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Abstract

The ideal approach for the treatment of glottal insufficiency remains a challenge for laryngologists.
Aim: This experimental study assessed the histological changes and fibrosis caused by autologous
fascia lata grafts into the rabbit voice muscle. Study Design: A clinical and experimental study.
Methods: A 0.2 x 0.2 cm fragment of autologous fascia lata was grafted into the right voice muscle
of 14 adult rabbits. Animals were euthanized 30 or 60 days post-procedure and histology of the
excised vocal folds was carried out. Results: No extensive edema, necrosis or foreign body-type
reaction was observed at any time. No significant inflammatory reaction or fibrosis was seen at 30
or 60 days. Conclusion: The presence of fascia lata in the rabbit voice muscle had no significant
influence on inflammation, and does not increase fibrosis. Rabbit voice muscle shows good tolerance
to fascia lata grafting.

Resumo

A apropriada abordagem no tratamento da insuficiéncia glética causada por paralisa, cicatriz e
atrofia de prega vocal é um desafio ao laringologista. Objetivo: O presente estudo avaliou as alte-
racoes histologicas e fibrose desencadeadas pelo enxerto autdlogo de fiscia lata no musculo vocal
de coelhos. Forma de Estudo: Clinico e Experimental. Material e Método: Foi realizado um estu-
do experimental com 14 coelhos adultos que foram submetidos a implante de fascia lata autéloga
medindo 0,2 x 0,2cm, no musculo vocal direito. Os animais foram sacrificados ap6s 30 e 60 dias
do procedimento, suas laringes removidas e submetidas a estudo histolégico. Resultados: Nao foi
observado edema extenso, drea de necrose ou reacio inflamatéria do tipo corpo estranho. A reacao
inflamatéria observada apés 30 e 60 dias foi leve, bem como a fibrose desencadeada. Concluséo:
A presenca de fascia lata autéloga no musculo vocal de coelho nao desencadeou fibrose e resposta
inflamatéria significativa.
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INTRODUCAO

A protecdo das vias aéreas inferiores e a producio
vocal sao as principais fun¢des da laringe. A insuficiéncia
gldtica resultante do contato incompleto das pregas vocais
(PPVV) pode ser provocada por diversas alteracoes desse
orgio, incluindo paresia, fibrose e sulcos das pregas vo-
cais!. Existem varias formas de correcao de insuficiéncia
glotica que variam desde técnicas de medializacio até
injecao de substiancias para aumento volumétrico das
pregas vocais®.

Muitos fatores devem ser observados quando esco-
lhemos um biomaterial para ser implantado na prega vocal
(PV). Entre estes, citamos: a facilidade de implantacao, o
tipo de resposta imunolégica e a migracio do material
implantado para regides nio desejadas®.

O enxerto de fiscia tem sido utilizado hd décadas
em cirurgias otologicas e plasticas faciais®. Apresenta con-
sisténcia tecidual similar 2 do coldgeno, e baixa taxa de
atividade metabolica. Rihkanen introduziu o uso de fiscia
lata (FL) na corre¢io de incompeténcia glotica em 1998
Reijonen et al.®, em estudo experimental em caes, utiliza-
ram injecao de FL triturada no misculo vocal e observaram
que o enxerto permaneceu identificavel histologicamente
ap6s um ano de seguimento. Contraditoriamente, Rodgers
et al.” descreveram rapida absorcao de fiscia autdloga
triturada injetada no musculo vocal apos trés meses.

Em 2001, Tsunoda et al.® publicaram uma série de
ensaios clinicos em que realizaram implante de fascia
temporal autéloga na lamina prépria e no musculo vocal
de PPVV em humanos. Neste estudo, o autor concluiu que
a fascia temporal constitui-se de um tecido extremamente
compativel ao espaco de Reinke. Entretanto, tal resultado
nao foi observado quando a fascia temporal foi implantada
no musculo vocal. Ja Nishiyama et al.®, em 2006, obser-
varam Otimos resultados em pacientes com paralisia de
prega vocal unilateral, submetidos a implante de fascia
temporal no musculo vocal.

Até o presente momento, nao hd consenso em
relacio ao melhor material a ser utilizado como enxerto
no tratamento de insuficiéncia glética. O uso de FL apre-
senta resultados promissores, apesar de poucos estudos
experimentais terem sido realizados até o momento. Os
estudos realizados com FL®7!° analisam seu comporta-
mento quando triturada e injetada na prega vocal. Esse
procedimento pode ser dificil de realizar, requer material
especifico apropriado (seringa de Brunnings) e pode
demandar tempo. De acordo com Tsunoda et al.®) o pre-
paro de trituracdo da fascia pode alterar suas qualidades
histopatologicas e a injecao de material pode aumentar
o risco do material se deslocar para dareas indesejadas. O
autor propde o transplante de fascia como um bloco tnico
diretamente para a PV, por meio de laringoscopia direta.

Nao encontramos na literatura nenhum estudo ex-

perimental que avaliasse o comportamento histologico do
fragmento de fiscia quando implantado no musculo vocal,
por via cervical, sem contato com a mucosa respiratoria.

OBJETIVO

O objetivo do estudo € analisar e comparar as alte-
racoes histologicas causadas por fragmento de FL autdloga
enxertada no musculo vocal de coelhos sacrificados 30 e
60 dias ap6s o procedimento.

METODOS

Selecao de Animais

Foram utilizados 20 coelhos da raca New Zealand,
todos do sexo masculino, com peso entre 1950 e 2550
gramas, provenientes da Granja RG, localizada na cidade
de Suzano-SP. Os coelhos foram mantidos no biotério do
Instituto e alimentados com e dgua e racao apropriada. A
vivisseccao dos animais obedeceu as normas da Lei Federal
n° 6.638 de oito de maio de 1979 e aos principios éticos
na experimentacao, postulados pelo Codigo Brasileiro de
Experimentacdo em animais (COBEA).

Técnica Ciridrgica

Os coelhos foram anestesiados com Xilazina (5 mg/
kg) associado a Zoletil" (Cloridrato de Tiletaminal25 mg/5
ml e Cloridrato de Zolazepan 125 mg/5 mD na dose de
0,4 mg/kg por via intramuscular e colocados em decubito
dorsal na mesa cirtrgica com canaleta. Nao foi necessaria
intubacao orotraqueal.

A seguir, foi realizada tricotomia na regiao lateral
da coxa direita seguida de antissepsia com PVP-I a 10%,
a fim de se obter o enxerto de FL. A pele e o subcutaneo
foram suturados com Nylon 5-0. Foi também realizada
tricotomia cervical anterior e antissepsia com PVP-I a 10%.
Os coelhos foram submetidos 2 incisdo na linha média
com lamina de bisturi 15, na pele e no subcutaneo. Apos
exposicao da cartilagem tireoide, foi confeccionada uma
janela de 0,5x 0,5 cm na lamina direita com bisturi 11, dei-
xando intacto o bordo superior, que serviu de “dobradica”
para se levantar o retalho da cartilagem. Ap6s disseccio,
foi identificado o musculo vocal e implantado fragmento
de FL. O procedimento foi realizado com pinca Kelly
delicada, permitindo a formacao de bolsa intramuscular,
para recepcao do enxerto de 0,2 por 0,2 cm. Tomou-se o
cuidado para nao se penetrar na luz laringea. O enxerto foi
implantado sempre na prega vocal direita. Apos o término
do procedimento, a abertura da pele e tecido subcutaneo
foram fechados com fio nylon 5.0.

Os animais foram submetidos 2 administracao de
antibiotico intramuscular, clindamicina na dose de 0,5 mg/
kg no intraoperatério e por mais dois dias consecutivos.
Também foi administrado dipirona na dose de 0,5 mg/kg
por trés dias. Os animais foram sacrificados com injecio
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de 2 ml de KCl intracardiaca (Cloreto de Potassio)19,1%
e xylazina 1,5 mg/kg.

Grupos de Estudo

Os animais foram distribuidos em 2 grupos de 10
animais. O grupo I, sacrificado (eutanasia) com 30 dias;
o grupo 11, sacrificado com 60 dias. Os coelhos foram nu-
merados de 1 a 20 e distribuidos nos grupos ao acaso de
acordo com a entrada no biotério e periodo de ambienta-
¢io de no minimo 10 dias. Apos a eutanasia, a laringe foi
fixada em formol-10% por 24 horas para posterior estudo
histolégico. Ao se retirar a laringe, foi observada a reposi-
¢ao e fixacio da janela de cartilagem em seu leito original.

Os coelhos 6, 7, e 20 tiveram 6bito entre a cirurgia
e o quinto dia pds-operatério e dessa forma foram exclu-
idos do estudo.

Estudo Histolégico

Apenas a prega vocal direita foi avaliada pelo exa-
minador sem que este tivesse conhecimento do grupo a
que pertencia. A peca foi fixada em formol-10% por 24
horas, sendo realizados cortes coronais de cinco microme-
tros de espessura, passando pela por¢io membranosa da
prega vocal. Os cortes foram, entido, corados pela técnica
de Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricdmio de Masson (TM).

As andlises histologicas foram feitas sob microsco-
pia optica convencional, e foram avaliados: intensidade
e predominio celular do processo inflamatério, areas de
necrose e viabilidade da fascia.

Analisou-se a faixa de tecido circunjacente a fascia
implantada. O infiltrado inflamatério foi avaliado semi-
quantitativamente conforme a sua intensidade por meio da
escala ponderal e divididos em quatro graus: de ausente a
intenso, sendo descritos, também, os tipos celulares pre-
dominantes: neutroéfilos (N), mastocitos (M), linfécitos (L),
plasmocitos (P), histiocitos (H) e eosindfilos (E). A reacao
inflamatoria foi classificada com os seguintes critérios:

Ausente (0): Nao foram observadas células infla-
matorias

Leve (D: Quando se observaram 1 a 10 células;

Moderada (ID: Quando se observaram 11 a 20
células;

Intensa (II): Quando se observaram mais que 20
células.

A intensidade da fibrose foi avaliada semiquantita-
tivamente. Comparou-se a faixa de tecido circunjacente a
fascia implantada com a musculatura além dessa drea, em
uma extensao de 3 campos de maior aumento (X 40). Foi
classificada de acordo com os seguintes critérios.

Ausente (0): Nao foram observadas fibras coligenas

Leve (D: Presenca de focos esparsos de fibras co-
lagenas;

Moderada (ID): Traves continuas de fibras coligenas
circunjacentes a0 enxerto

Intensas (IID: Longas faixas de fibras coligenas em
torno do enxerto, constituindo capsula fibrosa.

Esses parametros foram analisados na prega vocal
da area enxertada, na drea do enxerto e foi feita a com-
paracio entre o grupo sacrificado com 30 dias e o grupo
sacrificado com 60 dias. Para andlise estatistica das varia-
veis, foi utilizado o teste exato de Fischer.

RESULTADOS

Dos 20 coelhos submetidos ao procedimento cirtr-
gico, trés tiveram 6bito entre o procedimento cirtrgico e
o quinto dia pés-operatorio.

Nos coelhos 5, 12,14 a fascia ndo foi encontrada
a andlise histologica. Dessa forma, esses animais foram
excluidos do estudo e cada grupo permaneceu com 7
animais (Tabela 1)

Tabela 1. Quantidade de animais de acordo com a presenca
e auséncia de fascia a andlise histoldgica nos dois grupos.

Fascia Grupo | Grupo Il
Presente 7 7
Ausente 1 2

Total 8 9

Teste de Fisher (p)=1,0000
Nao significante. Na comparagéo de néo encontro de fascia, nao houve
diferenca significante entre os dois grupos.

Em apenas um coelho, nimero 14, a0 exame ma-
croscopico, observou-se a janela de cartilagem solta do
arcabouco laringeo, o que poderia justificar o extravasa-
mento do enxerto. Ao exame macroscopico, também nao
se observou nenhum sinal de hematoma.

Em relagio a atividade inflamatoria, houve um pre-
dominio de reacdo leve nos dois grupos (Tabela 2). Em
apenas um caso foi observada fibrose moderada; nos dois
grupos, a fibrose observada foi leve ou ausente (Tabela
3). Nao se observou nenhum caso de reacio tipo corpo
estranho (Tabela 4).

DISCUSSAO

A fascia € constituida por um Gnico tipo de célula,
o fibroblasto, e matriz intercelular composta por colageno,
ambos presentes na lamina propria das PPVV. Teorica-
mente, quando implantada na forma autéloga, espera-se
que nido desencadeie resposta imunologica, e que seja
incorporada ao leito receptor.

Em nosso estudo, em apenas 1 caso observamos
fibrose moderada. Provavelmente, esses pequenos focos
de fibrose estejam mais relacionados ao procedimento
cirdrgico em si do que a presenca do enxerto, resultado
diferente em relacio ao encontrado por Reijonen et al.®
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Tabela 2. Comparacéao entre a PVD (enxertada) do grupo | e
PVD (enxertada) no grupo ll: Andlise comparativa da intensida-
de do infiltrado inflamatorio entre as pregas vocais enxertadas
nos grupos l el

Intensidade do Processo GRUPO | GRUPOIII
Inflamatério N % N %
0 114,2 343
| 6 85,8 343
I 00 114,2
1] 00 00
TOTAL 7 100 7100

(0)- Ausente; (I) Leve; (Il) Moderada; (1ll) Acentuada

Teste de Fisher (p)=0,5594

Na&o significante. Na comparacéo de intensidade de infiltrado inflama-
tério nos dois grupos, nao foi observada diferenga.

Nos dois grupos, houve predominio de atividade inflamatdria leve.

Tabela 3. Andlise comparativa da intensidade da fibrose da
prega vocal enxertada entre o grupo | e grupo Il.

Intensidade da GRUPO | GRUPO 1l
Fibrose N % N %
0 229,0 114,2
I 456,8 685,2
] 114,2 00
1} 00 00
TOTAL 7100 7100

(0)- Ausente; (I) Leve; (Il) Moderada; (1) Acentuada

Teste de Fisher (p)=1, 0000

Nao significante. Na comparacao de intensidade de fibrose nos dois
grupos, ndo houve diferenca. Houve predominio de fibrose leve.

Tabela 4. Andlise comparativa da presenca de reagao cronica
do tipo corpo estranho entre as pregas vocais enxertadas nos
dois grupos.

Presenca de Reacao GRUPO | GRUPO 11
Giganto-Celular N % N %
0 7100 7 100
| 00 00
TOTAL 7100 7 100

(0) Ausente; (I) Presente

Teste de Fisher (p)=1,0000

Nao significante. Na comparagéo de presenca de reagéo cronica do
tipo corpo estranho entre as pregas vocais enxertadas nos dois grupos,
néo se observou diferenca.

Em nenhum caso, foi observada reacéo tipo corpo estranho.

e Rodgers et al.”. A diferenca de nossos resultados com
o dos autores citados talvez possa ser explicado pelo
fato de na fascia triturada haver maior fragmentaciao de
fibroblastos que, assim, talvez possa desencadear reacio
tecidual com fibrose.

Figura 1. Tricomio de Masson. 40x- Prega Vocal Direita. Prega Vocal
Direita submetida a enxertia de fascia. Observa-se o enxerto em azul
no musculo vocal em coelho sacrificado apds 60 dias. Nao se observa
infiltrado inflamatdrio.

Figura 2. H.E. 40X- Prega Vocal Direita. Enxerto de fascia no muisculo
vocal de coelho sacrificado apés 60 dias. Nota-se leve fibrose no
musculo vocal. Observa-se a fascia implantada.

Ao compararmos a intensidade inflamatéria nos dois
grupos, observamos resposta inflamatéria como leve ou
ausente e em apenas um caso no grupo de intensidade
inflamatéria moderada. No grupo II, houve mais resposta
inflamatéria ausente, porém sem significincia estatistica.
Tal fato pode ser explicado pelo fato de que no grupo
I (30 dias) a atividade inflamatéria observada ser mais
relacionada a manipulacio cirdrgica.

Em nosso estudo nao foi analisada a taxa de absor-
cdo da fascia. Em 3 casos, o enxerto nao foi encontrado
e dessa forma preferimos exclui-los do estudo por niao
ter certeza se houve absor¢ao ou extrusiao da fascia. Rei-
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jonen et al.’, apos injecio de fascia lata na prega vocal
de caes, identificaram presenca do enxerto até apds 12
meses. Dessa forma, em nosso estudo, ndo acreditamos
que tenha havido absor¢io da fascia apos 60 dias. Em um
caso, a janela confeccionada nio se encontrava fixa ao
arcabouco laringeo (coelho 14, grupo ID), fato que poderia
justificar o extravasamento do enxerto. Tsunoda et al."' e
Nishiyama et al.'?, em suas técnicas por laringoscopia
direta, descrevem a sutura da incisiao com fio absorvivel
7.0, a fim de se evitar extrusao do material implantado. Os
autores observam o desaparecimento do fio de sutura ao
final de seguimento de 3 meses. Consideramos que, para
aperfeicoamento da técnica utilizada no estudo, a fixacao
da janela de cartilagem deve ser considerada.

A auséncia de macréfagos ativados, no estudo
histolégico de nossos casos, € outro fato que comprova a
biocompatibilidade entre a fascia e a prega vocal. Quando
qualquer substancia € reconhecida como estranha ao teci-
do, ocorre a coalescéncia dos macréfagos, que se tornam
ativados, e realizam a fagocitose e eliminacio do mesmo.
Sua presenca caracteriza a reac¢do inflamatéria cronica
do tipo corpo estranho, fato que nao foi observado em
nosso estudo’.

Em 2001, Reijonen et al.® observaram perda de
volume de fascia ap6s 12 meses de seguimento quando
injetada no musculo vocal de caes. Em nosso estudo nio
foi observada a taxa de absor¢ao da fascia, porém, nos
casos em que foi encontrada, mostrava-se aparentemente
intacta.

Rodgers et al.”, em 2000, nao observaram resultados
favordveis a injecao de fascia lata no musculo vocal de
caes. Apds 3 meses de seguimento, histopatologicamente a
fascia nao pode ser reconhecida. Concluiu que a fascia lata
nao € um bom material para ser injetado no musculo vocal.

Os resultados histologicos de Reijonen mostraram
que a fascia é bem tolerada quando injetada no musculo
da prega vocal de caes. Nao observou formacio de gra-
nulomas, dreas de necrose em nenhum periodo do estudo
e concluiu que a fiscia é um enxerto seguro®. Em nosso
estudo, observamos resultados similares. A reacio infla-
matdria provocada pelo enxerto foi leve tanto no grupo
sacrificado com 30 dias como no grupo sacrificado com
60 dias. Em nenhum dos dois grupos foi observada area
de necrose ou reaciao tipo corpo estranho.

Em 2001, Tsunoda et al.? sugeriram que o implante
de fascia na lamina prépria provocaria resultados seme-
lhantes aos de célula-tronco na regeneraciao de tecidos.
Observou que os pacientes submetidos a implante de fas-
cia na lamina propria tinham resultados melhores do que
os submetidos a implante no musculo vocal. Ja Nishiyama?,
em 2006, observou excelentes resultados ao realizar o im-
plante de fascia no musculo vocal. Em nosso estudo, nao
realizamos uma comparagao entre a resposta inflamatéria
causada pela FL no musculo vocal e na lamina prépria.

Na literatura existem diferentes formas de aborda-
gem da laringe em modelo experimental com coelhos.
Duprat", em seu estudo, realizou laringofissura para ex-
posicio das duas pregas vocais de coelhos; outros autores
como Hertegard et al.”® utilizaram uma 6ptica infantil de
zero grau; Campognolo et al.'® propuseram a utiliza¢io
de um laringoscopio baseado em um espéculo nasal de
Killian. Realizou procedimentos em 26 coelhos com boa
exposiciao das duas pregas vocais em todos os animais.
O autor relata uma técnica com poucas complicacoes, de
facil e rapida realizacio.

Optamos por uma técnica que proporcionasse facil
manipulacio do musculo vocal de coelhos e com baixo ris-
co de contaminaco. A abordagem do espago paraglético
e do musculo vocal através de uma janela confeccionada
na lamina da cartilagem tireoidea é consagrada desde
1915Y. A técnica proporciona uma Otima exposicao da
prega vocal do mesmo lado do procedimento realizado,
mas uma exposicao dificil do lado contralateral. Em nosso
estudo analisamos apenas uma PV. Em futuros estudos que
venham utilizar a técnica, a mesma pode ser elaborada
a fim de se obter uma boa exposicio de ambas PPVV.
Dos 20 coelhos operados, a0 exame macroscopico, em
apenas um observamos a janela de cartilagem estar frouxa
em relacio ao arcabouco laringeo (coelho 14, grupo ID).

O inicio do trabalho previa o estudo de 20 coelhos.
Acreditamos que a perda e exclusdo de 6 animais (30%)
tenha reduzido significativamente nossa mostra.

CONCLUSAO

O estudo permite concluir que a fiscia lata desen-
cadeou baixa atividade inflamatéria e pouca fibrose no
musculo vocal em coelhos quando utilizada como enxerto
autélogo.
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