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RESUMO

Estudos anatémicos prévios demonstram uma assimetria morfolégica em
termos de comprimento de fibras e didmetro destas no Nervo Laringeo
Recorrente (NLR). Estas assimetrias provavelmente estdo relacionadas aos
diferentes tempos de chegada do impulso nervoso a musculatura laringea
controlada por cada NLR. Conhecer as diferengcas morfolégicas entre os
nervos direito e esquerdo podera fornecer subsidios para elucidar os motivos
pelos quais tais diferengas ndao afetam na funcdo simétrica da musculatura
laringea. O objetivo desta investigacdo €& estimar alguns parametros
morfométricos como a area intraperineural; perimetro intraperineural; area;
perimetro; densidade (nimero de fibras/mm?) e o nimero total de fibras do
NLR direito e esquerdo de humanos. Os nervos direito e esquerdo foram
coletados em oito cadaveres do sexo masculino. Os nervos foram seccionados
em parafina e corados com Hematoxilina-eosina. Todos os parametros
morfométricos foram medidos a partir de imagens digitalizadas com o auxilio
do software Image Pro-Plus 4.1.; sendo estas, obtidas de secgdes histolégicas
(10 um) da parte distal do NLR (de ambos os lados). Nenhuma diferenca
estatistica foi observada com relagcdo a area intraperineural; perimetro
intraperineural; densidade (nimero de fibras/mm?) e numero total de fibras
entre ambos os lados. Porém, a area e o perimetro de fibras do lado direito sao
estatisticamente maiores quando comparadas com o lado esquerdo, 21 e 11%,
respectivamente. Nossos resultados sao congruentes com estudos
eletrofisiolégicos prévios do NLR, demonstrando haver uma diferencga
morfolégica entre os nervos direito e esquerdo; podendo esta ser a
fundamentacdo morfolégica para explicar a diferenga na velocidade de

conducdo do impulso nervoso a musculatura intrinseca da laringe, controlada
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por cada nervo.
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1 INTRODUGAO

O nervo Vago, foi descrito por Marinus, no ano de 100 d.C., pela
primeira vez. A denominagao de Vagus foi dada por Domenico de Marchetti
(1626-1688) da Universidade de Padua, que reescreveu o nervo, dividindo-o
em 16 partes. Tudo indica que Marchetti estudou as variagdes do trajeto do
nervo e seus ramos, por isto o nome de Vagus, que em Latim significa errante,

incerto, inconstante, confuso e desordenado (SKINNER, 1961).

Em 1807 o anatomista francés Frangois Chaussier, chamou o entado
nervo Vago, de Pneumogastriqgue (Pneumogastrico, em Portugués). Referéncia
a ser um nervo de pulmao e estdmago. Pela atual terminologia anatdmica da
Federacdo Internacional de Associagdo de Anatomistas, optou-se pela

terminologia de nervo Vago e nao Pneumogastrico (REZENDE, 1992).

Zemlin (2000) referia que o nervo Vago (X par craniano) foi assim
denominado devido ao seu trajeto erratico, apresentando extensa distribuicao
de ramos nervosos através do pescoco e do térax, estendendo-se até a
cavidade abdominal. O nervo Vago emerge do cranio através do forame
jugular, onde apresenta duas dilatagbes, os ganglios jugular (superior) e
nodoso (inferior), tendo uma porcao sensitiva, que inerva a dura-mater, a pele
da parte posterior da orelha externa e o meato acustico externo, e uma porgao
motora, onde emite ramos faringeo-esofagicos, laringeos (ramos sensitivos e
motores), ramos que inervam o pericardio, o estbmago, o pancreas, o bago, os

rins, o intestino e o figado.

O ganglio jugular é arredondado e com cerca de 4 mm de diametro. O

ganglio inferior € maior e alongado, medindo cerca de 25 mm de comprimento
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e cerca de 5 mm de largura, no maximo (WILLIAMS et al., 1995). De acordo

com Schnitzlein e colaboradores (1958) o nervo Vago do ser humano contém,
no nivel médio cervical, cerca de 16.500 fibras mielinizadas no lado direito e

20.000 no lado esquerdo, contadas em 17 pares de nervos.

Dentre os 12 pares de nervos cranianos, o nervo Vago (X), apresenta
uma miriade de funcbes sensitivas e motoras que incluem sensibilidade
somatica e visceral (MARTIN, 1998), é o principal nervo da divisdo craniana do
parassimpatico, inervando todas as visceras toracicas e abdominais. Boa parte
da sensibilidade dessas visceras, bem como a da laringe, viaja por este nervo.
O Vago é ainda um nervo motor para a laringe, onde é importante para os

mecanismos da fonagao (COSENZA, 1990).

O Vago desce no interior da bainha carética, entre a veia jugular interna
e, sucessivamente, as artérias carotidas interna e comum. Na base do
pescoco, os Vagos direito e esquerdo, tém trajetos diferentes: o direito passa
anteriormente a 12 por¢cao da artéria subclavia e o esquerdo situa-se entre a
artéria carétida comum e a 12 porgcao da artéria subclavia (GARDNER et al.,

1988; DANGELO & FATTINI, 1998).

Ao longo de seu extenso trajeto, o X par emite numerosos ramos
colaterais que, de acordo com as regides de distribuicdo, classificam-se em
(GARDNER et al., 1988; DANGELO & FATTINI, 1998; MACHADO, 1998;

SOBOTTA, 2000):

1. O ramo meningeo: origina-se do ganglio superior, € sensitivo e inerva a

dura-mater da fossa craniana posterior.

2. O ramo auricular: origina-se do ganglio superior e recebe uma

comunicagdo do nervo Glossofaringeo (IX par craniano). E sensitivo e emerge



3
do cranio na fissura timpano-mastoidea para inervar a superficie craniana da

orelha externa, o assoalho do meato acustico externo e a membrana do

timpano.

3. Os ramos faringeos: as fibras nervosas que os constituem sao motoras e
pertencem, na verdade ao nervo Acessorio (XI par craniano), cuja raiz bulbar
se acola ao Vago logo abaixo do ganglio inferior. Os ramos faringeos
participam, com ramos do nervo Glossofaringeo e do simpatico, da formagao
do plexo faringeo que inerva os musculos da faringe (com excecédo do
estilofaringeo) e do palato mole (exceto o musculo tensor do véu palatino). Os

ramos faringeos passam entre as artérias carétida interna e externa.

4. O nervo laringeo superior (NLS): esta constituido de fibras nervosas do
nervo Acessorio e do Vago. Passa posterior e medialmente as artérias

carotidas, externa e interna e divide-se em dois ramos:

a) ramo interno: é sensitivo e constituido por fibras nervosas do Vago. Em
companhia da artéria tiredidea superior (ATS) perfura a membrana tireo-
hididea e inerva a mucosa da laringe desde a epiglote e porgao posterior da

lingua até as pregas vocais.

b) ramo externo: é motor, constituido por fibras nervosas do nervo Acessorio
e também chamado nervo laringeo externo, situa-se profundamente a artéria
tiredidea inferior (ATI) e inerva o musculo constritor inferior da faringe (MCIF) e

o cricotiredideo (da laringe).

5. Os ramos caroticos: sao inconstantes e auxiliam o nervo Glossofaringeo

na inervagao do seio e corpo caroticos.

6. Os ramos cardiacos: em numero variavel, nascem do Vago no pescogo e

no térax e se dirigem para o coragao onde participam da formagao do plexo



cardiaco com os ramos cardiacos do tronco simpatico.

7. O nervo laringeo recorrente (NLR): abaixo do ganglio inferior, o Vago
recebe o ramo interno do nervo Acessorio, cujas fibras se distribuem
juntamente com os ramos do Vago, formando o NLR, citado como um nervo
predominantemente motor mais importante da laringe. Inerva a mucosa da
laringe abaixo das pregas vocais (sensitivo) e todos os musculos intrinsecos
da laringe (motor), com excec¢ao do cricotiredideo. Sendo importante, por esta
razao, no mecanismo da fonacdo. Sua origem ¢é diferente a direita e a
esquerda. O nervo direito origina-se anteriormente a primeira parte da artéria
subclavia e passa em torno deste vaso. O nervo esquerdo origina-se no térax,
sobre o lado esquerdo do arco da aorta, e passa em torno deste vaso atras da
insercdo do ligamento arterioso. Ambos o0s nervos recorrentes ascendem no

interior do sulco traqueoesofagico, penetrando na laringe (Figura 1).

Tais diferengas macroscoépicas sdo de tamanha complexidade que Alves
(1965), descreve o NLR direito como um nervo cervical e o esquerdo, como um
nervo cervico-toracico. Uma disposicdo que se correlaciona com o
desenvolvimento dos arcos aorticos no embrido. Antes de penetrar na laringe,

o NLR geralmente se divide em dois ou mais ramos (GARDNER et al., 1988):

1) Ramos colaterais do NLR: a) ramos cardiacos médios: terminam no plexo
cardiaco; b) ramos esofagicos; c) ramos traqueais; d) ramos faringeos, para o

MCIF; e e) ramo comunicante com o ganglio cervical inferior.

2) Ramos terminais do NLR: a) ramos musculares: distribuem-se para os
musculos cricoaritendideo lateral, tireoaritendideo, cricoaritendideo posterior e

ariaritendideo; b) ramo comunicante com o nervo laringeo superior.



Figura 1 — (A) Nervo Laringeo Recorrente direito; (B) Nervo Laringeo Recorrente esquerdo;
(C) Nervo Vago direito; (D) Nervo Vago esquerdo; (E) Artéria Subclavia e (F) Arco da Aorta.
Modificada de De humani corporis fabrica epitome: tabulae sex. Quarto livro, gravura 52, figura

2. (Vesalius, 2002).

De acordo com Harrison

(1981),

a evidente diferenca entre o

comprimento do NLR direito e esquerdo, € também encontrada em outras

espécies (Tabela 1).

Tabela 1 — Comprimento médio do NLR em diferentes espécies.

Espécie NLR (esquerdo)
Humanos  42.6 cm

Girafa 2m

Caes 38.2cm

NLR (direito) Diferenca
322 cm 10.4 cm
17m 30 cm
21.5¢cm 16.7 cm

(Extraido de Harrison, 1981).
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O NLR nem sempre se situa em uma posicao protegida no sulco

traqueoesofagico, mas pode estar ligeiramente anterior a ele (mais
freqientemente no lado direito) e pode ser acentuadamente lateral a traquéia
no nivel da parte inferior da glandula tiredide. No lado direito, o nervo esta
igualmente muitas vezes anterior, ou posterior ou entremeado com 0s ramos
terminais da artéria tiredidea inferior, enquanto, no lado esquerdo, geralmente
esta posterior a artéria, embora ocasionalmente anterior a ela (WILLIAMS et

al., 1995).

Em um estudo sobre a relagdo anatdmica do NLR com a ATI Yalcxin
(2006), usando 50 laringes humanas (100 lados), descreve a alta variabilidade
da relacdo entre o NLR e a ATI, descrevendo 20 diferentes padrées de
variabilidade. De acordo com seu estudo, a incidéncia da configuragao
anatbmica difere completamente em ambos os lados; sendo que no lado
esquerdo a localizagao mais frequiente do principal tronco do NLR, encontra-se

posterior a ATI, e no lado direito situa-se anteriormente a ATI.

A direcdo pela qual o NLR se aproxima da juncao cricotiredidea,
também é de extrema variabilidade. Shindo e colaboradores (2005) classificam
este trajeto em 4 diferentes categorias: < 15° (Tipo I); > 15° e < 30° (Tipo Il); >
30° e < 45° (Tipo Ill); e > 45° (Tipo IV) (Figura 2). Estes autores realizaram 278
dissecgdes: 149 direitas e 129 esquerdas. Dos 149 nervos do lado direito, 49%
foram tipo I, 28.9% foram do tipo Ill, 17.4% foram tipo |, e 4.7% foram tipo IV.
Similarmente ao lado direito, o trajeto mais comum do nervo esquerdo é do tipo
II, com 50.4% demonstrando este padrédo. O segundo e terceiro tipo mais
comum do nervo esquerdo foi tipo | (26.4%) e tipo 11l (20.9%), respectivamente,

o qual difere a partir da distribuicdo do lado direito. Somente 2.3% do nervo



esquerdo foi do tipo IV.

Os nervos da laringe séo fornecidos por dois ramos do nervo Vago: NLS
e NLR (MOORE & DALLEY, 2001), este ultimo, o NLR, inerva a quase
totalidade da musculatura intrinseca da laringe, donde sua grande importancia
na patogenia dos disturbios da mobilidade. Portanto, em ultima analise, ja €
evidente que a origem, o comprimento, o trajeto e as relagdes deste importante
ramo da parte cervical do nervo Vago variam segundo o lado considerado,
motivo pelo qual devem ser estudados separadamente (FIGUN & GARINO,

1994).

Figura 2 — Representagdo esquematica da variabilidade no trajeto do segmento distal
esquerdo do NLR, se aproximando da jungao cricotiredidea. (Extraido de Shindo et al., 2005).

A paralisia do NLR frequentemente resulta de céncer (25%) e leséo
durante cirurgia da tiredide, porcado cervical do es6fago, coragcdo e pulmbes
(20%). Devido ao seu maior trajeto no pescogo, as lesbes do NLR esquerdo
s&o muito mais comuns do que as do direito (MCMINN, 1990). Em geral, nos
seres humanos, o NLR esquerdo é de 7 a 10 vezes mais afetado do que o

direito (CUNNING, 1955).

Verificou-se que as causas mais citadas de lesdo ao NLR sao doencgas
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malignas (tumores esofagicos, tumores centrais, de tiredide e de mediastino),

tumores benignos (centrais ou periféricos), traumas cirurgicos (em ressecgoes
cricotraqueais, tireoidectomias e outras), trauma por intubacdo, doencas
inflamatdrias, doengas sistémicas e alteragbes idiomaticas (FAWCUS 1992;
BROWN et al., 1996; CAVANAUGH & PARK, 2000; PROCACCIANTE et al.,

2000).

De acordo com Crary e Glowaski (1996), dentre essas causas citadas,
os traumas cirurgicos sao freqientemente reconhecidos como uma das
principais etiologias de lesdo do NLR. Segundo esses autores, a cirurgia da
glandula tiredide é o procedimento cirurgico mais comum que resulta em
paralisia de pregas vocais. Ressec¢bes de pulméo, dissecgdes radicais de
pescoco e/ou cirurgias da artéria carotida também podem resultar em danos a
varios ramos do nervo vago contribuindo para paralisias de prega vocal.
Cirurgias do es6fago cervical e abordagens cervicais para regiao anterior das

vértebras cervicais podem causar dano de tracdo ao NLR.

Navarro e colaboradores (2003) comentam que a complexa inervagao
da laringe tem motivado o aparecimento de um grande numero de pesquisas,
em especial aquelas relacionadas ao NLR, definido na literatura como sendo
um dos mais importantes ramos do nervo Vago, devido as suas relagdes

anatomicas e funcionais.

Périé e colaboradores (1998) relataram que na lesdo neural (paralisia
unilateral do NLR e ou do nervo Vago), a prega vocal estaria usualmente
fixada na posi¢cdo paramediana na hemilaringe afetada. Ainda descreveram
que, os principais sintomas dessa alteracdo seriam a disfonia, a diplofonia, a

rouquidao e a soprosidade.
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O NLR, em particular, tem recebido muita atengao devido a sua sequela

pos-operatoria imediata. Danos a este nervo podem causar paralisia das
pregas vocais e disfonia consequente, de forma permanente ou transitoria

(ESTRELA, 2005).

A morfometria do nervo Vago em humanos demonstra que a area do
corte transversal e o perimetro dos axbénios mielinizados sofrem uma
significativa diminuicdo com a idade, apesar do numero total de axénios

permanecer o mesmo (LU et al., 2001).

Em um estudo sobre a morfometria do NLR Nakai e colaboradores
(2000), descrevem que ao longo do processo de envelhecimento humano,
ocorrem significativas mudangas na ultra-estrutura das fibras nervosas. O
mesmo autor ressalta ainda que é a primeira vez que houve um estudo nesse

sentido.

Sunderland e Swaney (1952) descreveram as variagdes na perda do
tecido conjuntivo epineural ao redor dos fasciculos do NLR direito, ao longo de
seu comprimento em 4 cadaveres humanos. As medidas revelaram que
aproximadamente 23 — 33% do nervo estdo preenchidos por fasciculos
nervosos, no nivel inferior ao musculo constritor inferior da faringe. Acima do
musculo MCIF, o NLR apresenta uma area de secg¢ao contendo somente 10 —
15% de fasciculos nervosos. A ramificagdo mais baixa do NLR, que supre o
esb6fago, traquéia e o MCIF, apresenta uma area de secgédo com 67% ocupada
por fasciculos nervosos.

Malmgren e Gacek (1981), medindo a quantidade de fasciculos e
tecidos epineurais ao redor do NLR, direito e esquerdo, em 28 individuos que

passaram por laringectomia, verificaram que a quantidade de tecido epineural
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€ de 70 — 90% em secgéao através do nervo. O numero de fasciculos nervosos

presente dentro desta secgdo pode variar de 1 a 11. Os autores nao
descrevem os componentes do tecido epineural, mas as largas propor¢des
destes tecidos indicam uma fungao protetora do nervo. Este estudo foi restrito

a porc¢ao distal do nervo ao nivel da cartilagem cricoide.

Tiago e colaboradores (2002) descrevem alguns estudos em que a
avaliagdo morfométrica do NLR do lado esquerdo apresenta uma
predominancia das fibras mielinicas de maior didmetro, quando comparada
com o lado direito, e que isso pode estar relacionado a uma velocidade de
condugao mais rapida do impulso nervoso ja que este nervo possui um trajeto
mais longo. Os mesmos autores também descrevem outros estudos onde nao
sdo encontradas diferencas nas freqliéncias das fibras mielinicas no NLR

quando comparados os dois lados.

Moore e Dalley (2001) e Gardner e colaboradores (1988), ressaltam que
0s musculos intrinsecos da laringe possuem acgdo combinada em seus
movimentos, ou seja, estes grupos musculares ndo podem ser contraidos
voluntariamente de um sé lado (Machado, 1998). Tais descricbes sugerem que
o NLR, direito e esquerdo, apesar de possuir assimetria, tanto nas suas
origens, quanto em suas formas, desempenham uma ag¢ao orquestrada nos

musculos intrinsecos da laringe.

De um modo geral, a literatura carece de comentarios que esclaregcam
como os NLR, direito e esquerdo, mesmo possuindo origens e comprimentos
distintos (DANGELO & FATTINI, 1998), possam controlar de forma simétrica

0s musculos responsaveis pela fonacgao.

A aplicagao de novas tecnologias na cirurgia da glandula tiredide, aliada
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a visualizagao intra-operatéria dos nervos da laringe tem permitido uma

significante redugao da paralisia laringea pds-operatéria (THOMUSCH et al.,
2003). O sucesso para o uso adequado destes métodos ainda depende do
conhecimento minucioso da inervacéao laringea (KRUSE et al., 2006).

Recentes estudos utilizando histoquimica e microscopia tem fornecido
novos entendimentos a cerca da inervacéao laringea, bem como, o surgimento
de novas teorias, que sustentam novas reformulagdes, acerca da distribuigao

das fibras sensoriais e motoras da laringe (MARANILLO et al., 2005).

Diversos autores, entre eles Navarro e colaboradores (2003), comentam
que os estudos correlacionados a histologia com a clinica se fazem
necessarios para confirmacdo ou nova formulacdo de teorias que acarretem
modificagdes do comportamento vocal (disfonia) e do processo de degluticao
(disfagia) observadas na Clinica Otorrinolaringologica e de Cirurgia de Cabeca

e Pescogo (ESTRELA, 2005).

Navarro e colaboradores (2003), também chamam atencdo para a
importancia do uso de tecidos humanos na pesquisa cientifica, citando que tais
procedimentos permitem a deteccao de alteragcbes inerentes ao processo de
envelhecimento que nao conseguimos detectar quando utilizamos modelos
animais com periodo de sobrevida relativamente curto. A avaliacédo histologica
de nervos sensoriais em outras espécies (ratos) nao evidencia diferencas
estatisticamente significantes, quando comparadas diferentes faixas etarias. O
mesmo estudo na espécie humana, que apresenta uma sobrevida maior, ja

detecta algumas diferencgas.

A complexa inervacdo da laringe, aliada as dificuldades na

comprovagao funcional dos ramos nervosos para a laringe, tem motivado o
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surgimento de um vasto numero de pesquisas, especialmente aquelas

relacionadas ao NLR, definido na literatura como um dos mais importantes
ramos do nervo Vago. Sabe-se que lesdes do NLR, por cirurgias de pescoco,
traquéia, eséfago ou coragao, acarretam em modificagdes do comportamento
vocal (disfonias) e do processo de degluticao (disfagia). Considerando a
importancia deste nervo no que se refere ao controle do mecanismo da
fonacdo, torna-se imprescindivel seu conhecimento histomorfoldgico, que
proporciona mais seguranga nos procedimentos cirurgicos, proximo a esta via

nervosa (BARKMEIER & LUSCHEI, 2000).

Embora existam diversos estudos descrevendo a anatomia
macroscopica (SCHWEIZER, 1997); vascular (MOREAU et al., 1998); clinica
(PREMACHANDRA et al., 1990); juncdo neuromuscular (GAMBINO et al.,
1990); alteragdes morfoldgicas com o processo de envelhecimento (NAKAI et
al., 2000) em relacdo ao NLR, ha uma relevancia clinica e/ou fisiolégica muito

grande em se avaliar o padrao histomorfolégico do NLR, bilateralmente.

A avaliagdo morfométrica no NLR, direito e esquerdo, poderia
enriquecer a literatura da neurobiologia da voz, bem como possuir uma grande
aplicabilidade clinica, uma vez que podera elucidar os motivos pelos quais tais
diferengcas morfolégicas nos nervos nao afetam na fungcdo simétrica da
musculatura intrinseca da laringe. E ainda as dificuldades na comprovagao
funcional dos ramos nervosos para a laringe tornam este assunto
extremamente intrigante e desafiador para o pesquisador que pretenda

ingressar em este campo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

-Estudar a morfometria do Nervo Laringeo Recorrente direito e
esquerdo, em cadaveres humanos, através da microscopia optica e métodos

morfométricos.

2.2 Objetivos Especificos

-Avaliar a morfometria de ambos os Nervos Laringeos Recorrentes, a

fim de verificar se o padrao histolégico é ou ndo semelhante, bilateralmente.

-Analisar as reais diferencas morfolégicas que poderiam explicar a
funcdo simétrica desempenhada na musculatura responsavel pela fonagao
humana, através da afericdo e quantificacdo dos seguintes dados
morfométricos: (1) area e (2) perimetro de sec¢ao transversal
intraperineural, (3) area e (4) perimetro das fibras nervosas, (5) densidade
das mesmas, (6) numero total de fibras nervosas e a (7) correlagao destes
parametros morfolégicos com outros parametros dos individuos como a

idade, o peso, a altura e o indice de Massa Corporal (IMC).
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3 MATERIAL E METODOS

Para este estudo, foram utilizados oito cadaveres adultos do sexo
masculino com idade superior a 18 anos, que sofreram 6bito por causas extra-
cervicais e com menos de 24 horas post-mortem, todos provenientes do
Departamento Médico Legal (DML) de Porto Alegre — RS. Através da ficha de
Obito, foram obtidas informagdes pregressas dos cadaveres, sendo utilizado
como critério de exclusao, individuos portadores de disfungdes que poderiam

influenciar nos resultados.

Para iniciar o processo de dissecgao da regiao cervical, o tecido dessa
regido foi previamente lavado com acido acético e o cadaver era colocado em
posicdo de hiperextensao cervical. Realizou-se uma incisdo cervical
longitudinal seguindo a linha da necropsia, abrindo-se as estruturas plano a
plano. A disseccao do NLR se estendeu profundamente em direcdo ao seu

ponto de entrada na laringe (jungao cricotiredidea).

Apos, realizada a dissecacdo, o NLR foi marcado com tinta preta da
marca Nankin®, 1 cm antes de entrar na laringe, nivel da borda inferior da 32
cartilagem traqueal, em ambos os lados. Depois de realizada a marcacgao; foi
extraido um fragmento de 2,5 cm de seu segmento previamente marcado,

bilateralmente (Figura 3).

Os fragmentos foram cortados para avaliagdo morfométrica em dois
pontos: (PONTO 1) um cm antes de penetrar na laringe (marcacéao) e (PONTO
2) um cm abaixo do ponto de marcagédo, nivel da borda inferior da 5?2

ABCD

cartilagem traqueal; em ambos os pontos foram feitas quatro secc¢oes cada

uma com espessura de 10 um. Os intervalos entre as seccdes representam



15
100 ym em ambos os pontos, bilateralmente (Figura 4).

Figura 3 - Laringe. Dissecagéo profunda da regido antero - lateral esquerda. A, traquéia; B,
NLR; C, musculo cricotiredideo; D, cartilagem cricoide; E, glandula tiredide rebatida e o ponto

de marcagao do NLR para avaliagdo morfométrica (+).

3.1 Preparacao do Tecido para Histologia

No preparo do tecido para microscopia Optica, foram obedecidas as

seguintes etapas:

12 Etapa: Coleta do Material

O material coletado foi lavado em soro fisioldgico.

22 Etapa: Fixacao
Os fragmentos dos nervos foram imediatamente colocados em frascos
individuais, identificados, com solugao fixadora Bouin (acido picrico — acido

aceético — formalina) por 24 horas.
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32 Etapa: Tratamento pés-fixagao - Desidratagao

Os fragmentos dos nervos foram colocados em agua corrente durante
24 horas. Posteriormente, o material foi transferido para as seguintes

concentragdes crescentes de etanol: 50%, 70%, 80%, 90% e 100%.

42 Etapa: Diafanizagao

Dois banhos de xilol (15 minutos cada).

52 Etapa: Impregnacao em parafina

O material permaneceu durante 3 horas em parafina liquida

(aproximadamente 56°C).

Os blocos obtidos apds a impregnagcdo em parafina foram aparados e
cortados em micrétomo rotativo da marca Leica®, modelo RM2125RT na
espessura de 10 um. Em seguida as se¢des foram colocadas em |aminas de
vidro previamente albuminizadas, secadas e coradas pelo método

convencional de hematoxilina-eosina.

3.2 Consideracoes Eticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS (ANEXO A). Encontram-
se em anexo o modelo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(ANEXO B) que foi assinado, em duas vias, um pelo responsavel familiar do

sujeito, e outro, na auséncia deste ultimo, pela autoridade legal responsavel
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pelo sujeito, respeitando os preceitos da Lei, principalmente no que diz

respeito aos principios de autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia, justica,
equidade e sigilo. A amostra foi composta exclusivamente por individuos sob a

responsabilidade legal do DML.

}100 pm

}100um >~ PONTO 1
3100 pm

o 0 w »

=) [ E)

direito 1cm

NLR
|| esquerdo

3100 pm
+100um ~ PONTO 2

3100 um

o 0 W »

Figura 4 — Representagao esquematica da metodologia histologica utilizada para avaliagéo
morfométrica do NLR em dois pontos de seu segmento em diferentes secg()esA b
bilateralmente. O PONTO 1 situa-se a nivel da borda inferior da 32 cartilagem traqueal e o
PONTO 2 a nivel da borda inferior da 5% cartilagem traqueal. L, Laringe; T, Traquéia; M,

Marcacao.

50 pun

Figura 5 — Fotomicrografia de secg¢ao transversal do NLR (PONTO 1). Detalhe para os
resquicios da marcagédo com tinta preta Nankin® (setas).
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3.3 Avaliaciao Morfométrica

Todos os procedimentos da avaliagcdo morfométrica foram realizados no
Laboratério de Analise de Imagens do Departamento de Ciéncias Morfoldgicas
do Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.

As seccgdes histolégicas foram avaliadas em microscopio de luz da
marca Nikon®, modelo Eclipse E600, com objetiva de 10 e 40x e aumento final
de 100 e 400x, respectivamente; acoplado ao Software Image-Pro Plus 4.1.

Para que fosse garantida a padronizagdo bilateral da analise
morfométrica do NLR (PONTO 1), foram consideradas apenas as seccgdes
histolégicas que apresentavam resquicios da marcacao (tinta preta) agregada

ao tecido epineural (Figura 5).

3.3.1 Quantificacdo da area e perimetro intraperineural total do NLR

(PONTO 1):

Para obter as medidas da area e perimetro do nervo, as imagens foram
digitalizadas (10x); sendo avaliadas quatro seccbes por lamina (nervo),
bilateralmente (Ver Tabela 2). O procedimento utilizado para a afericado destas
medidas foi através do delineamento intraperineural do NLR, a partir das
imagens digitalizadas (Figura 6). No software IPP 4.1 foi obtido o valor da area
e perimetro intraperineural total do NLR. A estimativa da area intraperineural

foi utilizada para o calculo da densidade e numero total de fibras do nervo.
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3.3.2 OQuantificacdo numero de fibras nervosas do NLR (PONTO 1):

As imagens do nervo foram digitalizadas (40x). Foram avaliados quatro
campos por seccdo, com area do campo de 1860 pym? (Ver Tabela 2); os
campos foram sobrepostos na parte superior, inferior, esquerda e direita da
area intraperineural do NLR. Para evitar erro de amostragem, foram incluidas
as fibras localizadas sobre as linhas superior e esquerda e excluidas as fibras
localizadas sobre as linhas inferior e direita que delimitavam o campo (Figura
7). A densidade e o numero total de fibras contadas puderam ser obtidos

através das seguintes equagdes:
Densidade de fibras = numero total de fibras contadas / area do campo X
numero de campos analisados

Numero total de fibras = densidade de fibras X area intraperineural estimada

3.3.3 Quantificacdo da area e perimetro das fibras nervosas do NLR

(PONTO 1):

Para obter as medidas da area e perimetro das fibras, as imagens foram
digitalizadas (40x); sendo avaliadas cinco fibras por seccdo. Foram escolhidas
para a avaliacdo das medidas as fibras situadas na parte superior central,
inferior central, esquerda central, direita central e o centro do NLR (area
intraperineural). O procedimento utilizado para a afericdo destas medidas foi
através do delineamento das fibras (Figura 8). Assim como na afericdo da area
e perimetro intraperineural total do NLR, foi possivel obter o valor da area e

perimetro das fibras do NLR (Ver Tabela 3).
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Tabela 2 — Area, perimetro intraperineural e nimero de fibras do NLR (PONTO 1) nos oito individuos da
amostra, através do Programa Image Pro-Plus 4.1.

Area intraperineural (pmz) Perimetro intraperineural (um) Numero de fibras
Secgéo A B C D A B C D A B C D
(NLR)
1D Q1 11 Q110 [ Q110 | Q1 11
204667.4 | 206266.8 | 213863.9 | 226197.6 | 2010.10 | 1986.910 | 2090.445 | 2133.028 | Q2 10 Q211 | Q210 | Q2 11
Q3 11 Q310 | Q312 | Q3 11
Q4 12 Q411 | Q412 | Q4 10
1E Q1 14 Q112 [Q1 16 | Q1 12
42318.34 | 39050.37 | 39938.49 | 41114.96 | 981.3437 | 871.3280 | 868.7521 | 884.3548 | Q2 15 Q214 | Q212 | Q213
Q3 14 Q313 [ Q313 | Q3 13
Q4 12 Q413 | Q416 | Q4 15
2D Q1 10 Q111 [ Q1 9 Q16
57354.87 | 316851.2 | 293571.1 | 303963.9 | 1087.899 | 2373.760 | 2338.739 | 2406.706 | Q2 9 Q2 8 Q210 Q27
Q3 8 Q3 8 Q3 9 Q37
Q4 9 Q4 8 Q4 7 Q4 7
2E Q1 11 Q110 | Q113 | Q1 14
299419.5 | 307401 322003.1 | 261145.7 | 2419.492 | 2346.360 | 2508.831 | 2258.066 | Q2 10 Q214 | Q214 | Q2 13
Q3 13 Q312 | Q315 | Q3 11
Q4 12 Q4 13 | Q410 | Q4 10
3D Q1 8 Q19 Q17 Q17
222206.9 | 195636.3 | 195820.8 | 177808.5 | 1979.702 | 1941.728 | 1954.691 | 1912.308 | Q2 8 Q28 Q28 Q28
Q3 8 Q3 8 Q3 9 Q37
Q4 7 Q4 8 Q4 8 Q4 8
3E Q1 11 Q112 [Q1 10 [ Q110
198739 172964.3 | 194694.4 | 233979.2 | 1966.215 | 1820.703 | 1892.530 | 2152.735 | Q2 10 Q215 [ Q212 | Q2 12
Q3 10 Q313 [ Q312 | Q3 15
Q4 12 Q412 | Q410 | Q4 16
4D Q1 11 Q111 [ Q@1 11 | Q1 11
143260.3 | 113633.2 | 145501.7 | 147397.2 | 1727.226 | 1609.035 | 1765.446 | 1755.728 | Q2 12 Q210 [ Q211 | Q212
Q3 11 Q310 [ Q310 | Q3 12
Q4 10 Q411 | Q412 | Q4 11
4 E Q1 15 Q114 [ Q116 | Q1 16
168243 304456 223783.2 | 165855.4 | 2079.205 | 2596.479 | 2105.144 | 1848.974 | Q2 14 Q214 | Q213 | Q2 13
Q3 14 Q316 | Q315 | Q3 15
Q4 13 Q410 | Q415 | Q4 12
5D Q1 11 Q110 [Q1 11 | Q1 11
197589.4 | 228377.6 | 150761.3 | 259184.9 | 1946.467 | 2105503 | 1711.625 | 2175.565 | Q2 10 Q211 [ Q211 | Q213
Q3 10 Q312 | Q311 | Q3 11
Q4 11 Q49 Q4 12 | Q4 12
5E Q1 12 Q112 [Q112 [ Q1 13
134978.9 | 148762 113610.2 | 174513.7 | 1736.188 | 1729.519 | 1531.905 | 1803.90 | Q2 13 Q212 | Q210 | Q2 12
Q3 15 Q310 [ Q312 | Q3 15
Q4 13 Q412 | Q412 | Q4 13
6D Q1 10 Q110 [ Q18 Q17
290330.7 | 284767.4 | 309769.3 | 282368.3 | 2516.554 | 2312.948 | 2499.093 | 2276.968 | Q2 8 Q210 | Q28 Q2 8
Q3 9 Q310 | Q37 Q3 8
Q4 9 Q411 | Q49 Q4 9
6 E Q1 14 Q112 | Q112 | Q1 14
236651.3 | 236420.6 | 180588.2 | 171088 2059.684 | 2031.025 | 1786.722 | 1752.636 | Q2 10 Q213 [ Q212 | Q2 13
Q3 12 Q311 [ Q313 | Q3 12
Q4 11 Q412 | Q414 | Q4 15
7D Q1 11 Q110 [Q1 10 [ Q110
54636.68 | 69319.50 | 59819.30 | 68373.70 | 994.4493 | 1115.829 | 1052.256 | 1087.862 | Q2 12 Q210 | Q28 Q2 11
Q3 11 Q312 | Q39 Q3 10
Q4 12 Q411 | Q410 | Q4 10
7E Q1 12 Q113 [Q1 11 | Q1 14
262891.2 | 262983.5 | 225528.7 | 226478.3 | 2170.425 | 2096.493 | 1918.351 | 1924.201 | Q2 13 Q213 | Q213 | Q2 13
Q3 11 Q314 | Q313 | Q3 12
Q4 14 Q412 | Q414 | Q4 11
8D Q1 13 Q115 [Q1 19 [ Q1 15
246771.3 | 238717 231165.5 | 222932.5 | 1999.734 | 1960.417 | 1949.669 | 1914.217 | Q2 13 Q210 [ Q214 | Q213
Q3 12 Q316 | Q316 | Q3 19
Q4 11 Q414 | Q414 | Q415
8E Q1 21 Q119 [Q127 [ Q125
80310.84 | 79412.54 | 89062.86 | 88515.81 | 1172.089 | 1144.789 | 1213.949 | 1206.101 | Q2 19 Q218 | Q224 | Q2 20
Q3 22 Q325 | Q321 | Q321
Q4 19 Q422 | Q418 | Q4 17

D, direito; E, esquerdo. Avaliagdo da area e perimetro intraperineural através de quatro secgéesABCD do NLR. Avaliagdo do numero de fibras

Q1234

através de quatro campos por secgao. Cada campo representa 1860 pmz.
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Tabela 3 — Valores obtidos para area e perimetro das fibras do NLR (PONTO 1) nos oito
individuos da amostra, através do Programa Image Pro-Plus 4.1.

Area das fibras (um?) Perimetro das fibras (um)
Secgao A B Cc D A B Cc D
(NLR)
114.0307 81.23260 126.0440 166.0882 46.83040 39.58777 48.57711 53.23071
175.8133 140.5362 111.1704 133.2901 57.16081 51.99273 47.52288 52.45757
1D 180.9618 128.5229 169.9020 143.2058 57.77836 44.02946 54.17899 52.79117
139.7735 78.56298 130.6205 146.8289 50.24603 36.96771 51.37805 50.24890
110.2170 139.0107 160.1770 148.7357 44.72194 50.57962 52.50720 53.45548
91.52969 136.3411 71.50757 102.9709 39.04514 48.03448 34.67837 42.71943
135.0063 131.5739 100.6827 134.2435 48.57711 49.08871 40.97272 47.52288
1E 109.2634 108.3101 89.81351 110.5984 45.70125 43.41191 40.97272 43.08118
93.43656 131.9553 114.7935 92.86450 40.35517 47.70376 45.08369 39.91849
105.4498 172.5716 94.38999 82.37672 44.72194 56.54038 41.25668 36.86175
322.0701 178.1015 130.6205 200.4119 80.63541 57.30778 48.32131 59.49404
337.8971 166.4696 231.3032 269.8219 78.37710 56.35950 65.12408 69.89936
2D 349.7197 229.3963 250.9439 161.1304 79.53036 65.24576 69.02601 54.94639
212.0438 225.5825 231.4938 220.0526 60.26143 64.65924 66.81159 62.65386
331.0324 232.8286 298.6156 264.4827 77.57867 64.73416 74.01033 66.54007
152.1681 231.4938 244.0792 158.4608 51.01629 64.91504 66.73667 51.37805
169.3299 189.1614 241.0282 107.1660 55.92570 59.49404 66.33102 42.53855
2E 174.2878 220.8154 213.5693 111.3611 57.51969 62.62570 55.08051 43.15611
173.1437 171.9995 218.3364 131.5739 57.05485 52.14545 60.57643 47.77868
127.5695 168.7579 198.8864 160.9397 47.88463 57.20469 59.41911 52.7630
249.6091 162.0838 188.5893 200.6026 68.62037 52.06647 58.05945 58.54576
157.5073 175.2412 158.8421 196.7888 50.68557 57.77836 54.48825 62.65673
3D 182.8687 177.9108 174.0971 216.8110 56.46546 54.49112 55.51718 61.37199
183.4408 203.2722 233.4007 256.6645 59.74984 56.64634 64.89357 63.78588
150.4519 202.8908 193.1658 219.2899 53.56143 62.03918 57.90674 65.78839
155.0284 166.0882 139.0107 181.5339 51.84576 56.07554 52.86609 57.41661
121.8489 140.5362 108.5008 106.0219 44.62555 48.24639 44.21034 44.46614
3E 110.5984 154.4564 127.5695 156.9353 43.84858 54.50971 48.90783 54.25391
163.9907 168.1858 102.0175 210.7090 50.01839 54.07303 43.15611 58.90751
151.2147 118.6072 164.5628 211.4717 50.17397 48.83291 53.81723 63.19649
103.5430 145.8754 112.5052 119.1793 47.37303 53.01880 47.70376 46.85856
109.6449 143.0151 128.3323 106.4033 43.51786 54.50971 47.80971 43.15611
4D 135.1970 115.5562 138.4387 115.7469 46.67769 44.28526 47.70376 45.36766
99.15716 111.9332 133.0994 148.5451 42.10188 44.46614 51.73693 50.76049
114.9842 100.8733 126.2347 116.8910 43.80470 42.28275 49.19466 45.77617
151.2147 112.3146 121.2768 118.7979 52.28244 48.06551 45.33949 46.46865
135.5784 144.7313 118.7979 117.6538 51.19717 52.07053 46.90532 48.17147
4E 106.7846 128.5229 117.6538 116.7004 42.56959 47.95955 46.21285 46.0630
116.5097 141.6803 114.0307 103.1616 45.90742 51.37805 45.59529 42.64164
101.4454 159.4142 97.25030 84.47428 42.97523 55.76724 41.59028 33.62413
187.2545 207.0859 140.7269 142.4431 62.40093 65.81656 53.77048 50.61065
168.1858 207.8487 130.6205 133.4808 55.77585 62.80657 47.73192 49.45046
5D 156.1725 180.1991 140.9176 154.4564 52.42941 59.23824 50.94137 52.30773
259.1434 182.2966 128.5229 147.7823 70.36707 60.69811 48.14043 51.12225
231.1125 168.7579 148.1637 162.8466 62.91253 58.72377 51.55893 53.30563
157.3167 107.5474 119.5607 125.6626 53.56143 46.21285 45.59529 46.90532
99.72922 80.27917 96.67823 139.5828 43.15611 43.41191 47.08620 48.65203
S5E 115.7469 104.3057 100.6827 117.0817 47.62883 44.90282 46.13792 47.26708
92.86450 82.37672 84.09290 97.63167 41.00376 37.73510 41.66520 42.97523
95.72480 107.1660 91.14832 108.5008 42.90031 45.18965 41.84608 43.15611
102.5895 163.9907 158.4608 157.5073 43.59278 54.17899 51.14754 52.43228
149.1171 128.5229 147.7823 204.2256 49.94634 53.12189 50.57269 59.23824
6D 137.2945 137.4852 168.7579 176.5760 46.83040 49.63134 54.50971 58.92844
187.8266 233.210 183.4408 166.8510 58.57105 65.27679 59.08552 54.38516
181.1525 157.5073 183.0594 175.8133 55.95099 50.01839 57.59461 54.25655
120.1327 116.1283 136.7225 100.4920 43.82712 44.57209 49.94347 46.13505
148.9264 121.6582 132.3367 134.6249 54.25391 45.51631 46.57460 50.50469
6E 144.5406 170.0927 129.0950 138.6293 52.27957 57.52256 45.80720 51.81473
131.1926 196.7888 126.0440 141.6803 46.63093 57.33881 46.13792 49.30062
162.2745 147.4009 141.2990 100.6827 53.04984 49.47863 49.45046 45.29560
91.52969 121.4675 102.3988 123.9465 37.84116 45.06799 43.54316 46.90532
113.8401 152.5495 103.1616 150.8333 41.15360 51.15041 42.09782 50.76049
7D 117.8445 135.7690 126.2347 114.2214 46.75548 49.73443 45.72941 43.00626
126.8068 99.53854 100.8733 159.2235 46.49968 40.02158 41.15360 50.68557
119.9420 128.7136 74.36787 141.4896 46.16609 49.40370 34.08897 50.09905
139.0107 160.9397 122.6116 67.12177 47.73192 40.6420 47.59374 33.18746
92.67381 134.4342 105.4498 87.52527 40.97272 47.55391 45.18965 34.34764
TE 150.0706 110.9797 110.5984 78.56298 51.30313 45.36766 42.64164 35.47680
120.3234 103.1616 102.3988 93.05518 42.06375 42.10188 39.48181 41.33448
126.6161 134.2435 142.4431 70.17276 45.44258 50.09905 50.53573 36.78683
145.713 140.893 64.465 71.853 50.127 49.569 35.027 35.545
89.810 119.340 114.349 77.994 37.755 46.311 44.141 39.169
8D 132.722 135.829 124.306 100.820 46.637 48.760 47.432 43.312
81.321 116.918 79.878 45.455 37.087 47.692 38.436 28.748
93.456 103.927 90.569 59.729 38.642 41.855 40.734 31.921
57.492 59.107 85.211 58.569 31.715 32.837 42.039 31.823
56.391 84.502 113.933 55.217 30.388 38.016 45.341 32.006
8E 64.954 91.352 75.645 85.456 35.027 38.597 35.987 40.237
52.526 73.076 73.223 77.798 34.142 35.080 36.063 37.757
65.810 62.850 67.963 61.113 35.836 35.447 34.531 31.952

ABCD

D, direito; E, esquerdo. Em cada secgao esta representada a avaliagao de cinco fibras.
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3.3.4 Quantificacdo da area e perimetro intraperineural total do NLR

(PONTO 2):

Para obter as medidas da area e perimetro do nervo no PONTO 2, as
imagens foram digitalizadas (10x); sendo avaliadas em quatro secgbes por
lamina, bilateralmente (Ver Tabela 4). O procedimento utilizado para a afericao
destas medidas foi através do delineamento intraperineural do NLR, a partir
das imagens projetadas no computador (Figura 9). Com o software IPP 4.1 foi
possivel estimar o valor da area e do perimetro intraperineural total do NLR. A
obtencao da area intraperineural foi necessaria para o calculo da densidade e
nuamero total de fibras do nervo a partir de amostragem representativa. Ao final

obteve-se as medidas de 8 sec¢des por nervo (PONTO 1 + PONTO 2).

3.3.5 Quantificacdo do numero de fibras nervosas do NLR (PONTO 2):

As imagens do nervo foram digitalizadas a partir da objetiva de 40x.
Foram avaliados cinco campos por sec¢édo, com area representativa do campo
de 1860 pym? (Ver Tabela 4); os campos foram sobrepostos no centro da
imagem; parte superior esquerda; superior direita; inferior esquerda e inferior
direita da area intraperineural do NLR. Para evitar erro de amostragem, foram
excluidas as fibras projetadas sobre as linhas inferior e direita que delimitavam
o campo (Figura 10). Conhecendo a area intraperineural total obtida com a
soma dos campos (PONTO 1 + PONTO 2) obteve-se um total de 36 campos
avaliados por nervo, a partir desta avaliagao foi estimada a densidade e o

numero total de fibras do NLR.
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3.3.6 Quantificacdo da area e perimetro das fibras nervosas do NLR

(PONTO 2):

Para obter as medidas da area e do perimetro das fibras nervosas, as
imagens foram digitalizadas para o computador a partir da objetiva de 40x;
sendo avaliadas cinco fibras por secc¢ao (Ver Tabela 5). Foram escolhidas para
a avaliacdo das medidas as fibras situadas em pontos onde n&o haviam sido
avaliadas no PONTO 1 (proximo ao centro; na parte superior esquerda;
superior direita; inferior esquerda e inferior direita) (Figura 11). O procedimento
utilizado para a afericao destas medidas foi através do delineamento das fibras
nas imagens projetadas no computador. A partir das fibras aferidas nos dois
pontos (PONTO 1 + PONTO 2), obteve-se uma avaliacdo de 40 fibras por

nervo.



File Edit Acquire Enhance FProcess Measure Macro Window Help

25

EREeC AR BOCos? an|

o it SEREZE el ALY BGE 1

ick on [?] for help

[Tace Clickon 7 forbetp |
- ] wend [Thresh [+ B amooth- [0 Bspeed-f S noise- [F 2] aus

Figura 9 - Delineamento
(circulo vermelho)
intraperineural para obtencao
da area e perimetro

T
Daunytes),mmmu% [ 629.41. 436.[ 172 |
i Start| |} Image-Pro Plus -

[V H: 1237 3. 93| Gray Lewve [pm (10 [1GB

Sl 12.44PM

intraperineural do NLR (PONTO
2). Aumento de 10x.

Bl image-Pro P DB.jpg

File Edit Acguire Enhance Process Measure Macro  MWindow Help

EHEeCEEBR2(BO00ecH 2 Q0|
o H=ME2al EMLEESE1

PENCIDB.jpg (1/1)

1

-

AL

BRI =100 % leg byres) zoomaoo: | 72925 78.1 | 63569 |

Figura 10 — Cada quadrante
(vermelho)  representa  um
campo com area de 1860 umz,
usado para quantificar o

{8 Start||" ) Image-Pro Plus -

[W.H: 275.54, 20 |0 DENSI|pm (40x DEIVIS) [1GB

Sl zeoPM

numero de fibras nervosas

CIDE jpg (1/1)
Ephence Fracess Measum  Mapo Wincaw  Helk

(PONTO 2). Aumento de 40x.

SHEw SBE 2 800w &g as
o =08 2ml 2FANLE B&EH

ﬂsun] " & image-Pio Pleg -

Figura 11 - Delineamento de
cinco fibras (circulos vermelhos)
para obtengdo da area e
perimetro das fibras nervosas
do NLR (PONTO 2). Aumento
de 40x.



26

Tabela 4 — Area, perimetro intraperineural e nimero de fibras do NLR (PONTO 2) nos oito individuos da
amostra, através do Programa Image Pro-Plus 4.1.

Area intraperineural (pm®) Perimetro intraperineural (um) Numero de fibras

Secgéo A B C D A B Cc D A B (o D
(NLR)

1 D Q1 13 Q1 11 Q1 9 Q1 12

124626.7 122842 171390.2 178244.8 1373.927 1388.173 1675.909 1715.858 Q2 13 Q2 12 Q2 10 Q2 9

Q3 17 Q3 10 Q3 13 Q3 10

Q4 15 Q4 11 Q4 10 Q4 11

Q5 15 Q5 13 Q5 10 Q5 9

1E Qtf 12 Qi 10 Qi 14 Qi 13

8932274 | 101626 101952 1047066 | 1208.980 | 1300.893 | 1330.305 | 1334883 | Q2 7 Q2 11 Q2 11 Q2 14

Q3 10 Q3 11 Q3 10 Q3 12

Q4 8 Q4 14 Q4 7 Q4 11

Q5 9 Q5 15 Q5 10 Q5 12

2 D Q1 12 Q1 12 Q1 13 Q1 10

132049.7 138833 140287.9 140789.4 1471.042 1445.534 1463.168 1440.836 Q2 13 Q2 11 Q2 10 Q2 8

Q3 13 Q3 9 Q3 11 Q3 9

Q4 1 Q4 11 Q4 12 Q4 10

Q5 12 Q5 13 Q5 9 Q5 9

2 E Q1 14 Q1 11 Q1 12 Q1 15

160170.7 146354.5 132015.2 1351971 1634.701 1526.911 1504.272 1475.905 Q2 10 Q2 12 Q2 10 Q2 10

Q3 12 Q39 Q3 12 Q3 13

Q4 12 Q4 12 Q4 14 Q4 12

Q5 10 Q5 11 Q5 8 Q5 11

3 D Q1 14 Q1 12 Q1 12 Q1 15

81660.07 75994.16 71635.56 77251.23 1196.433 1198.831 1157.540 1194.824 Q2 15 Q2 14 Q2 10 Q2 13

Q3 12 Q3 13 Q3 12 Q3 13

Q4 15 Q4 14 Q4 13 Q4 13

Q5 12 Q5 14 Q5 12 Q5 12

3 E Q1 14 Q1 11 Q1 12 Q1 9

142209.1 175528.5 177215.2 176345.7 1654.982 1678.283 1708.035 1684.973 Q2 13 Q2 12 Q2 14 Q2 11

Q3 1 Q3 10 Q3 10 Q3 12

Q4 13 Q4 11 Q4 12 Q4 9

Q5 12 Q5 11 Q5 11 Q5 10

4D Qtl 16 Qi 18 Qi 18 Qi 20

7001695 | 6775241 | 6887538 | 70323.90 [ 1055.158 | 1061.720 | 1020977 | 1076.161 | Q2 15 Q2 15 Q2 18 Q2 21

Q3 17 Q3 18 Q3 18 Q3 15

Q4 19 Q4 17 Q4 19 Q4 20

Q5 18 Q5 18 Q5 18 Q5 20

4E Q1 13 Qi 17 Qi 19 Qi 21

90673.95 91999.85 86272.23 92089.24 1212.073 1202.817 1186.107 1217.274 Q2 16 Q2 16 Q2 16 Q2 18

Q3 15 Q3 15 Q3 15 Q3 15

Q4 17 Q4 15 Q4 14 Q4 18

Q5 15 Q5 14 Q5 15 Q5 14

5D Qt 19 Qi 15 Qi 15 Ql 15

100230.1 103844.7 102872 101947.6 1254.248 1259.054 1258.972 1254.987 Q2 14 Q2 16 Q2 16 Q2 16

Q3 16 Q3 18 Q3 19 Q3 13

Q4 17 Q4 20 Q4 16 Q4 14

Q5 18 Q5 15 Q5 15 Q5 12

5 E Q1 17 Q1 19 Q1 19 Q1 19

67060.19 64962.96 63505.35 65131.86 1102.809 1075.626 1086.775 1081.490 Q2 15 Q2 18 Q2 15 Q2 17

Q3 17 Q3 18 Q3 18 Q3 16

Q4 17 Q4 19 Q4 16 Q4 14

Q5 18 Q5 18 Q5 16 Q5 17

6 D Q1 20 Q1 16 Q1 16 Q1 14

89576.29 90427.52 91262.53 90519.29 1344.536 1282.430 1357.270 1312.240 Q2 15 Q2 16 Q2 17 Q2 13

Q3 17 Q3 16 Q3 15 Q3 17

Q4 20 Q4 18 Q4 16 Q4 19

Q5 20 Q5 14 Q5 15 Q5 15

6 E Q1 13 Q1 12 Q1 13 Q1 9

115132.2 113566.2 117820.4 117531.3 1315.613 1418.462 1377.648 1360.139 Q2 12 Q2 11 Q2 15 Q2 11

Q3 10 Q3 13 Q3 16 Q3 9

Q4 11 Q4 11 Q4 12 Q4 11

Q5 15 Q5 9 Q5 13 Q5 9

7D Qt 17 Ql 12 Qi 17 Qt 9

129246 1208025 | 133353 165983.8 | 1443655 | 1487.002 | 1422411 | 1692741 [ @2 13 Q2 14 Q2 16 Q2 15

Q3 14 Q3 13 Q3 18 Q3 12

Q4 13 Q4 12 Q4 15 Q4 8

Q5 16 Q5 15 Q5 14 Q5 12

7E Qt 16 Qi 18 Qi 14 Ql 13

100197.7 98912.94 99574.70 100491.6 1256.861 1220.359 1228.214 1252.992 Q2 16 Q2 19 Q2 14 Q2 17

Q3 17 Q3 13 Q3 14 Q3 13

Q4 13 Q4 15 Q4 16 Q4 15

Q5 14 Q5 14 Q5 15 Q5 14

8 D Q1 12 Q112 Q1 13 Q1 13

27271.8 267725 26941.2 272453.8 2072.029 2071.590 2071.881 2103.259 Q2 10 Q2 11 Q2 12 Q2 9

Q3 11 Q3 16 Q3 10 Q3 8

Q4 13 Q4 10 Q4 14 Q4 16

Q5 12 Q5 11 Q5 14 Q5 15

8 E Q1 14 Q1 18 Q1 18 Q1 16

85920.19 86154.75 86612.80 84788.11 1291.219 1300.340 1291.342 1273.286 Q2 13 Q2 16 Q2 17 Q2 16

Q3 14 Q3 13 Q3 18 Q3 13

Q4 16 Q4 12 Q4 16 Q4 19

Q5 15 Q5 21 Q5 15 Q5 20

ABCD

D, direito; E, esquerdo. Avaliagcdo da area e perimetro intraperineural através de quatro secgoes
Q12345

do NLR. Avaliagdo do ndmero de fibras

através de cinco campos por secgdo. Cada campo representa 1860 umz.
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Tabela 5 — Valores obtidos para area e perimetro das fibras do NLR (PONTO 2) nos oito
individuos da amostra, através do Programa Image Pro-Plus 4.1.

Area das fibras (um?) Perimetro das fibras (um)
Secgao A B Cc D A B Cc D
(NLR)
77.138 72.856 124.233 99.376 34.035 34.862 44.510 41.672
84.893 58.520 123.425 120.905 37.864 27.961 46.460 43.469
1D 80.147 106.226 142.288 97.272 36.689 43.218 46.981 39.109
65.884 60.795 60.819 81.248 35.447 32.361 30.571 35.965
24.195 44.941 135.658 76.550 18.662 26.893 41.755 35.934
131.695 58.813 96.489 117.236 44.927 30.853 39.138 43.042
135.046 56.660 85.823 125.480 44.595 29.566 37.188 43.763
1E 72.024 36.526 82.006 103.538 32.862 25.276 37.279 40.446
181.823 73.272 67.474 107.425 53.069 36.718 33.872 39.806
116.795 84.081 79.951 98.765 44.767 35.404 35.688 38.256
82.031 111.535 69.431 64.832 35.907 44.324 32.707 34.325
130.863 96.343 104.538 76.379 46.740 40.329 42.686 35.671
2D 70.850 76.722 105.444 83.988 33.009 35.751 38.365 35.619
72.098 92.648 82.471 115.597 32.846 39.947 35.252 42.826
81.884 69.407 80.979 92.869 38.680 34.035 36.247 39.048
57.639 75.474 51.488 84.673 30.875 34.025 27.280 38.696
109.187 91.817 91.083 75.401 41.147 39.080 40.072 37.366
2E 90.716 67.963 95.083 64.563 35.022 32.859 41.013 33.042
117.823 82.128 84.550 77.333 42.523 38.899 38.124 36.709
97.835 63.095 76.771 74.789 41.703 29.762 35.728 36.796
79.266 85.358 54.116 61.700 36.157 37.996 30.853 32.806
122.006 73.933 95.486 111.804 44.036 34.184 40.313 41.391
3D 64.636 61.774 122.373 37.211 34.683 34.083 45.024 24.498
42.495 124.379 87.829 106.398 26.049 46.385 37.777 40.928
63.731 71.657 103.829 73.174 31.485 35.673 40.061 36.557
25.590 90.177 100.030 87.266 20.690 37.994 36.783 38.673
106.642 112.025 63.608 93.333 39.709 41.851 32.124 39.165
3E 43.327 67.792 84.844 75.278 24.818 34.600 34.225 33.619
83.083 70.312 125.113 87.364 36.455 33.429 44.400 34.667
134.802 99.474 59.988 116.967 44.078 42.372 31.315 42.883
62.238 115.988 69.920 51.327 33.592 43.701 36.774 30.464
66.593 52.966 89.492 102.924 36.300 35.080 40.054 45.868
4D 84.135 100.477 65.884 76.232 38.673 41.122 36.073 38.597
67.694 85.064 93.823 68.917 34.888 38.696 43.075 38.209
94.581 75.719 95.070 58.618 39.815 37.033 43.205 32.395
82.985 104.465 54.043 53.211 41.887 43.290 31.380 30.075
77.456 57.419 73.272 54.605 36.980 31.639 36.720 31.400
4E 59.303 55.926 62.361 57.174 33.181 32.891 33.592 31.876
74.520 33.492 40.416 66.397 36.354 25.879 26.871 34.692
91.083 45.309 43.743 45.480 47.120 29.427 28.954 29.266
110.728 108.893 74.716 109.064 44.769 45.533 38.597 43.366
132.600 93.847 102.606 100.771 47.035 39.353 43.754 42.535
5D 118.606 125.358 125.480 124.918 46.849 49.019 47.110 51575
88.710 100.648 99.621 43.988 39.634 42.449 41.770 28.931
79.193 77.333 62.850 121.199 37.896 37.400 32.998 46.668
69.700 70.679 72.587 64.318 35.652 37.713 37.163 36.019
57.786 65.223 62.801 80.807 35.706 39.719 39.094 42.427
S5E 47510 70.410 68.355 86.924 36.202 37.346 39.169 42.472
87.535 61.774 67.914 69.749 43.127 38.025 36.980 38.414
54.972 51.205 70.410 47.731 36.408 33.203 38.597 31.510
103.119 80.024 69.945 93.896 42.794 40.787 35.782 40.215
94.752 111.364 87.119 95.706 41.596 46.052 39.558 41.596
6D 112.074 83.890 85.554 91.817 43.160 38.673 38.048 39.612
102.875 120.612 104.416 118.973 47.745 47.562 44.143 45.426
99.572 123.964 95.340 103.462 39.504 49.935 40.917 43.419
103.853 128.954 69.798 120.710 44.724 49.859 37.194 46.472
91.768 126.948 101.896 75.278 41.046 49.720 42.794 36.667
6E 78.434 99.401 64.758 111.902 35.965 38.673 32.891 45.480
77.969 91.303 140.698 139.474 36.537 42.845 50.451 51.499
82.593 94.777 113.713 142.019 37.346 40.237 44.219 51.358
113.933 152.367 174.802 128.269 44.871 52.460 56.236 49.309
217.689 110.704 155.181 98.373 62.148 43.227 54.574 39.719
7D 182.337 123.817 168.514 184.955 57.045 51.705 53.852 60.906
140.208 146.985 157.236 127.874 49.148 55.016 53.086 44.843
131.450 141.652 166.337 150.826 47.531 51.153 56.732 50.194
94.092 101.431 110.214 90.862 40.841 39.482 48.197 42.566
82.716 143.413 60.306 71.731 38.696 50.011 33.128 37.713
TE 83.376 103.804 59.523 89.492 40.215 41.641 31.693 39.590
78.141 118.924 132.673 68.281 38.436 45.815 49.989 35.264
59.939 86.581 93.113 95.804 33.203 39.277 39.395 40.993
79.242 196.918 82.495 144.685 37.420 59.731 37.087 49.224
111.242 169.004 95.486 332.919 44.617 50.637 41.122 75.070
8D 114.275 114.178 149.652 176.123 44.217 44.326 50.161 55.059
335.855 155.719 211.940 138.447 74.047 53.528 62.039 49.828
83.327 183.707 136.710 177.273 38.383 54.144 49.591 54.252
72.098 94.312 89.395 71.290 37.789 41.122 41.402 40.993
117.480 105.664 118.435 103.829 45.059 42.901 45.502 43.995
8E 68.355 75.890 95.535 72.660 38.544 36.957 40.939 36.848
82.398 119.340 109.187 72.196 38.673 48.188 44.617 35.545
89.321 132.967 74.960 111.095 39.040 47.819 37.194 44.823

D, direito; E, esquerdo. Em cada sec¢ao"®® esta representada a avaliagso de cinco fibras.
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Abstract: Objectives/Hypothesis: Histological studies of the human recurrent
laryngeal nerves (RLNs) have described differences in fiber length and
thickness between the right and left RLNs. This asymmetry is probably involved
in the different times of arrival of the stimuli to the laryngeal musculature
controlled by each nerve. Histological and structural differences between the
right and left RLNs could explain the synchronicity of laryngeal musculature
contraction despite the differing nerve lengths. The purpose of this investigation
was to shed some light on this paradigm by obtaining estimates of some
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total number of nerve fibers in the right and left RLN of humans. Study Design:
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Morphological study of human recurrent laryngeal nerves. Methods: The right

and left RLNs were studied in a total sample of eight human specimens
obtained from necropsies, this tissue was embedded and sectioned in paraffin
(10 uym) and stained with hematoxilin-eosin. The morphometric parameters
were measured in digitized images obtained from histological sections of the
distal part of the RLN (both sides) using Image Pro Plus Software 4.1. Results:
No statistical differences between the two RLNs were observed in the
intraperineural area; intraperineural perimeter; density (number of fibers/mm?)
and total number of fibers. However, the area and perimeter of fibers of the
right side were statistically larger when compared with the left side, 21 and
11%, respectively. Conclusions: The different time of arrival of the stimulus to
the laryngeal musculature controlled by the RLN, shown in previous
electrophysiological studies, could be partly explained by the morphological

findings of the present study.
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INTRODUCTION

The recurrent laryngeal nerve (RLN) is a branch of the vagus nerve
which follows a long course through the thoracic cavity and neck, it is primarily
associated with motor innervations of the intrinsic laryngeal muscles,’
responsible for breathing, voice production and airway protection during
swallowing.?

The right and left RLNs display asymmetric lengths. In men, the average
length of the left nerve is 43 cm while that of the right nerve is 32 cm, giving an
average difference of 11 c¢m, although the range extends from 5.7 to 15 cm.?
This asymmetry between the lengths of the RLNs also occurs in other animal
species.*®

This asymmetry is arises because the right and left RLNs take different
routes to the larynx, the left RLN travels with the vagus nerve until its branching
point near the aortic arch in the thoracic cavity. After looping under the aortic
arch, it ascends along the tracheo-oesophageal crease towards the larynx. The
right RLN does not descend as far inferiorly as the left RLN. It branches from
the vagus in the thoracic cavity near the subclavian artery. After looping around
the subclavian artery, the right RLN travels towards the larynx along the
tracheo-oesophageal groove.’

When the right and left RLNs are compared, the differences in
parameters such as length and route to the larynx are well described, however,
for some aspects such as the synchronicity of laryngeal musculature
contraction there is little information available and some findings are

controversial. One previous study showed that the arrival of motor impulses is



32
simultaneous in both sides of the laryngeal musculature* while other studies

have shown a difference in this parameter between the right and left RLN.%"2

The answer to this question, whether the conduction of RLN is
symmetric or asymmetric, could lie in, a possible difference between the right
and left RLNs in terms of the nerve impulse conduction, any such difference
would certainly be related to parameters such as nerve fiber length and
diameter. Thus, the study of some histological/morphometric parameters of this
nerve would be very important to the elucidation of this paradigm.

Furthermore, this nerve is clinically important, as it is easily damaged by
trauma resulting from surgical procedures to the neck, trachea, oesophagus, or
heart, so producing voice alterations, dysphagy and dyspnea.’

The aim of our study was to analyze some morphometric parameters:
intraperineural area; intraperineural perimeter; fiber area; fiber perimeter; fiber
density (number of fibers/mm?) and total number of fibers, that are involved in
the intensity and velocity of nerve conduction in the right and left RLNs in
humans. In addition, a correlation was made between these morphometric
measurements and other parameters of the subjects [Age, Weight, Height and

Body Mass Index (BMI)].

MATERIALS AND METHODS

Human tissue
All the nerves analyzed were obtained in the Department of Legal
Medicine from necropsies of eight males. The age, weight, height and body

mass index (BMI) of the subjects are presented in Table |. This study was
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approved by the Ethics Committee of the Universidade Federal do Rio Grande

do Sul, RS - Brazil.

Histology

The dissection of the RLN extended deeply towards the point where it
enters the larynx (cricothyroid joint). The segments of RLN used in our
histological analysis were obtained 1 and 2 cm below the cricothyroid joint (Fig.
1). These segments were fixed in a Bouin solution [picric acid (71.5%) - acetic
acid (4.8%) - formalin (23.8%)] for 24 hours, they were embedded in paraffin
wax and sectioned (10 ym, with intervals of 100 um) using a microtome (Leica),
the sections were mounted onto slides, deparaffinized with xylene, rehydrated,
and stained with hematoxylin-eosin (HE), washed in water, dehydrated in a
graded series of ethanol, cleared with xylene, covered with Entellan and
coverslips. At least four sections were obtained from each segment and

analyzed.

Morphometric measurements

Digitized images of the RLN sections were obtained using an Olympus
BX 50 microscope (10x and 40x) coupled to a video camera (Leica DC 300F)
interfaced by Leica Image 50 (IM50) software. The images obtained were
measured using Image Pro Plus Software (Image Pro-Plus 4.1, Media
Cybernetics, Silver Spring, USA).

The digitized images of the RLN (10x) were displayed onto a high-
resolution video monitor. The nerve fiber density (number of fibers/mm?) was
estimated using a previously described protocol of planar morphometry.10

Briefly, five squares, named areas of interest (AOl) measuring 1860 pm? were
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overlaid onto each obtained image, the fibers located inside this square or

intersected by the upper and/or left edge of the AOI were counted, the fibers
intersected by the lower and/or right edge of the AOI were not counted. The
fiber density was obtained using the following equation: Fiber density = (total
number of fibers counted /AOI area X total number of AOIs). To estimate the
intraperineural area and perimeter, the digitized images of the sections were
outlined and the corresponding parameters were measured (8 images for each
nerve). To estimate the fiber area and perimeter, the same delineation
procedure was carried out in the fibers previously counted within the AOIs (Fig.
2A-F). The total number of fibers in each nerve was estimated by multiplying
the fiber density by the total intraperineural area.

Since the tissue shrinkage factor caused by the fixation and paraffin wax
embedding procedures could not be calculated, in our study the area,
perimeter and fiber density were not expressed in micrometers. The results
were expressed as a percentage of the right nerve that was considered to be
100%. The calculation of total number of nerve fibers is not affected by the

tissue shrinkage, thus it is expressed in numbers of nerve fibers/nerve.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed using the GraphPad Prism 4.0
Software. The comparisons between the right and left RLNs from each subject
were performed using a paired t test, (p < 0.05). To analyze the correlation
between the morphometric measurements (intraperineural area, intraperineural
perimeter, fiber area, fiber perimeter, neuronal density and total number of

fibers) with other parameters of the subjects [Age, Weight, Height and Body
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Mass Index (BMI)] the Pearson's correlation coefficient was calculated (p <

0.05).

RESULTS

In all the histological sections, the qualitative analysis of the collected
nerves demonstrates that the RLN presents a significant amount of
epineurium/adipose (Fig. 2.AB).

With the use of HE staining the measured fibers were seen to have well
defined boundaries. In all analyzed sections it was possible to visualize the
variable caliber of the RLN fibers (Fig. 2.CDEF).

Quantitative comparison of the total intraperineural area demonstrated
no statistically significant difference between the right and left nerves,
(p=0.268) (Fig. 3A). Similarly, there was no significant difference in the
intraperineural perimeter (p=0.536) (Fig. 3B).

Measurement of the fiber area demonstrated the existence of a
significant difference between the right and left RLNs. The fiber area in the right
nerve was found to be 21% larger than that on the left nerve (p=0.0023) (Fig.
3C). There was also a significant difference between the fiber perimeter of the
right and left nerves, the latter being found to be 11% smaller (p=0.0009) (Fig.
3D).

Measurement of the fiber density in the right and left RLN showed no
statistically significant difference (p=0.062) (Fig. 3E).

The mean total number of nerve fibers in the right RLN was 795.8 + 37.6
fibers/nerve, and for the left RLN it was 1204.8 + 49.3 fibers/nerve. This

difference was not statistically significant (p=0.158) (Fig. 3F).
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The values of Pearson's correlation coefficient are presented in Table Il.

The intraperineural perimeter of left RLN was positively correlated with BMI.

The fiber area and perimeter of right RLN is correlated with weight and BMI.

DISCUSSION

In the nerves collected for the present study, large portions of
epineurium and adipose tissue were found in the distal part of the RLNs. This
may result from the need for additional protection for the nerve within the
laryngeal region. Extra padding surrounding the RLN could help to prevent
damage resulting from, for example: blows to the neck; compression and
elongation related to movements of the head such as flexion, extension and
rotational movements and the elevation and depression that occur during
swallowing and voice production.’?

Although there is little evidence of blood vessels in the histological
images obtained in the present study some blood vessels were seen together
with the adipose tissue, which may represent ramifications of the inferior thyroid
artery.”™

The variation in the caliber of the RLN fibers found in our study is
consistent with other studies performed in humans, and confirms that the
human RLN contains fibers of various calibers, thus characterizing it as a mixed
nerve."

Our study is the first that carried out in a well delimitated region of RLN,
this precaution was taken to avoid misleading results. Previous investigations
into nerve fiber density and diameter of RLNs, in both, humans and animals,

have produced varying results. These results may indicate differences between
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individuals within species or, more probably, a failure to section nerves at a

specified position. It has been demonstrated that the numbers of both bundles
and individual fibers depend upon the level at which sectioning is carried out.
Moreover, this information lacking in many reports.* Evidence has been
produced to show that the topography of the RLN is different depending on the
location at which the section is made. Close to the insertion point of the RLN
into the larynx, the topography was more uniform, while sections taken
proximally revealed compartments comprising myelinated fibers of varying
diameter size." Physiological evidence is in accordance with this
morphological differences in different portions of RLN. For example, differences
in the velocity of conduction was found between distal and proximal portions of
human RLN, distal conduction velocity was approximately 30 m/sec, while that
of the proximal portion was approximately 65 m/sec.™

The main result found in our study is the significant difference in fiber
area and perimeter between the right and left human RLN. A similar result was
poorly described in a study involving RLN fiber analysis in humans, it was
reported that the right RLN had fewer large fibers than the left in sections taken
6 and 9 cm below the lower border of the cricoid.'® Another study suggests that
in humans and giraffes, the left RLN contains more large, fast-conducting
fibers.* In rats, no difference was found in the number of myelinated fibers
between the right and left RLNs. However, the myelinated fibers of the right
RLN were statistically larger in diameter than the fibers of the left RLN.® In
horses, it was reported that the total number of fibers, mean fiber diameter and
percentage of thickest fibers for the left RLN were significantly lower than those
of the right RLN."" In fact, all these previous studies are in accordance, at least

in part, with the results found in the present study.
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CONCLUSION

To our knowledge, the present study represents the first complete light-
microscopic study of the human RLN using planar morphometry in a well
defined region of this nerve, and as such contributes towards enhancing our
understanding of phonation in general. The results of the present study seem to
be consistent with those obtained in previous investigations involving both
human’ and animal®®'” RLNSs. It is interesting that the left RLN presents a slight
delay in the impulse when compared to the right RLN,”® probably because the
left RLN is longer. However, probably this longer latency in the left RLN cannot
be explained only by its longer length, but also by the reduced fiber area in

comparison with the right RLN, reported in our study.
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Figure Legends

Fig. 1. Schematic representation showing the region of the RLN that was
studied in different sections (A to H), bilaterally. Legends: L, larynx; W,

windpipe.

Fig. 2. Digitized images of sections of the RLN. A, B — Images of intraperineural
area estimation; C,D — Area of interest used to estimate fiber density and total
number fibers; E,F - Images of fiber area and perimeter estimation. Legends:
Fiber inclusion (¢) and exclusion (X) in study. C, collagen fibrils; AT, adipose

tissue; BV, blood vessel; AOI, area of interest.

Fig. 3. Comparison of intraperineural area (A); intraperineural perimeter (B);
area (C); perimeter (D); density (E) and total number (F) of fibers between the

right (R) and the left (L) RLN. Legends: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

Table I. Table showing the parameters of the subjects. Race, Age, Weight and
Height, Body Mass Index (BMI), period between death and the collection of the

fragment (At) and Cause of Death.

Table Il. The Pearson correlation coefficient (r) between the parameters, the
significant correlation is presented in bold. Legend: R= Right RLN; L= Left RLN;

BMI= Body Mass Index; NS= Not significant; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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Subjects

~N o o B~ W NP

Total

Race

White
Black

White
White
White
White
White
Black

Age

47
21

37

43

67

82

45

30
48,85+19,98

Weight (Kg)

42
95

78

63

72

72

63

80
70,62+15,47

TABLE |

Height (m)

1,65
1,78
1,64
1,77
1,72
1,74
1,63
1,84
172,12+7,58

BMI (Kg/m?)

15,44
30,06

29,10
20,12
24,40
23,78
23,71
23,66
23,78+4,64

At (minutes)

195
255

255

525

760

465

350

708
439,12+213,35

46

Cause of the Death

Sudem death
Gunshot

Sudem death
Hepatic carcinoma
Coronary thrombosis
Sudem death
Multiple trauma
Gunshot



Intraperineural
area (R)

Intraperineural
area (L)

Intraperineural
perimeter (R)

Intraperineural
perimeter (L)

Fiber area (R)

Fiber area (L)

Fiber perimeter

(R)

Fiber perimeter

L

Fiber density (R)

Fiber density (L)

Total number of
fibers (R)

Total number of
fibers (L)

Age
r=-0.445
p=NS

r=-0.278
p=NS

r=0.017
p=NS

r=-0.21
p=NS

r=-0.27
p=NS

r=-0.085
p=NS

r=-0.049
p=NS

r=0.1948
p=NS

r=0.49
p=NS

r=-0.14
p=NS

r=-0.29
p=NS

r=-0.28
p=NS

TABLE |

Weight

r=0.2414
p=NS

r=0.5691
p=NS

r=0.2334
p=NS

r=0.6391
p=NS

r=0.7902
p=0.0196*

r=0.3603
p=NS

r=0.8023
p=0.0166*

r=0.4315
p=NS

=-0.2889
p=NS

r=0.0569
p=NS

r=-0.2889
p=NS

r=0.0569
p=NS

Height

r=0.5065
p=NS

r=0.2545
p=NS

r=0.5385
p=NS

r=-0.0144
p=NS

r=0.0801
p=NS

r=-0.241
p=NS

r=0.1422
p=NS

r=-0.1521
p=NS

r=0.3153
p=NS

r=0.5878
p=NS

r=0.3153
p=NS

r=0.5878
p=NS

BMI

r=0.013
p=NS

r=0.53
p=NS

r=-0.01
p=NS

r=0.76
p=0.02*

r=0.84
p=0.007**

r=0.50
p=NS

r=0.84
p=0.008**

r=0.55
p=NS

=-0.43
p=NS

r=-0.19
p=NS

r=-0.09
p=NS

r=0.43
p=NS

47
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5 CONCLUSOES

Os dados apresentados neste estudo mostram uma evidente assimetria
entre os nervos laringeos recorrentes direito e esquerdo; tanto em seu
comprimento médio, quanto na area e perimetro total das fibras nervosas que
os compdem. Frente a estes resultados, pode-se presumir que a velocidade de
conducgao do impulso nervoso em ambos os nervos é diferente; pois ndo ha
nenhum indicio morfolégico que permita que ambos os nervos tenham
velocidades iguais. Estes dados provém evidéncias de que o0 nervo esquerdo
deva apresentar um leve retardo em sua velocidade de condugéo do impulso
elétrico, quando comparado ao nervo direito.

Nao houve correlagdes significativas entre a idade e altura dos
individuos que compdéem a amostra, com os parametros morfométricos de
ambos os lados. Entretanto, observou-se uma correlagéo positiva entre o peso
dos individuos e a area e perimetro das fibras nervosas do lado direito,
mostrando-se significativa, ou seja, a medida que o peso aumenta a area e o
perimetro das fibras do lado direito também aumentam.

A correlacdo entre o indice de Massa Corporal e os demais parametros
morfométricos, mostrou-se somente significativa para o perimetro
intraperineural do lado esquerdo e a area e perimetro das fibras do lado direito;

sendo todas elas também positivas.
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ANEXO A
urkos PRO-REITORIA DE PESQUISA RIRPR
Gl COMITE DE ETICA EM PESQUISA
CARTA DE APROVACAO

O Comité de Etica em Posquisa da Universidade Federal do Rlo Grande do Sul analisou
O projeto:

Niimero * 2008589
Titulo : AVALIAGAO MORFOMETRICA DO NERVO LARINGEO RECORRENTE

EM CADAVERES HUMANOS.

Pesquisador (os) :
[}

NOME PARTICIPACAQ EMAIL FONE
GERALDO PEREIRA JOTZ PESQ RESPONSAVEL Jotz.voz@terra.com.br 33163146
DEIVIS DE CAMPOS e ' PESQUISADOR deampos@unisc.br
LEDER LEAL XAVIER PESQUISADOR 33167604

O mesmo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS, reunidon® 10
atan® 76 ,de 21/9/2006 , por estar adequado ética e metodologicamente e de acordo

com a Resolucéo 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Salde.

Porto Alegre, quarta-feira, 8 de novembro de 2006

Tz sﬁi‘ganssnao

Coerdonador do CEP-UrRGS

quartaszir, & de novembro de 2006 Paging 2 de &
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ANEXO B

INSTITUTO GERAL DE PERICIAS - DEPARTAMENTO MEDICO-LEGAL
CONSETIMENTO LEGAL / TERMO DE COMPROMISSO
Data: [

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

I. A complexa inervagdo da laringe, aliada as dificuldades na comprovagao
funcional dos ramos nervosos para a laringe, tem motivado o surgimento de
um vasto numero de pesquisas, especialmente aquelas relacionadas ao nervo
laringeo recorrente, definido na literatura como um dos mais importantes
ramos do nervo Vago. Sabe-se que lesdes do nervo laringeo recorrente
acarretam modificagbes do comportamento vocal (disfonias) e do processo de
degluticao (disfagia), observados na Clinica Otorrinolaringoldgica e de Cirurgia
de Cabeca e Pescogo. Considerando a importancia deste nervo no que se
refere ao controle do mecanismo da fonagao, propusemo-nos a realizar este
trabalho, que tem por objetivo estudar a morfometria do nervo laringeo
recorrente bilateralmente, em cadaveres humanos. O uso de tecidos humanos
permite a deteccdo de alteragdes inerentes ao processo de envelhecimento,
que nao podem ser detectadas quando se utiliza modelos animais com periodo
de sobrevida relativamente curto (ratos).

A importancia de buscar conhecer melhor a morfometria do nervo laringeo
recorrente, estd em procurar compreender melhor seus aspectos funcionais
desempenhados sobre a laringe e, também, poder planejar com mais
seguranga atos cirurgicos proximos a esta via nervosa.

Il. Para este estudo, estudar-se-do 20 (vinte) cadaveres humanos do sexo
masculino, com idade superior a 18 anos, com menos de 24 horas de pos-
mortem, e que tenham sofrido Obito por causas extracervicais. Os
procedimentos experimentais exigirdo a retirada de material bioldgico (sera
extraido um segmento de 1 (um) centimetro do nervo laringeo recorrente, na
altura da 12 22 e 3?2 cartilagens traqueais, bilateralmente), para analise
histologica. Salientando que a coleta do material ndo provocara
desfiguramento no cadaver. Nao havera alteracdo no plano de dissecg¢ao da
necropsia e nem no tempo de devolugao do individuo para seus familiares.

lll. Todos os procedimentos serdo realizados na sala de necropsia do
Departamento Médico Legal (DML) de Porto Alegre / RS.

IV. Este projeto ndo apresenta patrocinadores.

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que,
eu Dr. Franscisco Silveira Benfica, Chefe da Secao de Ensino e Pesquisa —
DML, na condicdo de responsavel legal pelas pesquisas no Departamento
Médico Legal, autorizo a realizagdo dos procedimentos relacionados a este
projeto de pesquisa nos corpos sob nossa responsabilidade, dentro dos
preceitos éticos da Legislagao Vigente.

Fui igualmente informado:

e da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento a qualquer duvida acerca dos procedimentos, riscos,
beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa;

e da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e
excluir ente individuo sob minha responsabilidade legal da
participacado neste estudo;
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e da garantia de que o individuo sob minha responsabilidade legal ndo
sera identificado quando da divulgagcdo dos resultados e que as
informagdes obtidas serdo utilizadas para fins cientificos vinculados ao
presente projeto de pesquisa;

e de que se existirem gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo
orgcamento da pesquisa.

O pesquisador Responsavel por este Projeto de Pesquisa: “Avaliagao

Morfométrica do Nervo Laringeo Recorrente em Humanos” é o Prof. Dr.

Geraldo Pereira Jotz, CRM 17270, tendo este documento sido revisado e

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa dessa Instituicdo em

/| | . Os telefones de contato do referido pesquisador séo: 51-
33163146 / 81239869
Dr. Franscisco S. Benfica Prof. Dr. Geraldo Pereira Jotz
Chefe da Secgao de Ensino e Pesquisa — DML Pesquisador

(data: /| )
Observacgao: o presente documento, baseado no item IV das Diretrizes e
Normas Regulamentadoras para a Pesquisa em Saude, do Conselho
Nacional de Saude (Resolugdo 196/96), sera assinado em duas vias, de
igual teor, ficando uma via em poder do DML e outra com o Pesquisador
Responsavel.



60
ANEXO C

Page 1 of 1

Leder Leal Xavier
— |

De: em.lscope.0.8a368.df3d03d1 @ editarialmanager.com am nome Enviada: ter 29712008 05149
de The Laryngoscope

Para: Leder Leal Xavier
Cc:
Assunto:  Submission Confirmation for Histological asymmetry of the human recurrent laryngzal nerve

Anexos:
Dear Dr Xavier,

Your submission entitled "Histological asymmetry of the human recurrent laryngeal nerve” has besn received
by The Laryngoscope.

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Editorial Manager as an author. The
URL is | - [

Your manuscript will be given a reference number once an Reviewer has been assigned.
Thank you for submitting vour work to this journal.

Kind regards,

Jackie Lynch

Senior Editorial Coordinator
The Laryngoscops



