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Abstract

Fibrin sealants or fibrin glue are products made from human plasma proteins, which mimic the
final pathway of the coagulation cascade. Its application to stimulate the healing process has been a
topic of debate in the literature. The use of fibrin sealants in phonosurgery has been empirical; there
have been no studies that investigate the action of fibrin sealant in Reinke’s space. Aim: To evaluate
the effect of fibrin glue in healing of the vocal folds of pigs after surgical manipulation. Materials
and Methods: This was a prospective and experimental study. Six animals had both vocal folds
incised. Sealant was applied in one of them; the other served as a control. After three months, the
animals were sacrificed and a collagen count was carried out. Results: The side on which glue was
applied had an average of 27.8% against 20.4% of the side without glue. Conclusion: The collagen
concentration in the samples where the fibrin sealant was applied was significantly higher compared
to samples without glue. Thus, the presence of a fibrin sealant stimulates fibrogenesis in this tissue.

Resumo

Os selantes de fibrina ou cola de fibrina sio produtos originarios de proteinas do plasma hu~mano
que mimetizam a via final da rede de coagulacdo. Sua aplicacdo para estimular a cicatrizacao tem
sido motivo de discussdo na literatura mundial. O uso do selante de fibrina em fonocirurgia tem
sido realizado de modo empirico. Nao ha trabalhos que investiguem a acao do selante de fibrina
no espaco de Reinke. Objetivos: Avaliar a interferéncia do uso da cola de fibrina no processo de
cicatrizagao gerado pela manipulacdo cirdrgica em pregas vocais de suinos. Materiais e Métodos:
Estudo prospectivo e experimental. Seis animais tiveram ambas as pregas vocais incisadas e em
apenas uma delas foi aplicado o selante, sendo que a outra serviu de controle. Apds 3 meses, 0s
animais foram sacrificados e a contagem de coligenos realizada. Resultados: O lado com apli-
cacao de cola teve média de 27,8% contra 20,4% do lado sem aplicacio de cola. Conclusdo: A
concentra—¢io de coligeno nas amostras onde o selante de fibrina foi aplicado é significativamente
maior do que nas amostras onde nao houve a aplicacao. Portanto, a presenca do selante de fibrina
estimula a fibrogénese neste tecido.

! Titulo de Especialista em Otorrinolaringologia pela ABORL-CCF (Mestranda da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sdo Paulo ).

2 Doutor em Otorrinolaringologia (Professor Instrutor da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sdo Paulo).

3 Doutora em Patologia (Professora Titular da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S3o Paulo).

4 Doutor em Otorrinolaringologia (Professor Instrutor da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo).

5 Mestre em Medicina Veterinaria (Doutoranda da Santa Casa de Sdo Paulo).

Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo - Instituto de Ciéncias Avangadas em Otorrinolaringologia.

Enderego para correspondéncia: Rua José Bonifacio, 25, Boa Vista, Sdo Caetano do Sul-SP. CEP: 09572050.

Este artigo foi submetido no SGP (Sistema de Gestdo de Publicagbes) da BJORL em 29 de margo de 2011. cod. 7670

Artigo aceito em 30 de abril de 2011.

BRAZILIAN JOURNAL OF OTORHINOLARYNGOLOGY 78 (1) JANEIRO/FEVEREIRO 2012
http://www.bjorl.org.br / e-mail: revista@aborlccf.org.br
1

N



INTRODUCAO

Os selantes de fibrina, ou cola de fibrina, sao produ-
tos originarios de proteinas do plasma humano que mime-
tizam a via final da rede de coagulacio. Nesses produtos,
o fibrinogénio ¢ proteolicamente clivado e convertido
em polimeros de fibrina pela a¢io da trombina. O Fator
XIII, quando ativado pela trombina na presenca deions
de cilcio, reage com os polimeros de fibrina, resultando
um codgulo estdvel e insolavel"%

A cola de fibrina foi aprovada pelo FDA, nos Esta-
dos Unidos, para uso em cirurgias por suas propriedades
hemostaticas, mas vem sendo utilizada em diferentes
procedimentos cirdrgicos como selador de cavidades,
estimulador do processo de reparacao tecidual, além de
veiculo de liberacao lenta de drogas ou de agentes de
crescimento®®.

Sua aplicacdo para estimular a cicatrizagao tem sido
motivo de discussiao na literatura mundial. Clark® afirma
que o uso do selante de fibrina para evitar aderéncias ou
tecido fibrético é contraditorio, ja que o fibrinogénio es-
timula a producgiao de colageno. Entretanto, a maioria dos
estudos clinicos experimentais sobre a aplicacao do selante
de fibrina em diversos tecidos mostra bons resultados, com
diminuicio da formacio de fibrose e aderéncia dos tecidos
de diferentes tipos de campos cirdrgicos quando utilizada
a cola de fibrina, em compara¢ao com o grupo controle'.

O uso do selante de fibrina na cirurgia laringea foi
descrito pela primeira vez por Bouchayer & Cornut'' ,em
1992. Geralmente, o selante é utilizado para fixar flaps
de mucosa'?, como base para a colocacao de enxertos no
espaco de Reinke® e, sobretudo, apds o advento do laser
de CO,, para cobrir o leito cirtdrgico cruento, prevenindo
a formacdo de granulomas'.

O uso do selante de fibrina em fonocirurgia tem
sido realizado de modo empirico. Nao ha trabalhos que
investiguem a acio do selante de fibrina no espaco de
Reinke e sua ac¢ao direta sobre a fibrogénese durante seu
processo cicatricial. O principal objetivo deste estudo é
avaliar a interferéncia do uso da cola de fibrina no pro-
cesso de cicatrizacdo gerado pela manipulacio cirtrgica
em pregas vocais de suinos

MATERIAIS E METODO

A pesquisa foi iniciada ap6s aprovacao de Comitéde
Etica (protocolo 2/08). Neste estudo, foram utilizados seis
suinos (mini pigs). Os animais foram monitorizados e sub-
metidos a intubacao orotraqueal. Apos a anestesia, foram
posicionados em dectbito dorsal, em proclive®. Utiliza-
mos um laringoscopio de suspensiao para visualizacao da
laringe, especialmente desenvolvido por Pontes et al. para
a realizacdo do procedimento em suinos (Figuras. 1 e 2)'°.

Figura 1. Abridor de boca especialmente desenvolvido para laringos-
copia de suinos (Pontes et al., 2007)

Figura 2. Visao proporcionada pelo abridor de boca para realizagao
do procedimento

Utilizamos microscopio cirtrgico com binocular
reta, com lente de 400 mm para observacao da glote e a
realizacdo do procedimento cirtrgico. Foi realizada uma
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incisao e descolamento da mucosa de ambas as pregas
vocais (Figura 3). O descolamento foi cuidadoso, de
modo a nao lesar o musculo tireoaritenoideo. A seguir,
foi aplicado no interior da bolsa confeccionada de uma
das pregas vocais, aproximadamente 0,5ml do selante de
fibrina, sendo a mucosa acomodada a seguir. A outra prega
vocal teve apenas a mucosa acomodada sem o uso do se-
lante, para cicatrizag¢ao por segunda intencao. A escolha da
prega vocal que receberia o selante foi aleatoria. O selante
comercial utilizado neste estudo foi o Tissucol®, do labo-
ratorio Baxter, que contém 70-110mg/ml de fibrinogénio,
10-50U/ml de Fator XIII humano, 500UI/ml de trombina
humana, 3000 KIU de aprotinina bovina. As embalagens
contém seringas e agulhas para reconstituicio do produto
e um dispositivo para aplicacao - Duploject.

Figura 3. Incisdo em prega vocal

Os frascos disponiveis no Kit foram aquecidos
na temperatura constante de 37°C em cuba térmica, até
o momento da realizacio do procedimento. O Tissucol
liofilizado € reconstituido com a soluciao de aprotinina.
A trombina liofilizada € reconstituida com a solucao de
cloreto de cilcio. Usa-se a trombina de 500U quando
se deseja uma solidificacao rdpida (<20 segundos), e a
trombina de 4U quando se deseja uma coagulacao mais
lenta (40-60 segundos). Optamos pelo uso da trombina
de solidificacao rapida. Os dois componentes foram apli-
cados simultaneamente, sempre em quantidades iguais,
utilizando o Duploject®

Os animais permaneceram em pocilgas durante um
periodo de trés meses apds o procedimento cirtrgico,
quando foram sacrificados. Para o sacrificio, os animais
receberam: Dormonid 1 mg/ml na dose de 0,1 mg/Kg
por via intramuscular e propofol de 6 mg/kg por via
intravenosa (IV). A seguir, os animais receberam inje¢ao
intracardiaca de cloreto de potassio®.

Ap6s a morte, a laringe dos animais foi removida.
A laringe foi ressecada e conservada em formol a 10%.
Depois, foi dividida em duas hemilaringes para o estudo
histologico. Finalmente, foram preparadas laminas histolo-

gicas de ambas as pregas vocais e a coloracao utilizada foi
o Pricosirius Red". A seguir, as laminas foram avaliadas no
microscopio optico a procura de anomalias, como corpo
estranho ou resquicios do selante de fibrina. A leitura das
laminas foi realizada em microscopio 6ptico, acoplado a
camera de video e analisadas pelo programa Pro-image-
plus 4.5(para Windows) em computador com processador
Pentium IV®.

A medida da fibroplasia foi aferida em microme-
tros quadrados (pm?). Determinamos, com movimentos
do mouse, uma area da mucosa a ser estudada em trés
locais distintos. O coldgeno, corado em vermelho pelo
Pricosirius, teve sua cor automaticamente selecionada pelo
programa Pro-image-plus 4.5, realizando-se a quantificacao
e a somatoria da drea em pm?* Apos desfeita a randomi-
zagdo, os dados foram transportados para o programa
Excel Windows® e colocados em forma de tabela para
andlise estatistica. Na analise estatistica, foram utilizados
0s softwares: SPSS V16, Minitab 15 e Excel Office 2007.

RESULTADOS

O Pricosirius corou as camadas de coligeno em
vermelho, facilitando a contagem da concentracao do
mesmo pelo programa de computador (Figuras 4 e 5). Nao
foram encontrados vestigios do selante em nenhuma das
amostras. A contagem da concentraciao de coligeno pre-
sente nas amostras foi realizada por uma camera acoplada
a0 microscopio Optico. Cada animal possuia duas laminas
coradas em pricossirius red, sendo uma correspondente ao
lado direito e outra, ao lado esquerdo. Foram escolhidos
trés campos a serem fotografados em cada lamina.

Figura 4. Esta prega vocal recebeu o selante de fibrina. Notar a intensa
fibroplasia (coloragao em vermelho).
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Figura 5. Notar o vermelho intenso em que as fibras de colageno séo
coradas na presenca do Pricosirius red, contrastando com o tecido
epitelial e glandular (azul).

Foi definido para este trabalho um nivel de signi-
ficancia de 0,05 (5%). Lembramos, também, que todos os
intervalos de confian¢a construidos ao longo do trabalho,
foram construidos com 95% de confianga estatistica. Uti-
lizamos o teste de Wilcoxon para a analise estatistica de
dados pareados, ja que cada individuo serviu de pesquisa
e controle de si mesmo. Logo no inicio, detectamos que
as medidas do lado esquerdo do porco 77 e o lado direito
do porco 79 sao valores considerados outliers (valores
extremamente altos). Por isso, fizemos as andlises em duas
etapas. Chamamos de Completa, quando trabalhamos com
toda a amostra, e de Simulacao, quando trabalhamos com
a amostra sem os porcos de nimero 77 e 79, excluindo-os
da amostra. Na Tabela 1, aplicamos o teste de Wilcoxon
e utilizamos as descritivas de posi¢ao para avaliar a con-
centracao do colageno nasareas estudadas. Na analise da
amostra completa, a diferenca foi considerada estatistica-
mente significante, na qual o lado com aplicacao de cola
teve média de 27,8% contra 20,4% do lado sem aplicacao
de cola. (Grafico D).

DISCUSSAO

Em uma analise inicial das laminas, nao foram en-
contrados resquicios do selante de fibrina em nenhuma
das amostras. Isto indica que, em uma fase tardia da cica-
trizacdo, o selante de fibrina foi totalmente reabsorvido.
Uma das maiores vantagens no uso do selante de fibrina
¢ a estabilidade do codgulo na drea selada, determinada
pela acao de agentes antifibrinoliticos existentes na cola,
evitando, assim, deslocamentos na drea selada e sua pro-

Tabela 1. Comparacao da aplicagao de cola em %Col

Completa Simulagao
% Col Nao Apl. Apl. Cola Nao Apl.  Apl. Cola
Cola Cola

Média 20,4% 27,8% 23,5% 30,1%
Mediana 16,7% 23,4% 20,9% 30,5%
Desvio Padrao 9,3% 9,4% 9,8% 10,8%
Q1 14,8% 22,2% 14,9% 21,6%
Q3 22,4% 35,8% 31,0% 39,6%
N 18 18 12 12
IC 4,3% 4,3% 5,5% 6,1%
p-valor 0,002 0,060

Compara Aplicagdo de Cola em %Col
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30% -
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25% -
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20% -
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E NZo Apl. Cola HApl. Cola

Grafico 1. Comparacao da concentragao de colageno entre as
pregas vocais, com e sem aplicagcao de cola, analise completa e
simulacao.

priedade de reabsorcao total pelo organismo, evitando
o retardo da cicatrizacao™. A aprotinina, antifibrinoliti-
co de origem bovina presente em vdrias apresentacoes
comerciais,é a responsavel pela estabilidade do codgulo
e por sua permanéncia prolongada no sitio cirdrgico®.
A concentracao de aprotinina considerada ideal é a de
3000KIU/ml*®.

Quanto 2 andlise da fibroplasia, observamos maior
concentracio do coldgeno nas pregas vocais onde foi
aplicada a cola em relacio a prega contralateral (controle).
A diferenca foi estatisticamente significativa (27,8% con-
tra 20,4% do lado sem aplicaciao de cola). Mesmo entre
os animais 76 e 79, que foram considerados outliers, a
diferenca foi mantida. A razao para que essas amostras
fugissem do padrao das demais talvez seja explicada pela
diferenca de tempo e variacdes da composicio do corante
utilizado em épocas diferentes. Importante ressaltar que
nenhum dos animais apresentou evidéncias de infeccao
durante o periodo de observacio que pudessem influenciar
no processo de cicatrizacio. Ressaltamos, aqui, que este
estudo € baseado na comparacio entre as pregas vocais do
mesmo animal, logo as possiveis diferencas na formulacao
dos corantes nao afetam a andlise comparativa.
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A literatura apresenta inimeros estudos que com-
provam a eficicia da cicatrizacdo apds a aplicagdo do
selante de fibrina. Os trabalhos que descrevem o uso do
selante na cirurgia laringea e principalmente fonocirurgia
sdo relatos de caso. A aplicacao do selante € feita de modo
empirico, considerando os resultados funcionais no pos-
operatério. Nao hd estudos que descrevam a influéncia do
selante de fibrina no processo cicatricial da lamina propria
sob o ponto de vista histologico ou biomolecular. Nossos
resultados foram comparados com estudos realizados em
diferentes tecidos e diferentes animais.

Encontramos alguns estudos que descrevem reacoes
inflamatérias mais intensas no sitio cirdrgico, nas primeiras
semanas apos a aplicacao do selante de fibrina, podendo
este processo inflamatoério persistir até 30 dias apos a
aplicacao, seguida pela formacao de um processo de in-
flamacao cronico e por um tecido de granulacdo rico em
fibroblastos. Esse infiltrado persistente rico em fibroblastos
sugere que, em longo prazo, poderia haver a formacao de
um processo cicatricial rico em coldgeno e, consequen-
temente, mais fibrose*. Hanson & Quinn?'realizaram um
ensaio para demonstrar a influéncia da cola de fibrina
sobre a quimiotaxia de neutréfilos durante o processo de
cicatrizagdo. Os autores observaram que a concentracio
de fibrina, variavel em varios tipos de selante de fibrina
disponiveis comercialmente, tem influéncia direta sobre
a quimiotaxia. Quanto maior a concentracio de fibrina,
menor a quimiotaxia, sendo que concentracoes maiores
que 2mg/ml podem bloquear o processo. Os autores
ainda consideram que a presenca do fator XIII, presente
em alguns tipos de selantes disponiveis no mercado, tam-
bém possam exerce influéncia direta sobre o processo,
permitindo maior quimiotaxia dos neutréfilos, explicando
o maior processo inflamatorio encontrado na presenca da
cola de fibrina e, consequentemente, maior fibroplasia
num momento mais tardio da cicatrizacao.

Clark?, em um trabalho de revisao de literatura sobre
a acao do selante de fibrina na reparacao tecidual, discu-
te que o uso do selante como promotor da cicatrizacio
tecidual e na prevencio de adesio abdominal parece ser
contraditério, ja que um agente que promove reparo de
tecido pode aumentar a capacidade de adesio tecidual e
nio preveni-la. Ainda de acordo com nosso estudo, te-
mos o trabalho de Marx & Mou*. Os autores relataram a
presenca de um intenso infiltrado inflamatério na derme
até o quarto dia do estudo que se normalizou ao redor
do sétimo dia de avaliacao, quando observaram completa
reepitelizacdo, com proeminente fibroplasia, deposicio
de coliageno e angiogénese ao longo da linha de incisao.

Em contraste, Fabris et al.?, em 1998, investigaram
a influéncia do selante de fibrina, em alta concentracio,
no crescimento dos fibroblastos do ligamento periodontal
humano. Os fibroblastos do ligamento periodontal foram
semeados e cultivados durante 48h e 72h na presenca da

cola de fibrina. Os resultados mostraram que a cola de
fibrina é compativel com o crescimento de fibroblastos e
sintese de coligeno, embora os autores tenham observado
uma tendéncia a menor proliferacao celular e producao de
coldgeno na cola quando comparado as culturas controles.

Uma importante questio a ser levantada é a pos-
sibilidade de reacao imunologica dos tecidos de animais
estudados em relacdo a cola. Lembramos que os compo-
nentes do selante de fibrina sio de origem humana e a
aprotinina € de origem bovina. O modo de preparo atual
dos selantes diminui muito as chances de reacio anafila-
tica (pela aprotinina) em humanos, mas, pelas diferencas
filogenéticas das espécies, esta possibilidade nao pode
ser descartada. Scardino et al.*avaliaram histologicamen-
te a cicatrizacao epitelial sob influéncia de dois selantes
diferentes, um com produto derivado de plasma humano
e outro, derivado plasma bovino. Vinte e quatro cadelas
beagle foram avaliadas. Os autores mostraram a presenca
de um infiltrado inflamatério cronico em ambos os grupos,
de intensidade leve a moderada. A resposta inflamatéria
foi mais persistente no grupo que utilizou o selante de
derivados bovinos, provavelmente relacionada a diferenca
de filogenia entre os produtos comerciais utilizados e o
modelo animal escolhido para o trabalho.

Existem muitas discrepancias na literatura quanto
aos estudos que analisam diretamente a influéncia do
selante de fibrina na cicatrizacao dos tecidos. Por outro
lado, os relatos de caso sio quase unanimes em concordar
com o0s bons resultados funcionais e estéticos nas diversas
areas onde o selante pode ser aplicado. Cabe, portanto,
ao cirurgido cautela e pesar os custos e beneficios do uso
do selante na pratica didria.

Em nosso estudo, as incisoes realizadas nas pregas
vocais dos suinos geraram dreas cruentas pequenas, com
sangramento insignificante. Nestes casos, o alto custo
do selante de fibrina e os resultados que indicam maior
deposic¢ao de coligeno nos tecidos cicatrizados tornam a
aplicacdo do selante desvantajosa em relacio a simples
aproximagao dos bordos da ferida. Por outro lado, em
ocasides nas quais € necessaria a fixacio de retalhos ou
dreas cruentas extensas e descolamentos amplos, quando
a desorganizacao do tecido de cobertura das pregas vo-
cais € maior, a aproximacao dos bordos com a aplicacao
do selante de fibrina e o estimulo a cicatrizacao pode
ser benéfico. Nosso estudo remete ao assunto de maior
preocupacgdo para o fonocirurgido: entender o intrincado
processo de cicatrizacao da lamina propria e a procura de
substincias que possam amenizar as agressoes sofridas por
esse delicado tecido durante um procedimento cirtrgico.
Dispomos de poucos dados para afirmar que o uso do
selante de fibrina é fundamental ou n2o no processo de
regeneracao das pregas vocais e sua influéncia na forma-
cio de fibroses e aderéncias que podem comprometer a
funcionalidade vocal do paciente. A literatura carece de
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estudos sobre a acio da cola na lamina prépria e sabemos
que nao podemos encarar 0 seu comportamento CoOmo
semelhante ao de células epiteliais ou vasculares.

O desenvolvimento da medicina biomolecular e as
possibilidades de reproduzir meios de cultura de células
humanas in vitro talvez possibilitem entender melhor o
comportamento das células humanas na presenca do
selante de fibrina, sem interferéncias da filogenética que
permeiam os estudos com animais.

CONCLUSOES

O presente estudo permite as seguintes conclusoes:

- Nao detectamos a presenca do selante de fibri-
na em nenhuma das amostras avaliadas, confirmando
a capacidade de total reabsorcao desta substincia pelo
organismos;

- A concentracio de coldgeno nas amostras nas
quais o selante de fibrina foi aplicado € significativamente
maior do que nas amostras onde nao houve a aplicacao.
Portanto, o selante estimula a fibrogénese neste tecido.
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