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DESTAQUES

e Avaliacdo do efeito profilatico dos selantes em cirurgias de laringe que requerem extenso descolamento da cobertura das pregas
vocais.

¢ Incisao em toda a extensao da prega vocal, seguida de seccao anterior e posterior da mucosa, criando um retalho pediculado.

¢ A cola de fibrina induziu maior fibrogénese na prega vocal em fase tardia do processo de cicatrizagao.

PALAVRAS-CHAVE

Laringe; Resumo

.g ¢ . Introducdo: Um desafio na fonocirurgia é conseguir uma boa qualidade vocal com o minimo de
Adesivo de tecido de ) . - . o . . .
fibrina: fibrose das pregas vocais. A cola de fibrina pode ser aplicada para minimizar a fibrose; porém,

’ seu uso na laringe é baseado principalmente na experiéncia clinica, particularmente em lesdes
Coelhos;
. extensas.

Cordas vocais; e . . N _ - .
Fibrose Objetivo: Avaliar o efeito da aplicacao da cola de fibrina na concentracao de colageno na fase

tardia do processo de cicatrizacdo, apos o descolamento do retalho pediculado da cobertura
da prega vocal em coelhos.

Método: Neste estudo prospectivo com animais, 12 coelhos adultos machos foram submetidos
a microcirurgia de laringe, na qual uma incisao foi feita em toda a extensao de ambas as pregas
vocais, seguida de extenso descolamento da mucosa e seccao das extremidades da incisao. A
cola de fibrina foi aplicada na prega vocal esquerda e a mucosa foi reposicionada. Na prega
vocal direita, a mucosa foi reposicionada sem tratamento com cola de fibrina. Apds trés meses,
os coelhos foram sacrificados. Analises histologicas foram feitas e os dados coletados foram
submetidos a analise estatistica.
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Resultados: As pregas vocais tratadas com cola de fibrina apresentaram maior concentracao
de colageno na coloragao tricromica de Masson e concentracao significativamente maior de
colageno (p <0,05) na coloracao com picrosirius red comparadas as pregas vocais controle.

Conclusdo: O tratamento com cola de fibrina resultou em maior fibrogénese das pregas vocais no
presente estudo. Contudo, novos estudos sao necessarios para determinar o efeito profilatico
dos selantes em cirurgias de laringe que requerem extenso descolamento da cobertura das

pregas vocais.

© 2022 Publicado por Elsevier Editora Ltda. em nome de Associacao Brasileira de Otorrinolarin-
gologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Este € um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

A prega vocal (PV) é composta por epitélio escamoso estra-
tificado, lamina propria (LP) e tecido muscular. Hirano
introduziu o conceito de ‘‘cobertura’’ formada pelo epi-
télio e pela camada superficial da LP, que desliza sobre o
“*corpo’’ (camadas intermediarias e profundas da LP, tam-
bém conhecidas como ligamento vocal e misculo vocal),
permitindo que as PVs vibrem."? A presenca de fibrose
na cobertura pode interferir na vibracao, causando disfo-
nia.

Um desafio na fonocirurgia é conseguir uma boa quali-
dade vocal com o minimo de fibrose na PV. Os tratamentos
atuais para a cicatrizacdo da PV apresentam resulta-
dos insatisfatorios.® Portanto, é fundamental investigar os
mecanismos de prevencao de fibrose na PV.

Os melhores resultados cirirgicos sao obtidos quando ha
melhor preservacao de uma estrutura sadia da LP da prega
vocal, diminuindo a resposta inflamatoria e a formacao de
tecido cicatricial.*®> Microflap é uma técnica bem estabe-
lecida para remocéo de lesdes benignas,” que consiste em
descolar a camada superficial da LP sem lesar o ligamento
vocal, minimizando a formacdo de tecido cicatricial. Em
alguns casos, as lesoes podem afetar grande parte da PV,
podendo aumentar a fibrose devido a manipulacao cirirgica
mais significativa.

0O uso de cola de fibrina (CF) pode minimizar a fibrose
gerada pela cirurgia. Pode ser aplicado na PV para anexar
retalhos de mucosa e colocar enxertos no espaco de Reinke
para melhorar a cicatrizacdo.®” No entanto, poucos estudos
avaliaram sua eficacia e, na pratica clinica, a CF é usada de
acordo com a experiéncia do cirurgiao.

Portes et al. relataram o efeito da CF na cicatrizacao de
PVs em porcos apos colocar o selante em uma bolsa criada na
PV e observaram que a area ocupada por fibras de colageno
era maior nas PVs fixadas com o selante que nas bolsas das
PVs sem selante.” Scapini et al. compararam a cicatrizacao
de PV em coelhos ap6s a colocacdo de um enxerto de fascia,
com e sem CF, e observaram que a concentracao de fibras
de colageno aumentou em torno da fascia com CF 90 dias
apos a colocacédo do enxerto.®

Esses estudos avaliaram o efeito da CF em retalhos cri-
ados em pequenas areas das PVs. No entanto, nenhum
estudo analisou o processo de cicatrizacao em lesées exten-
sas que acometem o epitélio de toda a extensdao das
PVs. Nas lesdes extensas ocorre perda mais significativa da

mucosa da PV normal durante a cirurgia, deixando areas
do ligamento vocal expostas, o que pode resultar em mais
cicatrizes.Nessas situacdes, é necessario cobrir o ligamento
vocal exposto com o epitélio remanescente para dimi-
nuir a fibrogénese. Os selantes ajudam a unir as margens
da incisao, diminuindo potencialmente a fibrogénese, em
comparacao com a uniao do epitélio sem qualquer assistén-
cia.

O presente estudo avaliou o efeito da CF em proce-
dimentos extensos de PV em fase tardia do processo de
cicatrizagao.

Método

O comité de ética em pesquisa animal aprovou este estudo
(protocolo n° 2151-14). Todos os procedimentos de cuidado
com os animais foram feitos de acordo com a lei federal
Brasileira (11.974/2008) e as diretrizes do Colégio Brasileiro
de Experimentacao Animal.

Foram selecionados 12 coelhos Nova Zelandia, machos,
adultos e saudaveis, pesando 3,5-4,5kg. Foram excluidos os
animais que apresentaram sinais e sintomas de doencas pre-
existentes, desenvolveram complicacbes durante o periodo
de observacao ou morreram durante esse periodo. Cada
animal recebeu atropina 0,1mg/kg por via subcutanea,
acepromazina 0,1mg/kg, cetamina 40mg/kg e xilazina
10mg/kg por via intramuscular como medicacao pré-
-anestésica e foram anestesiados com cetamina 20 mg/kg
e diazepan 4mg/kg. Cada coelho foi posicionado em decl-
bito dorsal com hiperextensao cervical. Tricotomia cervical
e assepsia da regiao cervical foram feitas imediatamente
antes da cirurgia.

Uma incisao cervical anterior de dois centimetros na linha
média foi feita e o tecido foi retraido para o pericondrio
da cartilagem tireoide. Laringofissura foi feita do meio da
cartilagem tireoide até a membrana cricotireoidiana e, ao
microscopio, foi feita incisdo na face superior em toda a
extensao de ambas as PVs, seguida de extenso descolamento
da mucosa e seccao anterior e posterior da mucosa, criando
um retalho pediculado (fig. 1).

Na PV esquerda, 0,1mL de Evicel® (Ethicon Inc.,
Somerville, NJ) CF (fibrinogénio, 55-85mg/mL; trombina,
800-1200 Ul/mL; cloreto de calcio, 5,6-6,2 mg/mL) foi apli-
cado seguido de reposicionamento do retalho. Na PV direita,
o retalho foi posicionado sem CF. A cartilagem, a muscula-
tura cervical e a pele foram reparadas com sutura de prolene
5.0.

5103


http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

F.S. Santos, F.H. Ikeda, M.D. Barros et al.

Figura 1

Representacao do procedimento cirGirgico em pregas vocais humanas: (A) visao endoscopica de PVs; (B) incisao na face

superior de toda extensao da PV; (C) descolamento da mucosa; (D) seccao da mucosa; (E) retalho pediculado com CF no ligamento
vocal; (F) reposicionamento do retalho sobre o ligamento vocal. Arte de Burchianti LC.

Apds o procedimento, os animais foram observados por
um periodo de trés meses, seguido de eutanasia. O espé-
cime cirlrgico (estruturas desde a epiglote até o primeiro
anel traqueal) foi retirado pelo local da incisao e fixado em
solucao de formol a 10%.

A laringe foi isolada e seccionada em hemilaringe direita
e esquerda. Apos a identificacdo macroscopica das PVs, foi
retirado o tecido constituido de 3mm da supraglote, PV e
3mm da subglote, encaminhado ao departamento de mor-
fologia para processamento. Seccoées dos tecidos de cada
PV foram preparados e corados com hematoxilina e eosina
(HE), para determinar a localizacao precisa das PVs e a fase
do processo inflamatério, e picrosirius red e tricromico de
Masson, para determinar a area ocupada pelo colageno na
LP de cada PV.

As laminas coradas com tricromico de Masson e picro-
sirius red foram digitalizadas e as imagens foram salvas
no software de visualizacdo panoramica (3D HISTECH Ltd.)
com ampliacdo de 5x. Os parametros de cor e as unidades
de medida foram ajustados no software Image Pro-Plus 4.5
(Media Cybernetics) e as areas a serem analisadas, que con-
sistiam na regiao subepitelial (sem o musculo vocal), foram
delimitadas manualmente. O software calculou a porcenta-
gem de area ocupada pelas fibras de colageno nas LPs das
PVs.

As caracteristicas quantitativas foram expressas em
média, desvio-padrao, mediana, minimo e maximo e foram
comparadas entre os lados esquerdo e direito por meio do
teste pareado dos postos sinalizados de Wilcoxon;’ valores
de p inferiores a 0,05 foram considerados significativos.

Resultados

Seis animais foram perdidos durante o periodo de acom-
panhamento de trés meses: um coelho aos nove dias de
pos-operatorio devido a desidratacéo e cinco devido a abces-
sos cervicais no local da incisdao (quatro aos 60 dias e um aos
90 dias de pods-operatorio). Portanto, apenas seis coelhos
foram incluidos no estudo atual.

Seis laringes foram avaliadas. Cortes de tecido corados
com tricromico de Masson determinaram a area ocupada
pelo colageno (fig. 2).

Nas PVs do grupo intervencao, os valores variaram de
11,593% a 81,552%, com média de 26,619%, enquanto as PVs
do grupo controle variaram de 3,700% a 34,026%, com média
de 17,783%; as diferencas nao foram significativas (p=0,917)
(tabela 1).

A area ocupada pelas fibras de colageno também foi
determinada nos cortes corados com picrosirius red (fig. 3).

Nas PVs com CF, a area ocupada pelas fibras de cola-
geno variou de 28,261% a 58,7935%, com média de 37,494%,
enquanto no grupo controle o percentual variou de 12,420%
a 44,933%, com média de 20,259%. Essas diferencas foram
significantes (p=0,046) (tabela 2).

Discussao

Em contraste com outros estudos,*”-%1%1" o estudo atual
avaliou o efeito de longo prazo da CF na formacao de
tecido cicatricial (colageno) apoés o descolamento extenso
da cobertura da PV (microflap). Postulou-se que a CF poderia
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Tabela 1 Area das fibras de colageno nos cortes corados com tricrémico de Masson. Os dados foram analisados usando o teste
pareado de classificacao de Wilcoxon

Prega vocal fixa Prega vocal de p-valor
com cola de controle
fibrina (n=6)
(n=6)
Tricrémico de Masson 0,917
(%) média &= DP 26,6 +27 17,8 £ 11
(%) mediana (min; max) 17 (11,6; 81,6) 18,5 (3,7; 34,0)

Tabela 2 Area ocupada pelas fibras de colageno nos cortes de tecido corados com picrosirius. Os dados foram analisados usando
o teste pareado de classificacao de Wilcoxon

Prega vocal fixa Prega vocal de p-valor
com cola de controle
fibrina (n=6)
(n=6)
Picrosirius 0,046
(%) média &= DP 37,5+ 11,9 20,3+12,5
(%) mediana (min; max) 32,8 (28,3; 58,8) 15,7 (12,4; 44,9)

/"'*’W_Z

Figura2 Cortes corados com tricromico de Masson em coelhos
com aumento de 5x: (A) PV de controle; (B) PV com cola de
fibrina. As setas apontam para a regiao subepitelial das PVs.
Observe a maior concentracao de colageno na parte B, em azul.

Figura 3 Cortes de tecido corados com picrosirius red com
ampliacdo de 5x: (A) PV de controle; (B) PV com CF. As setas
apontam para a regiao subepitelial das PVs. Observe a maior
concentracao de colageno na parte B, em vermelho.

minimizar a cicatrizacao das pregas vocais em procedimen- Os coelhos foram escolhidos por sua disponibilidade,
tos como a remocao de edema de Reinke extenso e cirurgias tamanho da laringe, baixa vocalizacdo e baixo custo.'?"
do sulco estria-maior, mas, até o momento, os estudos em Além disso, as PVs dos coelhos sao distribuidas em trés
modelos animais nao apoiaram tais achados.”-®" camadas com um aumento gradual na concentracao de fibra
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de colageno,' conforme observado em humanos. Coelhos
machos foram selecionados por apresentarem laringe maior
e por evitar variacdes hormonais durante o processo de
cicatrizacao.

O procedimento foi feito por meio de laringofissura, pois
essa técnica permite uma melhor visualizacao das estruturas
laringeas, permite uma manipulagdo mais precisa dos teci-
dos e é uma forma bem estabelecida de acesso a laringe em
coelhos.™ No entanto, a laringofissura é mais invasiva que
as técnicas endoscopicas e pode causar mais complicacées. '
No presente estudo, a laringofissura foi feita em 12 coelhos,
ocorrendo seis Obitos, cinco deles por abscesso cervical com
mais de 60 dias apos o procedimento. Essas complicagcoes
foram atribuidas principalmente a infec¢des de pele trans-
mitidas entre os coelhos confinados juntos durante o periodo
do estudo. Quando os primeiros sintomas de infeccao apare-
ceram, os animais doentes foram isolados, mas a transmissao
pode ter ocorrido em uma fase subclinica.

Para este estudo, os coelhos foram sacrificados trés
meses apods a cirurgia para avaliar cicatrizes maduras e os
efeitos no longo prazo do tratamento com CF. Embora Rous-
seau et al. tenham indicado que os estudos deveriam avaliar
a cicatrizacao das pregas vocais a longo prazo em coelhos
por seis meses,'? esse prazo aumenta significativamente os
custos e a possibilidade de complicagbes. Além disso, o
aumento das fibras de colageno e sua organizacdo em gran-
des feixes observados por Rousseau et al. podem ocorrer com
um tempo de avaliagao que varia de trés a seis meses. Portes
et al. examinaram as PVs de seis porcos trés meses apds a
cirurgia,” e Scapini et al. avaliaram os efeitos da colocacao
de fascia com e sem CF em até 90 dias apds o procedimento.?
Além disso, Maunsell et al. avaliaram os efeitos no curto e
longo prazo do tratamento com CF e sutura na cicatrizacao
de PV apés sete e 90 dias, respectivamente.

Estudos anteriores avaliaram a cicatrizacao da PV apés a
aplicacao da técnica de microflap em uma pequena area da
PV, criando uma bolsa para aplicacao do selante e, posterior-
mente, avaliando seu efeito profilatico na cicatriz.*” Neste
estudo, a lesao criada afetou toda a regiao anteroposterior
da PV, seguida de extenso descolamento da mucosa e seccao
das bordas anterior e posterior da incisdao. Na pratica cli-
nica, essa situacao pode ocorrer durante a cirurgia de sulco
vocal, cistos volumosos ou excisao do edema de Reinke e
tem maior probabilidade de gerar grandes cicatrizes, o que
compromete a vibracao das PVs, gerando resultados vocais
ruins.

Nos casos que requerem uma manipulacdo cirlrgica
maior das PVs, as camadas das PVs devem ser colocadas pro-
ximas a posicao natural, sem espagos mortos, para permitir
a cicatrizacdo. Varias op¢des de minimizacdo de cicatri-
zes foram avaliadas para melhores resultados vocais. A CF
é amplamente usada clinicamente em outras especialida-
des e tem sido aplicada em cirurgias laringeas com grandes
alteracoes anatomicas. No entanto, existem poucas evidén-
cias cientificas que justifiquem o seu uso extensivo e o alto
custo. Uma revisdo sistematica recente avaliou o efeito
da CF na cicatrizacao de anastomoses gastrointestinais e
sete estudos encontraram efeitos positivos, enquanto oito
estudos encontraram efeitos adversos.'® Os beneficios rela-
tados incluiram melhoria das propriedades mecanicas do
tecido, mas nao melhoria da cicatrizacdo.'® A melhoria das

propriedades mecanicas do tecido era esperada no presente
estudo porque a CF proporciona melhor acomodacao do
tecido entre as camadas das pregas vocais; entretanto, esses
resultados nao foram corroborados por achados histolagicos.

A coloracado com HE foi usada para permitir a
identificacao do tecido, mostrando a localizacao precisa do
epitélio da PV; a identificacdo da arquitetura celular e carac-
teristicas do infiltrado inflamatério, indicando um processo
inflamatorio em estagio de remodelacdo. Uma vez perce-
bidas essas estruturas, pudemos aplicar os demais métodos
de coloracao para quantificacdo do colageno, escopo do pre-
sente estudo.

O tricromico de Masson é amplamente usado para visuali-
zar a fibrose do tecido.'” A analise histoldgica indicou que as
areas de colageno nao foram significantemente mais abun-
dantes nas PVs com CF, o que pode ser atribuido a limitacoes
na analise quantitativa pela coloracdo tricromica de Mas-
son, uma vez que essa coloracao apresenta maior dificuldade
para os softwares de processamento de imagem disponiveis
em distinguir entre o tecido saudavel corado de vermelho e
o tecido fibrotico corado de azul."”

Picrosirius red tem alta sensibilidade e especifici-
dade para a deteccdo de colageno;'® é amplamente
usado em estudos de cicatrizacdo de PVs,”'0 permitindo
que a distribuicdo e a organizacdo do colageno sejam
determinadas'® e ajudando a diferenciar entre os tipos
de colageno presentes em diferentes camadas por imuno-
-histoquimica.

Neste estudo, as PVs com CF apresentaram areas signi-
ficantemente maiores ocupadas por fibras de colageno (p
<0,05), concordando com os resultados de Portes et al., nos
quais a fibroplasia das pregas vocais foi significativamente
maior nos tecidos com CF.” Maunsell et al. observaram que a
concentracao de colageno foi maior nas PVs com CF, sem sig-
nificincia estatistica'' Além disso, Scapini et al. observaram
aumento significativo na concentracao de colageno ao redor
da fascia em PVs com CF 90 dias apds o procedimento,? o
que esta de acordo com o presente estudo.

Scapini et al. atribuiram esse resultado a maior
expressao do fator de crescimento transformador Beta tipo-
1(transforming growth factor 31 - TGF-B1) na presenca de
FG.®2 O TGF-B1 é uma citocina que regula a cicatrizacao
e desempenha um papel essencial na ativacao dos fibro-
blastos, abundantes nas cicatrizes de pregas vocais.' Saed
et al. avaliaram possiveis alteracdes na expressao de TGF-
-1 ao aplicarem CF em células mesoteliais do peritonio
humano e observaram que a expressao diminuiu, enquanto
a concentracao de colageno tipo | e Ill aumentou, poten-
cialmente reduzindo a chance de aderéncias em cirurgias
abdominais.?°

Saed et al. avaliaram o efeito da CF Tisseel® (Bax-
ter Healthcare Corp., Westlake Village, CA) na expressao
de TGF-B1 em diferentes combinacdes de componentes e
observaram que a preparacao sem aprotinina apresentou
maior reducao na expressao de TGF-B1, o que poderia redu-
zir a fibrogénese.?® Evicel® (Ethicon Inc., Somerville, NJ)
nao contém aprotinina e, portanto, pode ter uma expres-
sao reduzida de TGF-B1; no entanto, Saed et al. usaram
tecido peritoneal, que nao possui as mesmas caracteris-
ticas das pregas vocais. Outros estudos usaram Tissucol®
(Baxter, Immuno AG, Viena, Austria),”®'" que tem a mesma
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composicao do Tisseel® (Baxter Healthcare Corp., Westlake
Village, CA), com resultados semelhantes aos do presente
estudo, sugerindo que a diferenca na composicao da cola nao
contribuiu significativamente para a cicatrizacao das PVs.

Conclusao

As PVs com CF apos o descolamento do enxerto pediculado
mostraram area mais extensa ocupada por fibras de colageno
que as PVs de controle em coelhos. Portanto, no presente
estudo, a cola induziu maior fibrogénese na prega vocal em
fase tardia do processo de cicatrizacao.
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