cirargico.{p=1,000)

Tabela 8 - Analise comparativa entre a presenga de neovascularizacio entre o lado

submetido a enxertia de fiscia (PVD) e o lado controle {PVE} do grupo A

Presenca de neovascularizacio PVD PVE
n % n %
9 0 0 6 100
I 6 100 0 0
TOTAL 6 100% 6 100%

Anpsente (0), presente ( [ ), em mimero absoluto € em percentual

Quando se compara a neoformagio vascular nas pregas vocais submetidas a
enxertia de fascia (PVD) e o lado controle (PVE), se observa que, na prega vocal operada,
todos os animais apresentaram neoformagiio vascular, ao contrario da prega vocal

contralateral.
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4.4 - Comparacio entre a PVD (enxertada) e PVE (controlej no grupo B

As tabelas de 9 a 13 mostram a analise comparativa entre 0s aspectos
histologicos encontrados nas pregas vocais submetidas ao implante de fascia e nas pregas
controles do grupo B, quanto 4 intensidade do processo inflamatério, predominio celular,
intensidade de fibrose induzida pelo enxerto, neovascularizacdo e presenga de reagdo

inflamat6nia crdnica do tipo corpo estranho.

Tabela 9 - Analise comparativa da intensidade do infiltrado inflamatério entre o lado

submetido a enxertia de fascia (PVD) ¢ o lado controle (PVE) do grupo B

Intensidade do processo PVD PVE
Inflamatério a % - 7
7] 0 0 1 16,7
I 5 833 3 83,3
1} 1 16,7 0 0
1 0 0 0 0
TOTAL 6 100% 6 100%

Ausente (@), leve (T), moderado (TT), infenso (III), em niimero absoluto e em percentual p=1,000

A comparagdo da intensidade da resposta inflamatéria entre a prega vocal
submetida & enxertia de fascia e a prega vocal controle do grupo B n3o mostra diferenca

estatistica significativa apos 6 meses do procedimento (p=1,000).
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Tabela 10 - Analise comparativa do predominio da celularidade entre o lado submetido 2

enxertia de fascia (PVD) e o lado controle (PVE) do grupo B

Ceiularidade FVD PVE
Predominio n % n %
Polimorfonuciear 0 0 0 0
Linfocitario | 16,7 2 33,4
Linfohistiocitario 5 833 4 66,60
Histiocitario 0 0 0 0
TOTAL 6 100% 6 100%

polimorfonmclear ( P ), linfocitario ( L ), linfohistiocitario { LH ), histiocitirio( H ), em nimero absohuto ¢ em
percental p=0,999

A anilise comparativa da celularidade da 14mina propria no lado submetido &
enxertia e no lado controle, nos cdes sacrificados apds 6 meses, mostra predominio

linfohistiocitario sem diferenca estatistica entre os lados (p= 0,999).

Em conjunto, os resultados das tabelas 9 ¢ 10 mostram reag3o inflamatoria leve

em PVD e PVE, sem diferenga estatistica entre os lados.

Tabela 11 - Analise comparativa da intensidade da fibrose induzida pelo enxerto entre o
lado submetido a enxertia de fascia (PVD) e o lado controle do (PVE) grupo B

Intensidade da Fibrose PVD PVE
n % n %
7] 3 50 6 100
I 3 50 0 0
11 0 0 0 0
I 0 0 0 0
TOTAL 6 100% 6 100%

Ausente (@), leve (I), moderado (II), intensa (III), emn mimero absolulo ¢ em percentual p= 0,182

Na comparagiio quanto a intensidade da fibrose entre o lado submetido a
enxertia de fascia e o lado controle, se observa predominio de fibrog€nese de grau ausente €

ieve, sem diferenca estatistica (p=0,132).
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Tabela 12 - Analise comparativa da presenca de reacfio giganto celular do tipo corpo

estranho entre o lado submetido a enxertia de fascia (PVD) e o lado controle

(PVE) do grupo B
Presenca de reacio PVD PVE
Giganto-celular n % n %
o 6 100 6 100
I 0 0 0 0
TOTAL 6 100% 6 100%

Ausente (), presente (I), em niimero absoluto € em percentual p= 1,000

Na comparagdo entre a presenga de reagio inflamatoria crénica do tipo corpo
estranho entre o lado submetido 4 enxertia de fascia e o lado controle, observa-se que ndo

houve essa reagio em nenhum dos casos operados no grupo B.

Tabela 13 - Anilise comparativa entre a presenga de neovascularizagdo entre o lado

submetido a enxertia de fascia (PVD) e o lado controle (PVE) do grupo B

Presenca de neovascularizagao PVD PVE
n % n Yo
4] 0 0 6 100
I 6 100 0 0
TOTAL 6 100% 6 100%

Ansente (@), presente 1), em mimero absoluto e em percentual

Quando se compara a neoformagio vascular nas pregas vocais submetidas a
enxertia de fascia (PVD) com o lado controle (PVE), se¢ observa que ha aumento da

angiogénese em todas as pregas submetidas 4 enxertia de fascia.
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4.5 - Comparagciio entre as pregas vocais direitas dos grupos Ae B

O gréfico 1 mostra a comparagdo quanto a intensidade do processo inflamatério
das pregas vocais submetidas a enxerto de fascia nos grupos A (2 meses) e o grupo B

(6 meses)

90}
80+
70-
60+
50+
40-
30-
20+

83,3 83,3

P
g

Dois Meses H Seis Meses

Ausente (@) Leve (1), Moderado (1I), Intenso ( I11)
P= 1,000

Gréfico 1 - Analise comparativa da intensidade do infiltrado inflamatorio das pregas vocais

submetidas a implante de fascia dos grupos A e B

Comparando a freqiiéncia relativa da intensidade do processo inflamatorio entre
as pregas vocais submetidas a enxertia, nota-se que ndo ha diferenga entre os 2 grupos de

estudo (p= 1, 000).
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B L LH H

Dois Meses H Seis Meses

Polimorfonuclear (P), linfocitario (L), linfohistiocitario (LH), histiocitario (H), em nmimero absoluto €
freqiiéncia relativa. p= 0,141

Grifico 2 - Analise comparativa do predominio da celularidade entre os lados submetidos &

enxertia de fascia nos grupos Ae B

A anslise comparativa dos grupos A (2 meses) e grupo B (6 meses), observa-se
que hé predominio linfohistiocitéario nos dois grupos de estudo (p= 0,141), sem diferenga

estatistica.
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O gréfico 3 mostra a comparago das freqiiéncias relativas quanto a intensidade
da fibrose nas pregas vocais submetidas a0 enxerto de fiscia nos grupos A (2 meses) e B

(6 meses).
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Ausente (@ ), leve (1), moderado ( II), intensa ( 1 ), em mamero absoluto ¢ freqiiéncia relativa. p= 1,000

Grifico 3 - Analise comparativa da intensidade da fibrose induzida pelo enxerto entre 0s

lados submetidos & enxertia de fascia nos grupos A e B

Na anélise comparativa da intensidade da fibrose das pregas vocais submetidas
3 enxertia dos 2 grupos, observa-se que elas séo idénticas, com predominio de intensidade

leve e ausente, em ambos 0S8 grupos. (p=1,000)
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O grafico 4 mostra a comparagdo da resposta inflamatoria quanto a presenga de
reacdo do tipo corpo estranho nas pregas vocais submetidas ao enxerto de fascia e nas

pregas vocais controle nos grupos A (2 meses) e B (6 meses).
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60
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Presente Ausente

Dois Meses H Seis Meses

Ausente (@), presente (1), em niimero absoluto ¢ em percentual (p= 1,000).

Grifico 4 - Analise comparativa da presenga de reagéo cronica do tipo corpo estranho entre

os lados submetidos a enxertia de fascia nos grupos A e B

Na analise comparativa entre a presenga de reagdo inflamatoria cronica do tipo
corpo estranho entre as pregas vocais submetidas a enxertia dos grupos A (2 meses) ¢ B

(6 meses), ndo se observa sua presenga em nenhum dos casos estudados. (p= 1,000)
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O grafico 5 mostra a comparagdo quanto a presenca de neoformagdo vascular

nas pregas vocais submetidas ao enxerto de fascia e nas pregas vocais controle entre grupos

A (2 meses) e B (6 meses).

100-

R e W

Presente Ausente

Dois Meses H Seis Meses

Ausente (@ ), presente (1), em niimero absoluto € em percentual

Grifico 5 - Anilise comparativa entre a presenga de neovascularizagdo entre os lados

submetidos a enxertia de fascia nos grupos Ae B

Quando se compara a neoformagao vascular nas pregas vocais submetidas a

enxertia de fascia dos grupos A (2 meses) e B (6 meses), se observa que ambos 0s grupos

apresentaram resultados idénticos. (p= 1,000)
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5-DISCUSSAO
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Existem varias técnicas cimirgicas propostas na tentativa de melhorar ou
solucionar as alteracBes vocais decorrentes da perda da estratificagdo normal da prega
vocal. As opgdes consistem em excisio e ablagfo do tecido cicatricial; liberagdo da mucosa
e quebra da contratura linear; medializagio da prega vocal seja pela injegdo de substincias
e tecidos no espago de Reinke ou no mtsculo vocal, seja por cirurgia do arcabougo laringeo

como propostas por Isshiki ha 30 anos.

A idéia de se promover a medializagdo das pregas vocais e com isso fechar a
fenda glética existente ndo é recente, Brunings (1911) descreveu o implante de parafina no
interior do miisculo vocal, porém esta substincia produzia intensa reagdo inflamatdria.
Mais recentemente, o uso de teflon, colageno autdlogo e bovino, hidroxiapatita, gordura,
4cido hialurdnico, gelfoam, enxerto dérmico micronizado acelular humano {(cymetra),
entre outros, foi estudado e experimentado por diversos autores, com vantagens e
desvantagens. No entanto, ainda faltam ensaios clinicos que mostrem resultados estaveis e

com respostas reprodutiveis apos longo tempo de seguimento.

Devemos ter em menie que, para conseguir resuitados proximos do ideal, é
importante considerar as propriedades dos materiais biologicos usados e as do sitio
receptor, além de aplicar principios mecdnicos ja bem estabelecidos, como observar o

contato de toda a prega vocal membranosa e o cormeto nivelamento das pregas vocais.

Para Constantino e Friedman, 1994, o bicimplante ideal depende da facilidade
para sua obtengio, da quantidade disponivel, da baixa morbidade ao doador,
das caracteristicas imunogénicas e¢ mutagénicas, da baixa susceptibilidade a infecgdo,
da sua maleabilidade e de sua taxa de absorgfo. A fascia ¢ utilizada, hd decadas, em
cirurgias plasticas e otolégicas, tanto na substitui¢io de tecidos perdidos, quanto para
conferir resisténcia ténsil como no caso de cirurgias ortopédicas para reparagio de tenddes.
E, como caracteristica, apresenta baixa taxa de absor¢do ¢ complicagSes. Existem na
literatura mundial poucos estudos que analisem o comportamento da fascia quando
implantado na prega vocal. Entre os trabalhos existentes os resultados sio conflitantes,

principalmente no que diz respeito a taxa de absorcdo.
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De acordo com Hom (1994), a evolugdo do enxerio de tecido em algum sitio
receptor depende de uma série de fatores: suporte nutricional, compatibilidade imunogénica
e similaridade anatdmica entre o enxerto e o hospedeiro. A fascia € contituida por um anico
tipo de célula, o fibroblasto, e matriz intercelular composta por coldgeno, ambos presentes
na ldmina propria das pregas vocais. Teoricamente quando implantada na forma autologa,
espera-se que ndo desencadeie resposta imunoldgica, e que seja incorporada ao leito

receptor.

Para avaliar se a fascia pode ser considerada um bom bioimplante para
utilizagio em fonocirurgia, utilizamos o modelo experimental, por ser mais controlado.
O animal escolhido foi o cdo que, apesar de possuir mucosa um pouco mais espessa,
tem lamina propria estruturada em trés camadas, sendo sua camada superficial de facil
identificagdo e consisténcia similar 4 humana (Garret et al. 2000). No presente estudo
analisamos de que maneira o enxerto de fragmento de fiscia se comporta quando

implantado no espago de Reinke de pregas vocais de cdes.

Os parametros escolhidos para avaliar o comportamento da fascia implantada ¢

leito receptor foram baseados na resposta normal de cicatrizagio do organismo.

Quando o enxerto € introduzido em qualquer outro tecido, os estigios de
inflamacio e proliferagdo sdo prolongados. Ocorre migra¢do de polimorfonucleares, que se
dispSem na sua periferia resultando em lise ¢ fagocitose do enxerto. A seguir, por estimulo
quimiotatico, macréfagos sdo atraidos e substituem os neutrofilos. Os macréfagos realizam
fagocitose de bactérias e desbridam a ferida. O grau de resposta inflamatdria ao enxerto
parece estar relacionado ao quanto o enxerto ¢ quimico ou fisicamente reativo ao sitio
receptor. O que pode levar & reparagio tecidual normal ou a inflamagdo cronica
(Hom, 1994).

Os resultados deste estudo sugerem que o implante de fascia € bem tolerado,
por nido ter desencadeado reagdo inflamatoria aguda ou crénica quando realizado na lamina
propria de prega vocal de cdo. Nio houve diferenca estatisticamente significante,
nos periodos de dois e seis meses de seguimento pos-operatério, entre a intensidade da

resposta inflamatéria nas pregas vocais submetidas a enxertia de fascia e o grupo controle,
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submetido a confecgdo do tunel submucoso, sem, no entanto, ter sido submetido a enxertia
de fascia. Estes resultados concordam com os descritos por Reijonen et al. (2000) e
Duke et al. (2001), que avaliaram a histologia de pregas vocais submetidas a injecio de

fascia lata triturada em muasculo vocal de cies.

O predominio linfo-histiocitério presente na 1amina propria das pregas vocais
submetidas & enxertia de fascia, nfio pode ser considerado como sendo decorrente de reacéo
inflamatéria crénica desencadeada pela presenga deste tecido. O predominio
linfo-histiocitario também ocorreu na prega vocal controle e ndo houve diferenca estatistica

significante quando se comparou os dois lados.

A auséncia de macrofagos ativados, no estudo histoldgico de nossos casos,
¢ outro fato que comprova a biocompatibilidade entre a fiscia e a prega vocal
Quando qualquer substéncia é reconhecida como estranha ao tecido, ocotre a coalescéncia
dos macréfagos que se tornam ativados, e realizam a fagocitose com eliminagio do mesmo.
Sua presenga caracteriza a reagdo inflamatéria crbnica do tipo corpo estranho

(Robins et al., 1986)

Nosso estudo revelou que a enxertia de fragmento de fascia integra na 1dmina
propria ndo desencadeou fibrose além do esperado com a manipulagdo cirirgica, ja que a
intensidade da fibrogénese foi semelhante 4 encontrada nas pregas vocais comntrole.
Em contraste Reijonen et al., em 2000, e Duke et al, em 2001, relataram formacio de
capsula fibrosa identificavel ao redor do enxerto de fascia triturada, quando injetada em
pregas vocais de cdes. Em nosso estudo, metade das pregas vocais enxertadas apresentou
focos esparsos de fibrose, caracterizados como leve. Provavelmente esses pequenos € raros
focos de fibrose estejam mais relacionados ao procedimento cirargico em si do que 2
presenca do enxerto. A diferenca de nossos resultados com os dos autores citados,
talvez possa ser explicada por dois fatores: a integridade dos fibroblastos no fragmento de
fascia, em oposi¢Ao 4 fascia triturada e o local da enxertia. Na fascia triturada hd maior
fragmentacio de fibroblastos que, assim talvez possam desencadear reacdo tecidual com
fibrose. A camada superficial da lamina prépria pode ser menos indutora da formag8o de
fibrose por ter constituintes semelhantes aos da fascia, diferentemente da enxertia

intramuscular.
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No nosso experimento, em todos os animais estudados, a fascia permaneceu
presente, sem evidéncia de ruptura de suas fibras ou aparente absorgdo do tecido enxertado.
Fato que pode ser inferido, também, pela auséncia de macrofagos ativos, responsaveis pela
fagocitose e eliminagdo de qualquer substdncia estranha ao tecido hospedeiro,
novamente em concordincia aos estudos de Reijonen et al, 2000, Reikonen, 1998,

e Duke et al., 2001.

Aparentemente, a fascia nio permanece somente inerte, ocupando espago no
interior da lamina propria. Talvez seja totalmente integrada ao local, o que € sugerido pela
presenga de neoformagfio vascular na periferia e no interior da mesma. N&o ha trabalhos

prévios que avaliem a neovascularizagdo em fascia enxertada em pregas vocais.

Este é o primeiro estudo que avalia a integragio de fragmento de fascia
implantado na lAmina propra. Em quatro dos animais avaliados, a fiscia tornou-se pouco
distinta dos tecidos da ldmina propria circunjacente. Este fato pode sugerir que este enxerto
possa apresentar boa perspectiva de utilizagfio para o restabelecimento estrutural da ldmina

propria na corre¢do de sulcos e cicatrizes, por ndo induzir 4 formag8o de fibrose.

Nos animais onde observamos que a fascia lata era mais espessa, o enxerto
permaneceu mais distinto dos tecidos adjacentes na lamina propria. A espessura da fascia
talvez deva ser avaliada em estudos posteriores no intuito de adequar as melhores
caracteristicas do enxerto as do leito receptor sejam eles a 1dmina propria ou o misculo

vocal.

O conjunto de nossos resultados da suporte as observagdes clinicas realizadas
por Tsunoda et al, (1999, 2000 e 2001), que atribuem a melhoria do padrdo vocal,

de pacientes com sulcos vocais, operados com utilizagdo de enxertia de fascia integra.

A técnica cirirgica de enxertia de fascia na camada superficial da lamina
propria que desenvolvemos neste trabalho respeita a integridade da mucosa normal,
que ndo precisa ser incisada em grande extensdo, elimina a necessidade de suturas e colas
para manter o enxerto posicionado. Este procedimento pode ser utilizado em fonocirurgia,

em casos selecionados.
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6 - CONCLUSAO
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Da avaliagio de 12 cdes submetidos & enxertia da fascia lata na camada
superficial da ldmina propria da prega vocal, pudemos concluir que o fragmento integro de
fascia enxertado nio desencadeia resposta inflamatéria aguda ou crdnica e ndo induz a

formacdo de fibrose.

O enxerto de fiscia lata desencadeia neoformacio vascular e apresenta boa

integracdo na ldmina propria de prega vocal de céo.
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ANEXO 1

IDENTIFICACAO DOS ANIMAIS
Experimento N° 2
Ficha de identificacao N° 0637
Data de chegada 14/03/03
Sexo Masc
Raca Poodle
Proveniente de Horiolandia
Vacina anfi-ribica 14/03/03
Vacina anti-leptospira 04/04/03
Caracteristicas Amarelo pelo grande
Data do experimento 22/05/03
N° da ninhada
Data do sacrificio 11/12/03

Cio grande com focinho longo, laringoscdpio posicionado atris dos caninos permitiun 6tima exposicdo das

pregas vocais.

Enxerto facilmente introduzido com a utilizagio do descolador.

Cio desnutrido apresentava fascia lata pouco espessa.

Evolugiio sern mtercorréncia
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ANEXO 2

PARECER DO COMITE DE ETICA ANIMAL

> Unwersidade Estadual de Campinas
= Instituto de Biologia

' Cﬂmlssﬁ_o de £tica na Experimentacdo Animal
: CEEA-IB-UNICAMP

"CERTIFICADO

Fatima Alaﬁsé o o
Secretaria - CEEA{IBIUNICAMP.

WM
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ANEXO 3

DADOS DE CADA CAO
Cao Graun do Celularidade Grau Fibrose Reacio crinica Neo
Numero  infiltrado predominio vascularizagdo

PYD PVE PVD PVE PVD PVE PVD PVE PVD PVE

2 1 I LH L I %] & & I &
3 I I LH LH & & & %] I 1}
5 I i LH L | %} ] 7] I &
6 I I H LH I & 2 & I )
9 I (%] LH LH & & & %] I 1%
10 I I LH L I 1%, 1] %) I %]
11 I I L LH 1] %] %) 1] I 72
12 I I LH LH I @ %] I @
13 I I LH LH 14} & 2] 7] I ]
15 I I LH LH %] 2] 1%} %) I %)
16 I I Ly LH % & 2] & 1 &
18 I I L LH I @ & @ H ]
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