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Resumo

Vﬁrios materiais tém sido injetados ou inseridos em pre-
gas vocais na tentativa de solucionar a incompeténcia glotica.
Contudo, poucos sao os estudos que avaliam o processo
cicatricial decorrente da enxertia destes materiais. Objeti-
vo: O objetivo desta pesquisa foi avaliar a concentracao de
coldgeno apo6s enxerto microcirirgico de fiscia muscular e
gordura na prega vocal de coelho. Forma de estudo: ex-
perimental. Material e Método: Dezenove coelhos foram
submetidos 2 inser¢io de enxerto na prega vocal direita,
sendo nove de fascia e dez de gordura. A prega vocal es-
querda foi submetida ao mesmo procedimento, sem enxertia.
Os coelhos foram sacrificados ap6s 90 e 180 dias. O coldgeno
foi analisado morfometricamente através do método da
Picrossirius-polariza¢io com a utilizacdo do software Image
Pro Plus. Resultados: Houve aumento do coldgeno em to-
dos grupos enxertados quando comparados com o grupo
controle. A concentragio do coldgeno encontrada nos coe-
lhos submetidos a enxerto de gordura foi significativamente
maior quando comparados a concentraciao do coldgeno nos
coelhos submetidos a enxerto de fascia muscular, tanto com
90 quanto com 180 dias. Conclusdo: A enxertia de gordu-
ra e fascia lata na prega vocal de coelho promoveu maior
deposicao de coligeno do que no grupo controle, sendo
mais exuberante na insercao de gordura.
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Summary

Several materials have been injected or introduced in
the vocal folds in attempt of solving the glottic
insufficiency. However, few studies have evaluated the
cicatricial process due to the implantation of these
materials. Aim: The objective of this research was to
evaluate the concentration of collagen after microsurgery
graft of muscular fascia and fat in the vocal folds of rabbit.
Study design: experimental. Material and Method:
Nineteen rabbits were submitted to the graft insert in the
right vocal fold, being nine of fascia and ten of fat. The
left vocal fold was submitted to the same process, except
for the insertion of fat or fascial graft. The rabbits were
sacrificed after 90 and 180 days. The collagen was
analyzed through the method of the Picrosirius-polarization
using the Image Pro Plus software. Results: There was
prevalence of the collagen in all grafted groups when
compared with the group control. The concentration of
the collagen found in the rabbits submitted to fat graft
was significantly larger when compared to the
concentration of the rabbits submitted to graft of muscular
fascia, either with 90 as with 180 days. Conclusion: The
fat and muscular fascia implantation in the vocal folds of
rabbit promoted production of collagen, being more
intense with fat.
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INTRODUCAO

A versatilidade da voz humana permite variacoes em
intensidade, pitch e qualidade, viabilizando assim a capaci-
dade que temos em expressar emo¢oes e pensamentos'.
Entre as alteracoes que desafiam os laringologistas, a incom-
peténcia ou insuficiéncia glética figura entre as mais impor-
tantes. E um problema que leva 2 disfonia e pode ser causa-
da por: alteracdes da mobilidade, cicatrizes, atrofias ou
“arqueamento” das pregas vocais?. Entre as causas citadas, a
cicatriz ou fibrose talvez seja a que mais se caracteriza pelo
impacto social negativo e pela caréncia de tratamentos efe-
tivos®.

O principal componente do tecido cicatricial ou
fibrético € o coldgeno. Apos a instalacao do dano tecidual,
sua sintese inicia-se logo no terceiro dia® e atinge seu pico
maximo entre 3 e 6 semanas seguindo-se a um periodo de
remodelacao. O colageno tipo III € inicialmente sintetizado
e depositado, sendo substituido por tipo I 2 medida que
ocorre maturacao do tecido cicatricial®.

Virios enxertos sintéticos ou biolégicos foram utiliza-
dos na tentativa de restaurar a relacao corpo-cobertura da
prega vocal, quando a lamina prépria estd alterada. A inje-
¢ao de Teflon, muito utilizada no passado, foi abandonada
pelo risco de reacdes imunologicas, formacio de granuloma
e extrusao®; atualmente é utilizado somente para tratamen-
tos em que a expectativa de vida € limitada’. A longevidade
limitada do gelfoam restringe seu uso como tratamento de-
finitivo®, porém, sua aplicabilidade surge enquanto se defi-
ne a modalidade definitiva a ser proposta. Mais recente-
mente o coldgeno, inicialmente bovino', depois autdlogo?’,
seguido pelo homoélogo! também foi utilizado. O custo ele-
vado e o alto indice de reabsorcio restringiram seu uso.

Os enxertos autdlogos como a gordura e a fascia
muscular mostraram resultados promissores e sua seguranca
e risco minimo de rea¢des indesejadas ao enxerto estimu-
lam seu uso. A gordura é altamente biodisponivel" além de
apresentar viscosidade similar a2 da camada superficial da
lamina propria sugerindo que a sua consisténcia pode ser
proxima da ideal para injecio em prega vocal?. A
longevidade do enxerto gorduroso € questionavel e depen-
dente de alguns fatores como: tamanho e grau de manipu-
lacao do enxerto, regiao anatOdmica de coleta e regiao
anatdmica a ser implantada®.

A fascia muscular figura desde entre as possibilidades
cirdrgicas também autélogas para uso em laringologia. Pre-
viamente teve seu uso amplamente difundido na cirurgia
plastica reparadora. A fiscia muscular pode ser usada por
apresentar algumas vantagens: ¢ um tecido delicado, que
suporta tenso, € composto por fibroblastos (colageno) e
apresenta grande biodisponibilidade. A principal desvanta-
gem esta relacionada com a maior adapta¢io em preencher
espacos bidimensionais como na cirurgia cosmética e nao
tridimensionais como as pregas vocais®.

Em relacao aos materiais utilizados, a literatura en-
contra-se repleta de trabalhos'*'® referentes a distribuicao
do enxerto, processo inflamatorio, tipo e quantificacio celu-
lar, porém sao raros os estudos que priorizam o estudo do
tecido cicatricial gerado ap6s o enxerto desses materiais®.
O objetivo desta pesquisa € descrever, comparar e quantificar
o colageno resultante da enxertia de fascia muscular e de
gordura na prega vocal do coelho, bem como compara-los
as pregas vocais nao enxertadas, utilizando o método da
picrossirius-polarizagio.

MATERIAL E METODO

Material

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica para
Anilise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universi-
dade de Sao Paulo (protocolo de pesquisa 200/02).

Foram utilizados 19 coelhos albinos da raca New
Zealand, todos do sexo masculino, sadios, pesando entre
2,5 e 3,5kg. Os animais foram divididos em 4 (quatro) gru-
pos. Nos dois primeiros (Grupos F1 e F2), os coelhos foram
submetidos 2 inser¢ao de enxerto de fascia lata na prega
vocal direita. Nos outros dois grupos (Grupos G1 e G2), os
coelhos foram submetidos a implante de gordura autologa
“em bloco” também na prega vocal direita. Nos coelhos dos
quatro grupos citados, o grupo controle ¢ composto pela
prega vocal esquerda, pois foi submetida ao mesmo proce-
dimento com excecio da colocacao do enxerto. Todos 0s
animais operados foram mantidos vivos, com cuidados diari-
os e controle do processo de cicatrizacao. Todos foram sa-
crificados pelo mesmo método de injecio endovenosa de
2,0 ml de KCI 20%, sendo que:

As pregas vocais direitas dos animais sacrificados apoés
um periodo de 90 dias do procedimento cirtrgico
formaram os grupos Fascia (F1) e Gordura (G1) e as
pregas vocais esquerdas o grupo controle (C1);

As pregas vocais direitas dos animais sacrificados apo6s
um periodo de 180 dias do procedimento cirirgico
formaram os grupos Fascia (F2) e Gordura (G2) e as
pregas vocais esquerdas o grupo controle (C2).

METODO

Técnica Cirirgica

Os animais foram anestesiados com Xilazina (5 mg/
Kg) associado 2 Quetamina (50 mg/Kg) por via intramuscular.
Foram mantidos em ventilacio espontinea, através da inci-
sdo laringea, sem necessidade de canula traqueal e fixos a
mesa cirargica pelas patas. Os coelhos foram submetidos a
incisao na linha média, a partir da margem superior da carti-
lagem tiredidea até a borda inferior da cartilagem cricdidea,
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utilizando-se bisturi lamina 15, na pele e subcutaneo, per-
mitindo a exposi¢ao das cartilagens tiredidea e cricéidea. A
gordura foi captada para posterior inser¢ao através da inci-
sd0 na regido cervical para acesso a laringe. A fascia muscu-
lar foi obtida ap6s incisao na pele da regidao anterior e lateral
da coxa, seguida de controle da hemostasia e delicada dis-
seccao (10 x 10mm).

A membrana cricotiredidea foi incisada na linha mé-
dia, com bisturi lamina 15, permitindo a visualizacio da
subglote. A cartilagem tire6idea, aberta anteriormente, per-
mitiu a exposi¢ao das pregas vocais. Ambas as pregas vo-
cais foram submetidas 2 incisao de 0,3mm em sua margem
superior seguindo-se de minucioso descolamento da mucosa
ao longo da margem medial. O procedimento realizado com
estilete Hollemback 3s utilizado em dentistica permitindo a
confeccao de uma bolsa para receber o enxerto. Foi neces-
sario todo cuidado no sentido de evitar a penetracio do
musculo tireoaritendideo. O enxerto (fascia muscular ou
gordura medidos compaquimetro), com aproximadamente
3mm de didmetro e Imm de altura, foi implantado na bolsa
entre a musculatura e a mucosa da prega vocal direita. A
prega vocal esquerda niao recebeu enxerto.

Os coelhos receberam antibioticoterapia com
Benzilpenicilina procaina 300000 UI, Benzilpenicilina
potassica Ul, diluida em 3ml de 4gua destilada, sendo apli-
cado 0,4ml intramuscular por dose. A primeira dose foi apli-
cada durante o procedimento, e duas outras, a cada 24 ho-
ras.

Estudo bistologico e morfométrico

Ap6s o sacrificio do animal, foi removida a laringe
através de incisao cervical seguido de remogao do fragmen-
to mediano da prega vocal direita e esquerda. Todas as pe-
cas medindo cerca de 3 x Smm foram fixadas em formalina
a 10%, sendo entdo encaminhadas para processamento:
desidratadas com alcool etilico a 95%, clareadas em xilol,
impregnadas pela parafina fundida em estufa a 60JC, inclu-
idas e a seguir cortadas no microtomo com espessura de
3%m. Os cortes corados pelo método da picrosirius- polari-
zacao foram utilizados para a visualizacio e analise das fi-
bras colagenas. Este método consiste na coloracao pelo Sirius-
red dissolvido em 4cido picrico aquoso saturado. A andlise
das laminas foi realizada sob microscopia de Luz utilizando
polarizacao optica.

Tabela 1. Concentragdo de Colageno nos grupos estudados

Foi realizada andlise descritiva dos quatro grupos,
detendo-se na identificacio do colageno, classificacao em
Tipo I e III determinada pela sua birrefringéncia, bem como
a presenca do enxerto e estado do mesmo em relacio com
a estrutura muscular adjacente. Em cada um dos grupos de
estudo, foi analisada também amostras da prega vocal es-
querda onde foi realizada a dissec¢iao porém sem a implan-
tacio do enxerto.

Foi efetuado também estudo morfométrico, com a
quantificacao das fibras colagenas através de um sistema
digital de analise de imagens usando o software Image Pro
Plus versio 4.0, determinando-se a concentrac¢io das fibras
colagenas por unidade de area medida. Foram analisadas
amostras de ambas as pregas vocais para obtencdo dos va-
lores da concentracio do colageno.

Anadlise estatistica

Foi realizado o teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov, tendo mostrado distribuicao normal. Na compara-
¢ao dos grupos, foi utilizado o teste T de Student.

RESULTADOS

A andlise microscopica das pregas vocais coradas
pelo método da picrossirius polariza¢io mostrou diferen-
¢as com relacio a distribuicao do colageno cicatricial. A
fascia lata dos grupos F1 e F2 apresentam aspecto
fusiforme (Fotos 1 e 2) enquanto a gordura (G1 e G2)
apresenta aspecto difuso, formando focos encapsulados
por coliageno espesso (Fotos 3 e 4). H4 predominio do
colageno tipo I (maior birrefringéncia) em todos os gru-
pos, porém em G1 e G2 o coldgeno tipo III € mais iden-
tificado quando comparado ao grupo da fascia muscular,
independente do tempo.

A Tabela 1 resume a concentracao média de colageno
e seu desvio padrao em todos os grupos estudados, em
ambas as pregas vocais. A andlise estatistica da concentra-
¢ao de colageno por drea demonstrou aumento do colageno
em todos grupos enxertados quando comparados com os
grupos controle (p<0,001).

Houve maior concentragio de coldgeno no grupo da
gordura quando comparado a fascia tanto na analise aos 90
dias (p<0,001), quanto aos 180 dias (p<0,001), respectiva-
mente Graficos 1 e 2.

Grupos G1 G2 F1 F2

Sitio PVD PVE PVD PVE PVD PVE PVD PVE
Média 0,363 0,066 0,273 0,061 0,185 0,074 0,174 0,067
Desvio padrao 0,021 0,004 0,018 0,001 0,007 0,005 0,007 0,004

PVD: prega vocal direita; PVE: prega vocal esquerda
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Concentragao de Colageno apds 90 dias
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Grafico 1. Comparacédo da Concentragdo de Colageno apds 90
dias, demonstrando maior concentragao no grupo enxertado com
gordura (p<0,001).

Concentragdo de Colageno aos 180 dias
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Grafico 2. Comparacdo da Concentracdo de Colageno apds 180
dias, demonstrando maior concentragao no grupo enxertado com
gordura (p<0,001).
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Grafico 3. Comparacédo da Concentragdo de Colageno aos 90 e
180 dias, demonstrando reducao estatisticamente significante ape-
nas nos coelhos enxertados com gordura.

Comparando o grupo de gordura aos 90 e 180 dias,
observamos uma redugao estatisticamente significante da
concentracio de colageno (p<0,001), havendo uma redu-
¢ao da ordem de 25% neste periodo. No grupo de fascia,
contudo, nao houve diferenca entre as amostras de 90 e
180 dias (p=0,08), com variaciao da ordem de 6% da con-
centragio de colageno no periodo. No grupo controle, tam-
bém nao houve diferenca entre 90 e 180 dias (Grafico 3).

DISCUSSAO

O método da picrossirius-polarizagao tem contribui-
do significativamente para a identificacio e compreensiao
do colageno e de suas funcoes. A especificidade do método
€ baseada na presenca de aminoacidos basicos nas molécu-
las do colageno que reagem fortemente com o corante aci-
do (Sirius-red). Essa rea¢ao aumenta a birrefringéncia nor-
mal do colageno, composto por moléculas agregadas. A di-
ferenciacao dos tipos do colageno também ¢ possivel, sen-
do o tipo I fortemente birrefringente, fibras espessas amare-
las ou vermelhas; tipo III pouco refringentes, esverdeados e
o tipo II ainda menos refringentes®.

A presenca de um arranjo anormal das fibras do
colageno caracteriza o desenvolvimento de uma cicatriz ou
fibrose®. Em nosso estudo foi freqiiente esse desarranjo do
colidgeno quando comparado com a distribuicio do colageno
do musculo vocal do coelho em todos os grupos. Essa alte-
racao foi muito mais identificada nos grupos submetidos a
enxerto de gordura, caracterizada por desarranjo em blocos
envoltos por colageno espesso. Nos grupos F1 e F2 (enxer-
to de fascia), a distribuicao € fusiforme e mais compacta.

A literatura € repleta de artigos que enfatizam o pro-
cesso inflamatério conseqliente a enxertia de materiais nas
pregas vocais, com qualificagio e tipagem celular, na tenta-
tiva de corrigir defeitos pré-existentes ou mesmo voluntari-
amente causados na lamina prépria**#. No entanto, estudos
que objetivam estudar o processo cicatricial causado pela
manipulacdo e pelo enxerto sio raros. Thibealt et al. (2002)*,
em estudo histologico e reoldgico da cicatriz produzida na
lamina propria apés manipulacio cirdrgica, encontraram
menor densidade do colageno associado a desorganizacio
tecidual. O presente estudo faz uma avaliacio do processo
cicatricial quando comparado ao musculo vocal, sendo en-
contrado maoir densidade além de desorganizac¢ao tecidual.
Esse fato sugere que a gordura ¢ metabolicamente mais
ativa do que a fiscia, estimulando uma maior deposi¢io do
colageno cicatricial.

Acredita-se que a baixa taxa metabdlica e a ultra-es-
trutura composta principalmente por fibrocitos e matriz
extracelular de colageno sao as principais responsaveis pela
longevidade do enxerto de fascia muscular nas pregas vo-
cais'®. Reijonen et al. (2001)", apds inje¢io de fascia lata na
prega vocal paralisada de nove caes, identificaram que a
fascia muscular ndo promoveu reacio inflamatoria intensa e
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a mesma foi identificado até ap6s 12 meses da injecio. Duke
et al. (2001 em estudo clinico em pacientes previamente
submetidos a injecao de gordura obtiveram 95% de melho-
ra nos padroes de andlise acustica da voz.

A prega vocal do coelho é similar a prega vocal hu-
mana demonstrando divisao por camadas e presenca de
células da matriz extracelular como o colageno. Uma limita-
¢do para o presente estudo deve-se ao fato das pregas vo-
cais dos coelhos nao apresentarem as mesmas for¢as meca-
nicas de vibragido da prega vocal humana. Tem sido mostra-
do que essas for¢cas podem estimular o “turn-over” do
colageno com consequiente alteracio na deposicao das fi-
bras®. De qualquer forma esses achados sugerem que em-
bora a enxertia promova maior deposicao de coligeno no
processo cicatricial, esse processo € mais exuberante com
gordura do que com a fascia. Entretanto, ainda sao necessa-
rios estudos das propriedades reologicas das pregas vocais
enxertadas com gordura e fascia para melhor definicao do
melhor enxerto.

CONCLUSAO

O estudo permite concluir que a enxertia de gordura
e fascia lata na prega vocal de coelho promoveu maior de-
posicao de colageno do que no grupo controle, sendo mais
exuberante na inser¢io de gordura. Houve alteracio na dis-
tribuicao das fibras colagénicas apos enxerto de fiscia e de
gordura, também mais alterado no grupo gordura.
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