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RESUMO
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A corregdo de sulcos e cicatrizes de pregas vocais permanece como grande desafio a
fonocirurgia. Substancias que promovam a reestruturagdo da lamina propria parecem ser a
melhor opcéo. Esta pesquisa avaliou ainfluéncia do fator de crescimento de fibroblastos na
integracdo tecidual de enxerto de fragmento de fascia superficial na lamina propria de prega
vocal de coelhos associado a injecdo de FGF, quanto as ateragdes histoldgicas induzidas
como reacdo inflamatdria aguda e cronica, fibrose desencadeada pelo procedimento e

presenca de neovascularizagéo.

Doze coehos adultos foram submetidos ao enxerto de fragmento de 0,1 X 0,1 cm de fascia
cervical superficial nalamina prépria de ambas as pregas vocais. Na prega vocal direita foi
injetado fator de crescimento de fibroblastos. Apds um e doze meses, os animais foram

sacrificados e suas pregas vocais submetidas a estudo histolégico.

O fator de crescimento de fibroblastos induziu resposta inflamatéria em todos os animais
apés um més do experimento inicial. Desencadeou fibrose além da causada pelo
procedimento cirdrgico na prega vocal direita em todos os animais apds 12 meses do
experimento inicial. Fato que demonstra que o fator de crescimento de fibroblastos né&o
representa uma boa opcdo terapéutica na correcdo das alteracBes da lamina propria de
pregas vocais quando associado ao enxerto de fascia

Resumo
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ABSTRACT
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The correction of sulcus and scars of vocal cords remains as a mgor challenge to
fonosurgery. Substances which promote the restructuring the lamina propria seem to be the
best option. This study evaluated the influence of fibroblasts growth factor in integration
fragment of fascia grafted in the vocal fold lamina propria of rabbits associated with the
injection FGF, regarding the histological alterations , acute and chronic inflammatory

reaction, fibrosis, presence of neovascularization and the density of collagen.

Twelve adult rabbits were submitted to grafting of fragment of 0.1 X 0.1 cm cervical fascia
in the vocal fold lamina propria. Fibroblasts growth factor was injected in the right vocal
fold. After a month and 12 months, the animals were sacrificed and their vocal folds
submitted to histological study.

The fibroblasts growth factor induced acute inflammatory response in all animals after one
month of initial experiment. It induced fibrosis in addition to the caused by surgical
procedure on the right vocal fold in all animals after 12 months of initial experiment. Fact
which demongrate that the fibroblasts growth factor with fascia grafting is not a good
therapeutic option in correction of alterations of the vocal fold lamina propria

Abstract
iX



LISTA DE SIGLASE ABREVIATURAS

CILP Camada intermediaria da ldmina propria
CPLP Camada profunda da lamina propria
CSLP Camada superficial da I[amina propria
DIHA Dextrand6meros em hialuronato
BTGF Fator de crescimento B transformante
FGF Fator de crescimento de fibroblasto
FCM Faculdade de ciéncias médicas

HGF Fator de crescimento hepatocitos

H Histiocitario

HE Hematoxilina e eosina

KCL cloreto de potéassio

L Linfocitério

LH Linfo-histiocitério

P Polimorfonuclear

PVD Prega vocal direita

PVE Prega vocal esquerda

UNICAMP Universidade Estadual de Campinas



LISTA DE TABELAS

PAG.

Tabela 1- Lista dos animais dos grupoS A€ B.......cccoceevieiiiiiiesie e, 36
Tabela 2- Aspectos histoldgicos encontrados No grupo A........ccceeevernenne, 42
Tabela 3- Aspectos histoldgicos encontrados no grupo B.........c.ccccveveenee. 48
Tabela 4- Analise comparativa da intensidade do infiltrado inflamatorio

entre o lado submetido a enxertia de inje¢do de FGF (PVD) e 0

lado controle, sem a adicdo de FGF (PVE) do grupo A

(12 MBSES).. vttt ettt sttt st et sr e er s 55
Tabela 5- Analise comparativa da intensidade do infiltrado inflamatorio

entre o lado submetido a enxertia de injecdo de FGF (PVD)

e o lado controle, sem a adicédo de FGF (PVE) do grupo B

(L MBS) ittt e reas 55
Tabela 6- Andlise da reacdo inflamatoria na prega vocal esquerda nos

PEridos avaliados..........cceeviieieiiee e e 55
Tabela 7- Andlise da reacdo inflamatoria na prega vocal direita nos

PEridos avaliados..........ccceeviieieiiee e e 56
Tabela 8- Analise comparativa do predominio celular entre o lado

submetido a inje¢do de FGF (PVD) e o lado controle, sem

adicdo de FGF (PVE) do grupo A (12 meses).......cccecvereervenuenns 57
Tabela 9- Analise comparativa dos animais quanto ao predominio celular

entre o lado submetido a injecdo de FGF (PVD) e o lado

controle, sem adicdo de FGF (PVE) do grupo B (1 més)........... 57
Tabela 10- Anélise do predominio celular na prega vocal esquerda nos

PEridos avaliados..........ccceeviieieiiee e e 58

Xi



Tabela 11-

Tabela 12-

Tabela 13-

Tabela 14-

Tabela 15-

Tabela 16-

Tabela 17-

Tabela 18-

Tabela 19-

Analise do predominio celular na prega vocal direita nos

PEridos avaliados..........cceevvieieiiee e e

Anélise comparativa da intensidade da fibrose entre o lado
submetido a inje¢do de FGF (PVD) e o lado controle, sem
adicdo de FGF (PVE) do grupo A (12 meses).......cccecveveeriveruennns

Anélise comparativa da intensidade da fibrose entre o lado
submetido a injecdo de FGF (PVD) e o lado controle, sem
adicdo de FGF (PVE) do grupo B (1 més)......c.ccccevevvvrnvnieennnnne

Anélise comparativa da intensidade da fibrose presente no lado

controle, nos periodos avaliados............cccceceeveiieieiiececec

Anélise comparativa da intensidade da fibrose presente no lado
submetido a injecdo de FGF, nos periodos avaliados.................

Andlise comparativa da presenca de reacdo inflamatoria
cronica do tipo corpo estranho entre o lado submetido a
injecdo de FGF (PVD) e o lado controle, sem adicdo de FGF
(PVE) do grupo A(12 MESES).....ccueeurrrerrrirreerieiearieiessiesiesseesneas

Andlise comparativa da presenca de reacdo inflamatoria
cronica do tipo corpo estranho entre o lado submetido a
injecdo de FGF (PVD) e o lado controle, sem adicdo de FGF
(PVE) do grup0 B (L ME&S)....cc.eerueieeririinieeeieeneeie e

Anélise comparativa da presenca de neovascularizacdo entre o
lado submetido & injecdo de FGF (PVD) e o lado controle, sem
adicdo de FGF (PVE) do grupo A (12 meses).......cccecerrerveruenns

Anélise comparativa da presenca de neovascularizacdo entre o
lado submetido & injegdo de FGF (PVD) e o lado controle,
sem adicdo de FGF (PVE) do grupo B (1 Més)......cccceeerurrvnenenn

Xii

58

59

59

60

60

61

61

62

62



Tabela 20-

Tabela 21-

Tabela 22-

Tabela 23-

Tabela 24-

Tabela 25-

Andlise da presenca da neovascularizagdo na prega vocal

esquerda nos peridos avaliados............c.ccocceevviiecvecvcce e,

Andlise da presenca da neovascularizagdo na prega vocal direita
NOS PEridos avaliados.........covvuevereiiie e
Comparacdo das pregas vocais direita e esquerda quanto a
densidade de fibras colagenas apds um ano, utilizando Teste t
PACAUOD.......eevieitie ettt naeas
Comparacdo das pregas vocais direita e esquerda quanto a
densidade de fibras colagenas ap6s um ano, utilizando teste de
Wilcoxon Signed RaNKS. ...........ooviiiieieeie e
Comparacdo das pregas vocais direita e esquerda quanto a
densidade de fibras colagenas apds um més, utilizando Teste t
PACAUOD......eeeuieeiie ettt ettt bt nreas
Comparacdo das pregas vocais direita e esquerda quanto a
densidade de fibras colagenas ap6s um més, utilizando teste de
Wilcoxon Signed RaNKS. ...........ooviiiiiieeie e

Xiii

63

63

64

64

65



LISTA DE FIGURAS

PAG.
Figural-  Animal submetido a exposicdo cirrgica da laringe...................... 34

Figura2-  Representagdo esquemética do procedimento cirdrgico nas

PIEYJAS VOCAIS. ....veveeeieeesieeieetiesteestesseeseeieesbesseesbesseesneentesnaesseeseeas 35

Figura3-  Corte histoldgico coronal da laringe. Detalhe das pregas vocais
(SBLAS) . e evve ettt sttt ettt na e r e 37

Figura4-  Prega vocal direita (coelho 2) com enxerto de fascia na lamina
prépria, com a adicdo de fator de crescimento de fibroblastos,
em cdo sacrificado apds 12 meses. HE (20X)......cccccovvevereriereennn, 43

Figura5-  Prega vocal direita (coelho 2), com enxerto de fascia na lamina
prépria, com a adicdo de FGF em coelho sacrificado apds 12
meses. Mesmo corte da figura 4, corado por Tricromico de
MaSSON. (20X)..uueiuieiiie ittt e e 44

Figura6-  Prega vocal esquerda, com enxerto de fascia sem adicdo de
FGF(coelho 2), sacrificado ap6s 12 meses (20X) HE.................. 45

Figura7-  Prega vocal esquerda, com enxerto de fascia sem adi¢do de FGF
(coelho 2), animal sacrificado apds 12 meses. (20X) Tricrdmico
0B IMASSON......ueiiiiiiie sttt 46

Figura8-  Prega vocal direita (Coelho 3) com enxertia de fascia com a
adicdo de FGF na lamina propria de animal sacrificado apds 12
meses. Corado por Picro Sirius.. (20X)......cccevvrinieninnenieeneennne 47

Figura9-  Prega vocal direita, (coelho 11), com enxerto de fascia na lamina
prépria com adicdo de FGF em animal sacrificado ap6s um més,
€orado Por HE (20X)......uoiiiiiieieeie e 49

Xiv



Figura 10-

Figura 11-

Figura 12-

Figura 13-

Figura 14-

Prega vocal direita, (coelho 11), com enxerto de fascia na lamina
prépria com a adigdo de FGF em animal sacrificado apds um
més, corado por Tricromico de Masson. (20X)........ccccveerrenrennnes

Prega vocal direita, (coelho 11), com enxerto de fascia na lamina
prépria com a adigdo de FGF em animal sacrificado apds um

més, corado por Picro Sirius. (20X)......cccccvrerreniininieneee e,

Prega vocal controle (coelho 11), em animal sacrificado ap6s um
més, com enxerto da fascia na l&mina propria, porém, sem
adicdo de FGF, corado por HE. (20X).....ccceevriiieniiienesie e

Prega vocal direita (coelho 11), em animal sacrificado apds um
més, com enxerto de fascia na ldmina propria sem adicdo do

FGF, corado por Tricromico de Masson. (20X).......cccvevverieennenne

Prega vocal direita, (coelho 11), com enxerto de fascia na lamina
prépria sem adigdo do FGF, em animal sacrificado apds um més,
corado por Picro Sirius. (20X).....cccueverreiieenie e

50

o1

52

53

54



SUMARIO

PAG.
RESUM Ottt et et b e e erae s vi
ABST RA CT e viii
1- INTRODUGAO. ...t ee et 18
2- OBJETIVOS.. ..ottt s 22
3- REVISAO DA LITERATURA. ..ottt ee e 24
A- METODOS. ...ttt sttt 32
4.1- Animais de experimentaCao...........coeoererierireeieieeie e 33
4.2- ProcedimentoS CirUNQICOS......cuovueuereeieetesreerieeesieseesieseesiessesseeseseeseesens 33
4.3- Avaliacdo histologica dos resultados..........cooeerereinieneneieece e 35
5- RESULTADOS ...t rae e rae s 41
5.1- An&lise histolOgiCa grupPO A.....oocvieiiie et 42
5.2- Andlise histolOgica grupO Bu.........covcieiiiiiiiiecicece s 48
5.3- Andlises comparativas da influéncia do fator de crescimento de
fibroblastos na indugcdo da reacdo inflamatdria nos periodos
ESUAAAOS. ... e 55
5.4- Andlises comparativas da influéncia do fator de crescimento de
fibroblastos no  predominio  celular, nos  periodos
ESUAAAOS. ...t e 57
5.5- Andlises comparativas da influéncia do fator de crescimento de
fibroblastos na inducéo de fibrose, nos periodos estudados............... 59
5.6- Andlises comparativas da influéncia do fator de crescimento de
fibroblastos na presenca da reacdo inflamatoria crénica do tipo
corpo estranho, nos periodos estudados............cceeveeeeeiiecciecieceesieenee, 61



5.7- Andlises comparativas da influéncia do fator de crescimento na
neovascularizacdo, nos periodos estudados..........cooceveeeieniieeinnennnn,

5.8- Andlises comparativas da influéncia do fator de crescimento de
fibroblastos na inducdo de formacdo de coldgeno, nos periodos

Lo 0 [0 F=To [0 LR

B- DISCUSSAD. ...oeeeeeeeeeeeeee e et e e e e e et e et et e e er et e e e e er e e eeer s

7= CONGCLUSAOD . ..o e e e e er et e e e er et e e e ar e,

8- REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS.........oooveeeeeeseeeee e,

9- FONTES

10- ANEXO

CONSULTADAS. ..o

63
66
72
74
80
82



1- INTRODUCAO
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Dentre as funcdes da laringe, a producdo vocal se mostra como uma das mais

importantes, pois possibilita a interagdo interpessoal, Unica entre as espécies de animais.

Nenhum outro 6rgdo do corpo apresenta arranjo estrutural semelhante ao das
pregas vocais, que confere a ela a flexibilidade necessaria para a vibracdo e produgéo
sonora. Quando ocorre a ruptura desse arranjo, as propriedades biomecanicas essenciais
para a Otima vibracdo e propagagdo da onda mucosa sdo alteradas, o que resulta em
disfonia (Kishimoto et al.,2009). Cicatrizes de procedimentos cirdrgicos, inflamagdes,
assim como transtornos congénitos, como sulcos vocais, podem promover a alteracéo
estrutural da lamina prépria da prega vocal com aderéncia entre a camada superficial e
profunda. Nestes casos, a lamina propria é substituida por tecido cicatricial, e como
consequéncia, h4 diminuicdo da capacidade de vibracdo da prega vocal (Hirano et al., 1990;
Lindestad et al., 1994)

Hirano et al. (2001) observaram mudangas na organizacgdo e distribuicdo dos
componentes da matriz extracelular, como deposi¢cdo de colageno do tipo | denso e
desorganizado, diminuicdo da elastina e decorina, aumento da fibronectina e diminuicéo

ocasional do &cido hialurénico em cicatrizes de pregas vocais.

Existem varias alternativas para o tratamento de cicatrizes e sulcos em pregas
vocais, como terapia vocal, injecdes de coldgeno ou &cido hialurénico, incisdes para
liberacdo da mucosa ou quebra das contraturas lineares e ainda, a excisdo dos tecidos
cicatriciais. Outra opcao consiste no enxerto de tecidos celulares, como fascia e gordura
entre o epitélio e o ligamento vocal. Essas técnicas tém como objetivo a tentativa de
restaurar o mecanismo funcional corpo cobertura e proporcionar melhora da oscilagdo
mucosa (Chan et al., 1998,1999; Woo et al., 1999; Rosen, 2000; Hallen ET AL., 2001).

Hill, et al. (1991) introduziram o uso de gordura autéloga. Apds intensa
pesquisa e utilizacdo, obtiveram excelentes resultados iniciais, sem reacdo inflamatoria
aguda ou do tipo corpo estranho. A gordura pode apresentar alto indice de reabsorcéo,
dependendo do método utilizado, de até 80% ap6s um ano. Rihkanen (1998) referiu que
“para compensar a reabsorcdo, a prega vocal é sobrecorrigida e isso faz da gordura

material, problematico para ajuste fino da borda da prega vocal”.

Introducao
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O colageno bovino também revela bons resultados iniciais, sendo usualmente
reabsorvido em poucos meses, assim como acontece com o0 coladgeno aut6logo.
(Ford et al., 1999).

O enxerto de fascia tem sido utilizado ha décadas em cirurgias otoldgicas e
plasticas, sem complicacbes e com resultados reprodutiveis. Apresenta consisténcia
tecidual similar a do colageno e baixa taxa de atividade metabolica. Rihkanen (1998)
propds o uso de fascia triturada para cirurgia de aumento volumétrico da prega vocal.
Reijonen et al. (2001), em estudo experimental em cdes com injecdo de fascia triturada no
musculo vocal, observaram que o enxerto permaneceu identificavel histologicamente apds
um ano de seguimento e, na maioria dos casos, sem complicacGes precoces ou tardias.
Tsunoda et al. (1999) publicaram, com resultados promissores, a utilizacdo de enxerto de
fascia integra no espaco de Reinke para a corre¢do da incompeténcia glotica em modelo

humano, principalmente decorrente de sulcos vocais.

Contraditoriamente, Rodgers et al. (2000) descreveram rapida absorcdo de
fascia autdloga triturada injetada no masculo vocal, apds trés meses. Para esses autores, a

fascia ndo representa material adequado para enxerto em prega vocal.

Carvalho (2006) em estudo experimental, demostraram que a fascia, quando
enxertada na Iamina propria de pregas vocais de cdes, € bem tolerada, ndo desencadeando

fibrose e reacdo inflamatoria aguda ou crénica.

A partir da década de 90, varias intervencdes para o restabelecimento estrutural
da lamina propria da prega vocal tem sido testadas, em carater experimental, com o
proposito de diminuir a fibrose pds-operatéria e cicatriz, e melhorar a flexibilizacdo da
mucosa. Em estudos in vitro, os fatores de crescimento de fibroblastos e hepatdcitos,
associado ou ndo a células tronco, podem levar a diminui¢do do colageno tipo | e aumentar
a producdo de acido hialurdnico, a partir de fibroblastos do espago de Reinke. Essas
técnicas ainda ndo estdo disponiveis para uso clinico. (Hirano et al., 1999, 2003 a, b, c;
Kanemaru et al., 2003,2005; Thibealt et al., 2004; Luo et al., 2006; Ohno et al., 2008).
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A correcdo da distribuicdo dos componentes da matriz extracelular é essencial
para restaurar a estrutura da lamina propria das pregas vocais em alterac6es, como sulcos e
cicatrizes. Sendo esses componentes primariamente sintetizados por fibroblastos, e a fascia
sendo rica nesse tipo de célula, pode se supor que, quando os fibroblastos sdo estimulados
pela adigdo de fatores de crescimento, haja a inducdo da produgdo de acido hialurénico,
chave para o inicio e regulacdo de reparacdo tecidual. Desta forma, esta estratégia pode ser

efetiva na correcdo das alteracBes da lamina propria.

Estudos prévios de Hirano et al. (2008) demonstram que o fator de crescimento
é forte indutor da proliferacdo de fibroblastos e que estimula a producdo de &cido
hialurénico a partir de cultura de fibroblastos.

A partir destes dados, avaliamos a integracdo da fascia superficial cervical,
associada ao fator de crescimento de fibroblastos , quando enxertada no espago de Reinke

de pregas vocais de coelhos.

Introducao
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2- OBJETIVOS
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Objetivo geral: Analisar a influéncia do fator de crescimento de fibroblastos na

integracdo tecidual de féascia cervical enxertada na lamina prépria de pregas vocais de

coelhos.

Obj etivos especificos:

Avaliar a intensidade do processo inflamatério desencadeada pelo

procedimento.

Avaliar a indugéo de neovascularizagéo.

Avaliar a inducdo de reacdo inflamatoria do tipo corpo estranho.

Avaliar a intensidade da fibrogénese induzida pelo procedimento.

Objetivos
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Inicialmente abordaremos a estrutura da prega vocal, sua estratificacdo e a
composicao da lamina propria. A seguir, a estrutura e as diferencas da histologia da lamina
prépria normal e da prega vocal com sulco vocal. Por fim, os métodos para a correcéo da

lamina propria com especial atencéo para o uso da fascia autéloga e fatores de crescimento.
Estrutura, estratificacdo e composi¢do da lamina propria da prega vocal.

Hirano, 1974 demonstrou histologicamente a estrutura em camadas da prega
vocal humana e propds a teoria do complexo corpo-cobertura. A lamina propria da prega
vocal, segundo o autor, é constituida por trés camadas. A camada mais superficial da
lamina propria (CSLP), é caracterizada histologicamente por tecido frouxo com poucas
fibras colagenas e elasticas. A camada intermediaria da lamina prépria (CILP) apresenta
maior numero de fibras elasticas e a camada profunda da lamina propria (CPLP) é aquela
com um numero aumentado de fibras coldgenas. A teoria corpo-cobertura da fonagdo
trouxe evidéncia histolégica que o tecido superficial, permitia liberdade de movimento,
enguanto os tecidos profundos mostravam-se mais rigidamente integrados. A cobertura da
prega vocal, na descri¢do do autor, inclui o epitélio e a CSLP, enquanto o musculo vocal
constitui o corpo. A CILP e a CPLP foram caracterizadas como camada de transicao.

Gray et al., 1994, utilizando microscopia eletronica, fizeram estudo descritivo
da ultra-estrutura de trés laringes humanas. Relataram que a zona da membrana basal de
humanos se assemelha as de cdes. A camada profunda da epiderme € forrada por células
basais sobre a membrana basal. “As fibras de ancoragem podem ser vistas fazendo uma
alca a partir da ldmina densa para dentro da camada superficial da lamina propria e
readerindo a lamina densa”. Demonstraram ainda, que as fibras colagenas da camada
superficial se interdigitam com as alcgas, fixam a camada basal & prega vocal, e impedem

que desgarre durante a vibracéo.

Ishii et al., 1996 realizaram estudo tridimensional do arranjo das fibras
colagenas e elasticas de pregas vocais humanas, por meio de microscopia eletrénica, apés
digerirem os elementos celulares e fibras coldgenas com &cido férmico e os elementos
celulares e as fibras elasticas com hidroxido de sodio a 10%. Demonstraram que a camada
superficial € composta de aglomerados de fibras colagenas e fibras elasticas finas que
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correm retas ou espiraladas. A camada intermediaria consiste de feixes espessos de fibras
colagenas e elasticas dispostas longitudinalmente e fibras elasticas finas espiraladas. A
camada profunda consiste de fibras elasticas espiraladas e feixes densos de colageno. Os
autores sugeriram que as fibras colagenas provavelmente estariam envolvidas na
manutencdo da estratificacdo da estrutura da lamina propria. As fibras elasticas estdo
envolvidas na restauracdo rpida da morfologia da prega vocal ap6s acdo muscular e

vibracéo.

Hammond et al., 1997 e 2000 descreveram, com utilizacdo de microscopia
eletronica de pregas vocais humanas, a composicdo da camada intermediaria da lamina
prépria, destacando a presenca de elastina e acido hialurdnico. Relataram a morfologia das
fibras elasticas e seus tipos. As fibras oxitalanicas, elauninicas e as fibras elasticas maduras
diferem entre si pelo tamanho e pela quantidade de substéncia amorfa presente na sua
estrutura. Observaram também, a importancia do acido hialurébnico como preenchedor do
espaco que, devido a sua capacidade hidrofilica, atrai sodio e &gua, 0 que proporciona
viscosidade e regula o conteudo de agua da prega vocal.

Pawlak et al., 1996 avaliaram a composi¢cdo normal de proteoglicanos nas
pregas vocais de cadaveres humanos usando técnicas imunohistoquimicas. Mostraram a
importancia dos proteoglicanos glicosaminoglicanos, componentes da matriz extracelular.
Correlacionaram seus resultados com eventuais estados patologicos e com a homeostase
normal da lamina prépria. Referiram que a decorina e a fibromodulina retardam a formagéo

de fibrilas de colageno tipos I e II.

Gray et al.,, 1999, por meio de estudo anatdbmico das pregas vocais de
cadaveres, demostraram que, no envelhecimento ocorre diminuigdo da camada superficial
da lamina proépria. Questionaram se hé atrofia desta camada ou proliferacéo de elastina com
invasdo da CSLP. Mostraram que, nesta fase, ha diminuicdo do “turnover” das fibras

elésticas e do coldgeno, com aumento de suas concentragdes.

Gray et al., 2000 estudaram a composicdo molecular da prega vocal de
humanos e a relacdo entre as moléculas fibrosas na performance biomecénica e fisioldgica

do tecido. Concluiram que os proteoglicanos, especialmente o acido hialurénico, é o mais
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presente na lamina préopria e determina a vibracdo tecidual por conferir viscosidade
tecidual. A decorina e fibromodulina estdo presentes em menor quantidade e sdo

importantes no metabolismo das proteinas fibrosas.

Madruga de Melo et al., 2003 estudaram a distribuicdo do coldgeno na lamina
prépria de cadaveres, por meio do método de polarizacdo pelo picro — sirius. Descreveram
o arranjo das fibras colagenas como ndo paralelos ao bordo livre da prega vocal, mas
dispostos em forma de malha, constituidos por colageno tipo Il na camada superficial e
colageno tipo | na camada profunda. O espaco entre as fibras é preenchido por fibras

elasticas imaturas e glicosaminoglicanos.

Hirano et al., 2003 fizeram estudo imunohistoquimico sobre a fibronectina e
outras moléculas de adesdo da lamina prépria de pregas vocais de cachorros. Observaram
que a fibronectina atua na reparacdo da lamina prépria apds lesdo, formando um arcabougo

para deposicdo de colageno.
Histopatologia do sulco vocal

Hirano et al., 1999 realizaram, utilizando microscopia convencional e
eletronica, a avaliagdo da histologia de pregas vocais humanas com sulcos vocais.
Observaram que o sulco ocorre em areas de epitélio escamoso e esta situado na camada
superficial da lamina prépria, em profundidade de 0,4 a 0,6 mm. As fibras colagenas desta
camada na area do sulco eram frequentemente densas fragmentadas no fundo do sulco. Na
camada superficial ocorreu ainda a diminuicdo das fibras elésticas, que se encontram na
forma de microfibrilas e substancia amorfa. A espessura da membrana basal é
marcadamente aumentada principalmente pela presenca de fibras colagenas, que

espessaram a camada reticular.
M étodos terapéuticos

Em 1994, em artigo de revisdo sobre o uso de enxertos de fascia, gordura e
musculo em cirurgia de cabeca e pescoco, Boyce et al. relataram que a fascia é constituida

basicamente por fibroblastos em matriz extracelular composta por colageno. Este fato,
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combinado a sua baixa taxa de metabolismo, explica porque a fascia pode ser transplantada

sem alterar sua forma ou funcéo.

Rihkanen, 1998 analisou a melhoria da qualidade vocal de nove individuos com
paralisia de prega vocal, apds serem submetidos a injecdo de fascia lata triturada no
musculo vocal. Em todos os casos houve melhora do tempo maximo de fonagdo e na
avaliacdo da qualidade vocal realizada por quatro foniatras avaliadores. Em cinco dos nove

pacientes, a voz foi considerada normal apds o procedimento.

Tsunoda et al., 1999, 2000, 2001 publicaram uma série de ensaios clinicos onde
realizaram o enxerto de fascia temporal autéloga integra na lamina prépria de pregas vocais
de nove pacientes com insuficiéncia glotica por sulcos vocais, atrofia ou cicatriz de pregas
vocais. Apds um ano de acompanhamento, os pacientes, portadores de sulcos e atrofia da
prega vocal, apresentaram melhora na qualidade da voz e do padrdo vibratorio a
estroboscopia, com desaparecimento da fenda glética e melhora do tempo maximo de
fonacdo. Relataram que apds o implante, o volume da prega vocal continuou a aumentar, e
que a melhoria dos parametros ocorria apds seis meses do procedimento. Especularam
sobre a possibilidade do enxerto de fascia temporal levar a regeneracéo do tecido da prega

vocal, por mecanismo similar ao transplante de células tronco em outros 6rgaos.

Rodgers et al., 2000, em estudo histolégico, analisaram as pregas vocais de seis
caes com paralisia por seccdo do nervo laringeo recorrente, submetidos ao enxerto de fascia
lata triturada, injetada no interior do musculo vocal. Apds trés meses do experimento nao
identificaram a presenca da fascia injetada. Concluiram que a fascia ndo possui a mesma
persisténcia no musculo que os adipdcitos, e que ndo representa um bom material para

aumento volumétrico de prega vocal.

Duke et al, 2001 realizaram dois estudos, o primeiro histolégico e
experimental, comparativo entre o implante de gordura e fascia triturada injetadas no
musculo tireo-aritenoideo das pregas vocais de um mesmo cdo. O segundo, um ensaio
clinico, em que avaliaram a melhora dos sintomas em um grupo de 40 pacientes portadores
de insuficiéncia glotica de etiologia variada, submetidos & injecdo de fascia lata no masculo

vocal. Para o estudo experimental, padronizaram o volume a ser injetado dos dois tecidos,
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cada um em uma prega vocal. Apos 12 semanas, mediram o grau da reabsorcao de cada um
deles. Com a analise dos cortes histoldgicos de pregas vocais, concluiram que houve taxa
de absorcdo similar entre os dois grupos: 32% da fascia e 46,6% da gordura. No estudo
clinico, com aumento volumétrico de prega vocal com fascia, os pardmetros acusticos
permaneceram mais estaveis que nos pacientes que utilizaram gordura por até dois anos de

seguimento, sem necessidade de sobrecorre¢do para manter os resultados.

Reijonen et al., 2001 analisaram a histologia e a histo-morfometria de pregas
vocais de cdes submetidas & injecdo de fascia autdloga triturada no masculo vocal. O estudo
demonstrou que a fascia se mantém apds um ano de seguimento. O que os fez supor que a
pequena diminuicdo volumétrica do enxerto se deva a compactacdo e reorganizacdo das
fibras colagenas rotas e ndo a reabsorcdo do enxerto. Observaram que houve remodelacéo
das fibras colagenas. Elas se encontravam rotas aos dez dias de acompanhamento e aos seis
meses se organizavam em arranjos lineares. Encontraram ainda, resposta inflamatoria

aguda leve somente nos primeiros dias ap6s o procedimento.

Nishiyama et al., 2002 propuseram o0 uso de enxerto de fascia temporal
autdloga, integra e enrolada, na lamina propria de prega vocal por meio de laringoscopia
direta. Para esta técnica confeccionaram bolsa submucosa no espaco de Reinke e
introduziram o enxerto de fascia. Na avaliacdo pos-operatdria, comparou-se 0 volume da
prega vocal, o tamanho da fenda glotica e a qualidade vocal, nos periodos pré e
pos-operatdrios, com a escala GRBAS. Referiram que em todos os pacientes houve

melhora dos parametros analisados, que se mantiveram durante seguimento de seis meses.

Carvalho, 2006 realizaram estudo experimental onde fascia lata foi enxertada
no espaco de Reinke de pregas vocais de cées, e avaliada a integracdo tecidual. Observaram
que apds seis meses, a fascia ndo desencadeou resposta inflamatéria, ndo induziu a
formacdo de fibrose na area operada e que houve aumento na neovascularizacdo quando

comparados com o lado controle.

Em estudo histoquimico em pregas vocais de cdes submetidos a injuria tecidual,
Thibeault et al., 2004 observaram que o nivel de &cido hialurnico sobe imediatamente

apos a lesdo, 0 que € necessario para a reparacédo e prevencgdo da cicatriz.
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Chan et al., 1998 e 1999 com utilizacdo de um redbmetro rotacional, mediram a
viscoelasticidade do acido hialurdnico associado ou ndo a fibronectina e as comparou com
a viscoelasticidade da prega vocal. A viscosidade do &cido hialurénico foi diretamente
proporcional & sua concentracdo. A fibronectina ndo influenciou, in vitro, nas propriedades

viscoelasticas do acido Hialurénico.

Hallen et al., 2001 realizaram estudo clinico com uso de inje¢do de é&cido
hialurdnico, na forma de DIHA, no musculo vocal de pacientes com insuficiéncia glotica.
Em acompanhamento por nove e doze meses 0 experimento apontou melhora da qualidade
vocal e da coaptacdo gldtica. Porém, os autores deixaram de avaliar a reabsorcdo da
substancia injetada. Em vinte e cinco por cento dos pacientes houve necessidade de

reintervencdo cirurgica.

Hirano et al., 2003 em estudo in vitro, realizaram cultura de fibroblastos de
pregas vocais de cdes, com e sem adicdo de Fator de crescimento de hepatocitos (HGF) e
fator de crescimento R1 transformante (FC R1). Demonstraram que a adi¢cdo de HGF a
cultura de fibroblastos induziu ao aumento da produgdo de acido hialurdnico e reduziu a
producdo de colageno do tipo I. No entanto, a adicdo de GF R1 além de estimular o
aumento da producdo de acido hialurénico, aumenta também a producéo do colédgeno do
tipo 1 e fibronectina. Sugerem que o HGF apresente potencial para a prevengdo e
tratamento da fibrose de pregas vocais.

Hirano et al., 2003 em estudo com cultura de fibroblastos de pregas vocais de
caes avaliaram o efeito de HGF, Fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento de
fibroblastos e fator de crescimento 1 transformante na producdo de &cido hialurdnico.
Concluiram que todos os fatores de crescimento levaram ao aumento da producdo de &cido

hialurénico por pelo menos uma semana quando adicionados a cultura de fibroblastos.

Hirano et al., 2003 em estudo in vitro, analisaram através de microscopia
eletronica e 0o exame ELISA, as mudancas morfoldgicas e funcionais dos fibroblastos
humanos quando estimulados pelo HGF. Descreveram que este fator de crescimento
promove a mudanca dos fibroblastos do espaco de Reinke da forma ovalar para as formas

fusiforme e estrelada. Além disso, estes fibroblastos passam a apresentar aparelho de Golgi
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e reticulo endoplasmatico mais desenvolvido. Associado a estas mudangas estruturais
perceberam maior concentracdo de &cido hialurdnico no sobrenadante da cultura dos
fibroblastos. Estes achados diferem dos encontrados quando o HGF é adicionado a cultura
cde fibroblastos da méacula flava, que parecem ndo ser influenciados pela presenca deste
fator de crescimento quanto a producéo de &cido hialurénico e mudancas de forma.

Luo et al., 2006 avaliaram o efeito de fator de crescimento de hepatocitos, fator
de crescimento beta 1 transformante e fator de crescimento basico de fibroblastos em
culturas de fibroblastos humanos, simulando a lamina prépria de pregas vocais. Dos fatores
testados, 0 HGF se mostrou o Unico com propriedade de restauragdo da maleabilidade da
lamina prépria pela inducdo da formacdo de maior quantidade de acido hialurénico e

elastina associada a menor acumulo de colageno.

Ohno et al., 2008 estudaram o efeito do fator de crescimento de hepatdcitos na
expressdo génica de pregas vocais submetidos a lesdo aguda. Utilizaram PCR (polymerase
chain reaction) para quantificar a expressio de RNA mensageiro de TGF- beta 1 ,
procolageno tipos | e Ill, e hialuronato sintetase. Demonstraram evidencias de que o
tratamento com HGF auxilia nas vias de expressao de procolageno tipo Il e hialuronato
sintetase HAS-2.

Branski et al., 2009 estu dram o efeito do fator d ecrescimento Pl
transformante (FCT-B1) em fibroblastos de pregas vocais humanas cultivadas. Avaliaram a
producdo de coladgeno, migracdo e proliferagdo celular, ap6s a adicdo de diferentes
concentracdes do fator de crescimento. Concluiram que a adi¢do deste fator de crescimento
em concentragdes de 10 a 50 ng/ml induziu & producdo total de colageno, aumento da
migracdo e proliferacdo de fibroblastos.

Kishimoto et al., 2009 estudaram o efeito do fator de crescimento de
hepatdcitos sobre a expressdo génica dos fibroblastos da matriz extracelular da prega vocal
humana. Avaliaram a expressdo de HGF enddgeno, seu receptor c-Met, FCT-BI,
procolageno tipos | e Il1, &cido hialurénico sintetase (AHS-1 e AHS-2 , RNA mensageiro
com PCR (polymerase chain reaction). Concluiram que FCH atinge a regulacdo do HGF
enddgeno, FCT-B1, RNA m AHS 1 e 2 da prega vocal humana.
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4.1- Animais de experimentacao

Foram utilizados 20 coelhos, da raca New Zeland, pesando entre dois e trés
quilogramas, de ambos os géneros. Os dois primeiros foram utilizados como piloto para
sistematizacdo do procedimento cirurgico e analise histologica.

Foram excluidos da casuistica os animais com quaisquer alteragdes laringeas
observadas durante o procedimento, os que morrerem fora do prazo definido para o abate e
as fémeas prenhes.

Os animais foram mantidos no biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental da
Faculdade de Ciéncias Medicas (FCM) UNICAMP, em gaiolas com &gua e "eat:do
libitunm’, desde o pos-operatdrio imediato até o momento do sacrificio, de acordo com as
normas do Comité de Etica Animal da UNICAMP.

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal IB
UNICAMP, sob 0 numero 1033-1.

4.2- Procedimentos cirargicos

Apl6s 12 horas de jejum, os animais foram submetidos a anestesia
intramuscular, utilizando-se quetamina na dose de 25 mg/kg/dose e xilazina
na dose de 3 mg/kg, mantidos em respiracdo espontanea. Os coelhos foram posicionados
em decubito dorsal em um suporte em forma de canaleta, sobre a mesa cirdrgica. Foi
realizada tricotomia da face anterior do pesco¢o do animal, medindo aproximadamente 8 x
8 cm. A anti-sepsia foi feita com polivinilpovidona a 10% e o animal coberto por campos

cirtrgicos esterilizados, com exposi¢do exclusiva do pescoco.

Foi realizada incisdo longitudinal cervical ao nivel da cartilagem tiredide de
aproximadamente 4 cm de extensdo utilizando bisturi de lamina n° 15. O tecido subcuténeo
foi incisado com bisturi elétrico até o plano da fascia superficial, que foi exposta com a
utilizacdo de tesoura para disseccdo romba. Foi excisado fragmento da fascia de
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aproximadamente 1 cm2. A fascia foi estendida sobre superficie metélica e deixada
desidratar-se espontaneamente. (Figura 1)

A seguir foi realizada disseccdo do pescoco na linha média utilizando tesoura
Metzembaum até o plano da laringe, com sua individualizacdo. Realizada entéo,
laringofissura, com extensdo ao ligamento cricotiredideo, com ampla exposicdo das pregas

vocais.

Figura 1- Animal submetido a exposicao cirdrgica da laringe

A seguir, com o auxilio de microscopio éptico com aumento de 10X, foi
realizada incisdo longitudinal de aproximadamente 2 mm de extensdo, com bisturi, & frente
do processo vocal, na face vestibular das pregas vocais, direita e esquerda (PVD e PVE),
proximo a margem de coaptacdo. Subsequentemente foi procedida & introdugdo do
descolador na incisdo efetuada, e confeccdo de tunel por dissecgdo romba, no sentido
pdstero-anterior, paralelo & margem de coaptacdo da prega vocal, no nivel da lamina
prépria, separando-se cobertura e o ligamento vocal. Para tanto, foi utilizado micro bisturi
para incisdéo mucosa e micro dissector rombo em forma de “L* com angulacdo de 30 °.

Com utilizacdo de régua graduada foi confeccionado fragmento de fascia cervical
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superficial de 0,1 x 0,1 cm, que foi introduzido no tdnel submucoso criado na CSLP
(espaco de Reinke) de ambas as pregas vocais. Na prega vocal direita foi realizada injecéo
de 5ul de Fator de Crescimento de Fibroblastos (100 ng em 100microlitros) imediatamente
apos o enxerto de fascia, em ponto estabelecido a frente do processo vocal da aritendide.
(Figura 2)

t

Comissura

Anterior
S I Face Superior
Margem Coaptacgao
Face Inferior
.i__ Area de Descolamento
Prega Vocal Esquerda Prega Vocal Direita

Figura 2- Representagdo esquematica do procedimento cirdrgico nas pregas vocais

Na prega vocal esquerda foi realizado o mesmo procedimento cirdrgico, porém
sem injecdo de FGF. Este lado serviu como controle histologico das alteragcdes causadas
pela enxertia de fascia isolada.

Apos a revisdo da hemostasia por diatermocoagulacéo, foi realizada sintese da
ferida em pontos separados com fio de nailon 3.0.

4.3- Avaliacdo histologica dos resultados

Os animais foram sacrificados utilizando-se 3 ml de Thiopental sodico a 1%
seguidos por quatro ml de KCl a 19,1% intravenoso em “bolus” e suas laringes excisadas

para exame histologico.
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Os coelhos foram divididos em dois grupos de doze animais. O grupo A foi
sacrificado doze meses apds o procedimento cirirgico e o grupo B apdés um més do
procedimento. Os coelhos foram sequencialmente numerados de 1 a 12. Os coelhos

sacrificados fora do prazo foram excluidos da casuistica.

Quatro coelhos do grupo A e quatro coelhos do grupo B adoeceram, foram
sacrificados e excluidos da pesquisa.

Tabela 1- Lista dos animais dos grupos Ae B

GRUPOS Numer o dos
coelhos
A 1 2 3 4 5 6
B 7 8 9 10 11 12

O estudo histolégico com as coloragdes hematoxilina eosina (HE) e com
tricrdmico de Masson foi realizado por dois patologistas do departamento de Anatomia
Patolégica do Hospital de Clinicas da UNICAMP em momentos distintos. O anélise da
densidade do colageno utilizando a coloracdo com &cido picrico e sirius red (picro-sirius)
foi realizada pelo prof. Dr. Luiz Fernando Silva do Departamento de Anatomia Patoldgica
da faculdade de Medicina da USP S&o Paulo.

As laringes, apos avaliacdo macroscopica, foram fixadas por imersdo em formol
a 10% durante 48 horas. As pecas foram abertas posteriormente, por sec¢cdo mediana da
lamina da cartilagem cricdidea. As pregas vocais foram ressecadas em monobloco por
seccdo axial da cartilagem tiredidea foram colocadas em céapsulas plasticas identificadas
com o numero do animal e, posteriormente, encaminhadas para processamento histoldgico.
A cartilagem tiredidea do lado direito foi pintada com azul de metileno, para que

posteriormente, na analise histolégica, fossem identificados os lados corretamente.

O processamento consistiu em sete banhos seqlienciais de uma hora cada, em
alcool absoluto, para desidratacdo. Apds, por trés banhos em xilol ap, também durante uma

hora, para diafanizacéo. Por fim, trés banhos em parafina liquida a 60°C. Os fragmentos de
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prega vocal foram colocados em moldes metélicos, cobertos por parafina a 66°C e
submetidos a resfriamento em placa de gelo até o endurecimento da parafina. Apds a
solidificacdo resultou um bloco de parafina contendo ambas as pregas vocais, identificadas

com o nimero do animal ao qual pertenca.

A seguir, a laringe foi submetidas a sec¢do coronal obtendo-se no mesma
lamina, fragmentos de ambas as pregas vocais, aproximadamente no mesmo nivel de corte.
(Figura 3)

Figura 3- Corte histoldgico coronal da laringe. Detalhe das pregas vocais (setas)

Os blocos foram submetidos a cortes coronais por micrétomo, com
profundidade de trés micrometros. Em cada lamina foram montados dois cortes contendo
ambas as pregas vocais. Para a confeccdo das laminas, os cortes histologicos foram
colocados sobre as laminas de vidro, aquecidas em estufa durante cinco minutos para
derreter a parafina. A seguir, foram banhadas em xilol ap para desparafinizar. Foram
rehidratadas em banho répido em alcool absoluto e lavadas em &gua corrente por cinco
minutos. Foram encaminhadas para coloracdo com hematoxilina e eosina, tricrémico de

Masson e picro-sirius.
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Para a coloragdo com hematoxilina e eosina, as laminas permaneceram por
cinco minutos em hematoxilina, foram lavadas em &gua corrente, rapidamente, e
permaneceram mais cinco minutos em banho de eosina. Para finalizar, as laminas foram

acrescidas de resina e laminula e postas para secar por 24 horas.

Para a coloragdo com Tricromico de Masson, as laminas foram colocadas em
banho com solucéo de Bouin e aquecidas a 60° em estufa por uma hora. A seguir, foram
lavadas em agua corrente, passadas por agua destilada, e permaneceram em banho de
hematoxilina férrica de Weigert por 10 minutos. Lavadas novamente em &gua corrente por
10 minutos e passadas em &gua destilada. A seguir foram coradas pela solugéo escarlate de
Biebrich por cinco minutos, e novamente passadas por agua destilada. Passaram por banho
na solucdo de Acido Fosfotlngstico-Fosfomolibdico durante 15 minutos e, foram passadas
em &gua destilada. A seguir, novamente coradas com solugdo de azul de anilina durante
cinco a dez minutos e lavadas com agua destilada. Finalmente, as laminas passaram por
solucdo de &cido acético glacial 1% por trés minutos e ap6s uma Ultima passagem por agua
destilada, acrescidas a resina e laminula e postas para secar por 24 horas.

Para a coloragdo com picro sirius, as laminas foram coradas com a hematoxilina
férrica de Weigert por oito minutos, e entdo, lavadas em agua corrente por dez minutos. A
seguir novamente coradas, desta vez por solucdo contendo 0,5 g de Sirius red em 500 ml de
acido picrico por uma hora. Lavadas entdo por duas vezes em agua acidificada. Foram
secadas por agitacdo vigorosa e desidratadas e colocadas para desidratacdo em etanol
100%. A seguir, acrescidas de resina e laminula e postas para secar por 24 horas.

Os cortes histologicos tratados pela técnica de coloragdo picro sirius
(Picrosirius-red F3BA). Este método permite calcular a densidade de colageno nas pregas
vocais a partir da intensidade do tom de vermelho em que as fibras de colageno sdo
coradas. As imagens foram capturadas pelo sistema Sony® CCD 101/Trinitron®,
digitalizadas por placa digitalizadora Oculus TCX® e analisadas pelo aplicativo Image Plus
4.5 para Windows. Para cada l1amina, foi realizada a leitura de campos sucessivos em toda a
extensdo da prega vocal, acompanhando o epitélio, com ampliacdo de 20 X. Foram obtidas

as médias das leituras.
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Ao exame, se 0 tecido da prega vocal ndo estivesse bem visivel, mais quatro
cortes eram realizados, até que o corte mais representativo fosse encontrado. As laminas
foram analisadas por microscopia dptica convencional, nas objetivas de 4, 10 e 40 vezes,
com analise dos seguintes pardmetros: numero de células inflamatoérias (neutrofilos,
linfocitos e macrdfagos), presenca de fibrose, neoformacdo vascular e reagdo tipo corpo
estranho. Nos cortes histoldgicos corados pelo método picrosirius, o parametro analisado

foi somente a densidade das fibras colagenas.

A intensidade do infiltrado inflamatério foi avaliada semiquantitativamente.
Comparou-se a faixa de tecido da lamina propria da prega vocal com o tecido além desta
area, numa extensdo de 3 campos de maior aumento (X 40). A reacdo inflamatoria foi

classificada com os seguintes critérios:

Ausente (9): Né&o foram observadas celulas inflamatorias;

Leve (1): Quando se observaram 1 a 10 células mononucleares maduras;
Moderada (I1): Quando se observaram 11 a 20 células mononucleares maduras;
Intensa (I11): Quando se observaram mais que 20 células mononucleares maduras;

A reacdo inflamatéria foi, ainda, classificada como aguda quando havia
predominio de polimorfonucleares, e reagdo cronica do tipo corpo estranho, quando havia

predominio de macrdfagos ativos.

A celularidade foi classificada de acordo com o tipo celular predominante na
lamina propria da prega vocal. Comparou-se a faixa de tecido da lamina prépria da prega

vocal com o tecido além desta area, numa extensdo de 3 campos de maior aumento (X 40).

A intensidade da fibrose foi avaliada semiquantitativamente. Comparou-se a
faixa de tecido da I&mina propria da prega vocal com o tecido além desta area, numa
extensdo de 3 campos de maior aumento (X 40). Foi classificada de acordo com os

seguintes critérios:
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Ausente (9): N&o foram observadas fibras colagenas;

Leve (I): Presenca de focos esparsos de fibras colagenas;
Moderada (I1): Traves continuas de fibras colagenas circunjacentes ao enxerto;
Intensas (111): Longas faixas de fibras colagenas em torno do enxerto, constituindo

capsula fibrosa.

A neoformacdo vascular foi analisada na lamina propria da prega vocal, quanto

a auséncia ou presenca de vasos com paredes finas ou em processo de formacao.

Esses parametros foram analisados na prega vocal fora da regido submetida ao
enxerto de fascia e injecdo de fator de crescimento de fibroblastos. Igualmente, na prega
vocal contralateral, que também foi submetida ao enxerto, porém sem a adicdo do FGF que

serviu como controle do estudo.

A andlise estatistica dos resultados obtidos quanto a intensidade do infiltrado,
tipo de reacdo inflamatdria e presenca de neovascularizagdo com as laminas coradas por
HE, e a intensidade da fibrogénese com Tricromico de Masson, foram realizadas com o
teste exato de Fisher, por testar hipdtese univariada, em dois grupos de individuos

diferentes e com mensuragdo nominal.

A andlise estatistica dos resultados obtidos como o célculo da densidade de
fibras coldgenas, coradas por picrosirius, foi realizada utilizando-se testes pareados nao
paramétricos (Teste T pareado, teste de Wilcoxon) entre o lado direito e esquerdo dos

animais, nos periodos de tempo avaliados.

O p-valor<0.05 indica diferenca estatisticamente significativa entre os dois
grupos comparados, com intervalo de confianca e 95%, enquanto que o p-valor>0.05 indica
que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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5>- RESULTADOS
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5.1- Andlise histologica grupo A

Os aspectos histoldgicos encontrados em ambas as pregas vocais do grupo A

estdo expostos na tabela 2 e do grupo B estdo expostos na tabela 3.

Tabela 2- Aspectos histoldgicos encontrados no grupo A

Numero do Intensiddadedo  Predominio Intensidade da Recado Neo
coelho infiltrado celular fibrose crénica vascularizagdo

PVD PVE PVD PVE PVD PVE PVD PVE PVD PVE

1 I I LH ] I %] @ ] I ]
2 I I LH ] I %] @ ] I ]
3 I I LH ] I %] @ ] I @
4 I I LH ] I %] @ ] I @
5 I I L ] I %] @ ] I @
6 I I L ] I %] @ /] I @

Intensidade do processo inflamatério: ausente (@), leve (1), moderado (1), intenso (I11); Predominio de
celularidade: Polimorfonucleares (P), Linfocitario (L), Linfohistiocitario (LH), Histiocitario (H); Intensidade
da fibrose: ausente (&), leve (1), moderado (1), intenso (l11); Reag&o giganto celular: ausente (@), presente (1);

Presenca de neovascularizagdo: ausente (&), presente (1)

A figura 4 mostra, em aumento de 20X, a prega vocal direita com enxerto de
fascia associada a injecdo de FGF do coelho 2, corado por HE. Identifica-se discreta
fibrose subepitelial, com infiltrado inflamat6rio leve. Os nicleos celulares presentes neste

corte representam fibroblastos e miofibroblastos.
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Figura 4- Prega vocal direita (coelho 2) com enxerto de fascia na I[dmina propria, com a
adicdo de fator de crescimento de fibroblastos, em animal sacrificado apos 12
meses. Corte corado com HE. Observar discreto infiltrado inflamatério (seta).
(20X)
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Na figura 5, aumento de 20 X, a prega vocal direita com enxerto de fascia
associada a injecdo de FGF do coelho 2, corado por Tri cromico de Masson. Nessa
coloracdo propria para identificacdo de fibras colagenas, percebe-se melhor a fibrose de
grau leve, com deposicéo irregular de fibras colagenas.

Figura 5- Prega vocal direita (coelho 2), com enxerto de fascia na lamina propria e a
adicdo de FGF em animal sacrificado ap6s 12 meses. Mesmo corte da figura 4,
corado por Tricrébmico de Masson. Evidencia-se fibrose leve com deposicao
irregular de fibras colagenas em localizacdo subepitelial, corado em azul
(seta).(20X)
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A figura 6 mostra a prega vocal esquerda, controle das figuras anteriores,

referentes ao coelho 2, salientando o discreto infiltrado inflamatério na lamina propria.

Figura 6- Prega vocal esquerda, com enxerto de fascia sem adicdo de FGF(coelho 2),
sacrificado apds 12 meses. Observar discreto infiltrado inflamatorio (seta) (20X)
HE
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A figura 7 corte histolégico no mesmo nivel anterior, corado por Tricromico de
Masson (20X) da prega vocal esquerda, apenas com enxerto de fascia (controle) do coelho
2, onde pode-se observar que a lamina propria ndo apresenta fibrose, tem baixa celularidade

e auséncia de neoformacéo vascular.

Figura 7- Prega vocal esquerda, submetido apenas ao enxerto de fascia (coelho 2), controle
de animal sacrificado ap6s 12 meses. Mesmo corte da figura 6, corado por

Tricromico de Masson. Observar que a auséncia de fibrose. (20X)
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Na figura 8, corte histolégico da prega vocal direita (coelho 3), corado por picro
sirius. Percebe-se aumento da densidade das fibras colagenas, coradas em vermelho, e
discreto infiltrado inflamatorio.

Figura 8- Prega vocal direita (Coelho 3) com enxertia de fascia e adicdo de FGF na lamina
prépria de animal sacrificado ap6s 12 meses. Corado por picro sirius. Neste caso
percebe-se aumento da densidade das fibras colagenas, coradas em vermelho, e

discreto infiltrado inflamatdrio. (20X)(seta)
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5.2- Analise histolégica grupo B

Tabela 3- Aspectos histoldgicos encontrados no grupo B

Numero do Intensiddadedo  Predominio Intensidade da Recado
coelho infiltrado celular fibrose crénica vascularizagdo
PVD PVE PVD PVE PVD PVE PVD PVE PVD PVE
7 I %] H LH ] ] %] 1] %] %]
8 I I LH L ] ] ] ] %] %]
9 Il I L LH ] ] %] ] %] 4]
10 I I LH LH ] ] %] 1] %] %]
11 Il I LH LH ] ] %] 1] %] %]
12 Il I LH LH ] ] %] 1] %] %]

Intensidade do processo inflamatério: ausente (@), leve (1), moderado (1), intenso (I11); Predominio de
celularidade: Polimorfonucleares (P), Linfocitario (L), Linfohistiocitario (LH), Histiocitario (H); Intensidade

da fibrose: ausente (&), leve (1), moderado (1), intenso (l11); Reagéo giganto celular: ausente (@), presente (1);

Presenca de neovascularizagdo: ausente (&), presente (I )
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A figura 9 (coelho 11) apresenta o aspecto da prega vocal submetida ao enxerto
de fascia com adigdo de fator de crescimento de fibroblastos apds um més. Observa-se
infiltrado inflamatdrio intenso, composto principalmente por histiocitos.

Figura 9- Prega vocal direita, (coelho 11), com enxertia de fascia na lamina prépria
associada ao FGF em animal sacrificado ap6s um més, corado por HE.
Observar a celularidade bastante aumentada (seta). (20X)

Resultados
49



Na figura 10 observa-se o aspecto da prega vocal direita do mesmo animal
(coelho 11) (corado por Tricrémico de Masson, em aumento de 20X). Observar 0 aumento
da celularidade, e a presenca de fibrose discreta. Os cortes apresentam aumento do nimero
de fibroblastos.

Figura 10- Prega vocal direita, (coelho 11), com enxerto de fascia na lamina propria
associada ao FGF em aniaml sacrificado ap6s um més, corado por Tricromico

de Masson. Observar a fibrose muito leve corada em azul (seta). (20X)
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Na figura 11 observa-se o aspecto da prega vocal direita do mesmo animal
(coelholl). Observar o aumento da celularidade, porém e ndo se observa o amento da

densidade do colageno (corado por picro sirius, em aumento de 20X). Os cortes apresentam
aumento do namero de fibroblastos, histiocitos e linfécitos.

Figura 11- Prega vocal direita, (coelho 11), com enxertia de fascia na lamina propria,
associada ao FGF em animal sacrificado apds um més, corado por picro sirius.

A intensidade do infiltrado inflamatério, com aumento da quantidade de
fibroblastos (seta). (20X)
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A figura 12 apresenta detalhe da prega vocal esquerda (controle) do coelho
11(em aumento de 20X). A lamina prépria tem aspecto muito semelhante ao da lamina
prépria da prega vocal contralateral, no que diz respeito a celularidade, porém, em menor
intensidade e auséncia de fibrose.

Figura 12- Prega vocal esquerda (coelho 11), em animal sacrificado apds um més, com
enxerto da fascia na lamina propria, porém, sem adicdo de FGF, corado por
HE. Observar infiltrado inflamatorio discreto (seta). (20X)
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Na figura 13 (coelho 11) nota-se que lamina prdpria ndo apresenta fibrose

significante.

Figura 13- Prega vocal esquerda (coelho 11), em animal sacrificado apds um més, com
enxerto de féascia na ldmina propria, sem adicdo do FGF, corado por
Tricromico de Masson. Notar a auséncia de fibrose significante na lamina
prépria (seta). (20X)
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A figura 14 mostra, em detalhe, a prega vocal esquerda (coelho 11). Observar
que ndo houve aumento na densidade do colageno. Houve aumento na celularidade, porém,

em menor intensidade que a prega contralateral.

Figura 14- Prega vocal esquerda, (coelho 11), lado controle, em animal sacrificado apds
um més, corado por picro sirius. Observar que ndo houve aumento na densidade
do colageno (seta). (20X)
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5.3- Andlises comparativas da influéncia do fator de crescimento de fibroblastos no

grau dareacdo inflamatoéria nos periodos estudados.

Tabela 4- Analise comparativa da intensidade do infiltrado inflamat6rio entre o lado
submetido a enxertia de injecdo de FGF (PVD) e o lado controle, sem a adigdo

de FGF (PVE) do grupo A (12 meses).

Prega vocal Ausente Leve M oder ado Intenso Total
PVD 0,0% 83,4% 16,6% 0,0% 100%
PVE 16,6% 83,4% 0,0% 0,0% 100%

Tabela 5- Analise comparativa da intensidade do infiltrado inflamat6rio entre o lado
submetido a enxertia de inje¢do de FGF (PVD) e o lado controle, sem a adigdo

de FGF (PVE) do grupo B (1 més).

Prega vocal Ausente Leve M oder ado Intenso Total
PVD 0,0% 0,0% 50% 50,0% 100%
PVE 16,6% 66,8 % 16,6% 0,0% 100%

Ap6s um més do procedimento inicial, o fator de crescimento promoveu
aumento da reacdo inflamatoria. Ao contrario do grupo de animais com um ano de

acompanhamento, onde ndo houve desencadeamento de reacdo inflamatoria evidente.

Tabela 6- Andlise da reacdo inflamatoria na prega vocal esquerda nos peridos avaliados.

Grupo Ausente Leve M oder ado Intensa Total
Ap6s um més 16,6% 66,8% 16,6% 0% 100%
Ap6s um ano 16,6% 83,4% 0% 0% 100%
p=0,57375
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Tabela 7- Andlise da reagdo inflamatoria na prega vocal direita nos peridos avaliados.

Grupo Ausente Leve M oder ado Intensa Total
Ap6s um més 0 0 50% 50% 100%
Ap6s um ano 0 83,4% 16,6% 0% 100%
p=0,01111

A comparacdo da intensidade da resposta inflamatoria na prega vocal esquerda
(controle), ndo mostrou diferenca estatistica significante, nos periodos avaliados
(p=0,57375.

O lado com fator de crescimento mostrou diferenca significativa entre os
periodos avaliados (p-valor = 0,01, com 2 graus de liberdade). Ou seja, apés um més o fator
de crescimento mostrou-se associado a reacao inflamatoria moderada ou intensa, e para o
grupo com um ano de acompanhamento, o fator de crescimento se mostrou associado com

uma leve reagdo inflamatoria.
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5.4- Andlises comparativas da influéncia do fator de crescimento de fibroblastos no

predominio celular, nos periodos estudados.

Tabela 8- Andlise comparativa do predominio celular entre o lado submetido a injecdo de
FGF (PVD) e o lado controle, sem adicdo de FGF (PVE) do grupo A (12

meses).
Grupo Ausente linfocitario Linfohistiocitéario Histiocitario Total
PVD 0,0% 33,2% 66,8% 0 100%
PVE 0,0% 16,6% 83,4 0 100%

P=0,182

Tabela 9- Analise comparativa dos animais quanto ao predominio celular entre o lado
submetido a injegdo de FGF (PVD) e o lado controle, sem adi¢do de FGF
(PVE) do grupo B (1 més).

Grupo Ausente linfocitario Linfohistiocitéario Histiocitéario Total
PVD 0,0% 0,0% 83,4 16,6% 100%
PVE 0,0% 16,6% 66,8% 16,6% 100%
P=0,141

A prega vocal controle ndo apresentou, apdés 1 ano, qualquer resposta

inflamatoria. No entanto, a prega vocal direita apresentou predominio linfohistiocitario.

A anélise comparativa da celularidade da lamina prépria no lado submetido a
enxertia associada a inje¢cdo do fator de crescimento e no lado controle, nos coelhos
sacrificados ap6s 1 més, mostra predominio linfohistiocitario sem diferenca estatistica entre
os lados .
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Tabela 10- Analise do predominio celular na prega vocal esquerda nos peridos avaliados

Grupo Ausente linfocitario Linfohistiocitéario Histiocitéario Total
Ap6s um més 0,0% 16,6% 83,4% 0,0% 100%
Ap6s um ano 0,0% 16,6% 83,4% 0,0% 100%
P=1,0

Tabela 11- Analise do predominio celular na prega vocal direita nos peridos avaliados

Grupo Ausente linfocitario Linfohistiocitéario Histiocitario Total
Ap6s um més 0,0% 16,6% 66,8% 16,6% 100%
Apo6s um ano 0,0% 33,2% 66,8% 0 100%
P=0,51342

No grupo examinado apds um més, o lado controle esteve associado a presenca

de infiltrado inflamatério linfohistocitario. No grupo examinado apds um ano, no lado

controle houve auséncia de celulas inflamatdrias. No lado em que foi aplicado fator de

crescimento, ndo houve diferenca significativa entre os grupos, mostrando associagdo com

infiltrado inflamatorio linfohistocitario. Como se o fator de crescimento induzisse

migracéo dessas células.
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5.5- Andlises comparativas da influéncia do fator de crescimento de fibroblastos na

inducao defibrose, nos periodos estudados

Tabela 12- Analise comparativa da intensidade da fibrose entre o lado submetido a injecéo
de FGF (PVD) e o lado controle, sem adicdo de FGF (PVE) do grupo A

12 meses).
Prega vocal Ausente Leve M oder ado Intenso Total
PVD 0,0% 83,4% 16,6% 00,0% 100%
PVE 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0.0%

P=0,0182

Tabela 13- Analise comparativa da intensidade da fibrose entre o lado submetido a injecéo
de FGF (PVD) e o lado controle, sem adigdo de FGF (PVE) do grupo B (1 més).

Prega vocal Ausente Leve M oder ado Intenso Total
PVD 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
PVE 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0.0%

P=10

Nos coelhos examinados ap6s um més, o fator de crescimento ndo teve
nenhuma influéncia na inducéo da fibrose. Mas, nos coelhos examinados ap6s um ano, o

fator de crescimento esteveassociado a indugédo da fibrose.
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Tabela 14- Analise comparativa da intensidade da fibrose presente no lado controle, nos

periodos avaliados

Grupo Ausente Leve M oder ado Total
Ap6s um més 100% 0,0% 0,0% 100%
Ap6s um ano 100% 0,0% 0,0% 100%
p= 1,00

Tabela 15- Analise comparativa da intensidade da fibrose presente no lado submetido a

injecdo de FGF, nos periodos avaliados

Grupo Ausente Leve M oder ado Total
Ap6s um més 100% 0,0% 0,0% 100%
Ap6s um ano 0,0% 83,8% 16,6% 100%
p=0,01431

Os grupos nao mostraram fibrose, no lado sem fator de crescimento.

O lado com fator de crescimento mostrou fibrose leve para o grupo examinado

ap0Os um ano, com significancia estatistica.
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5.6- Andlises comparativas da influéncia do fator de crescimento de fibroblastos na
presenca da reacdo inflamatoria crénica do tipo corpo estranho, nos periodos

estudados

Tabela 16- Andlise comparativa da presenca de reacdo inflamatdria cronica do tipo corpo
estranho entre o lado submetido a injecdo de FGF (PVD) e o lado controle, sem adicao

de FGF (PVE) do grupo A(12 meses).

Prega vocal Ausente Presente Total
PVD 0,0% 0,0% 0,0%
PVE 0,0% 0,0% 0.0%

P=10

Tabela 17- Andlise comparativa da presenca de reacdo inflamatdria cronica do tipo corpo
estranho entre o lado submetido & injecdo de FGF (PVD) e o lado controle, sem

adicdo de FGF (PVE) do grupo B (1 més).

Prega vocal Ausente Presente Total
PVD 0,0% 0,0% 0,0%
PVE 0,0% 0,0% 0.0%

P=10

Em nenhum dos experimentos foi observada a presenca de reagdo inflamatdria

cronica.
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5.7- Analises comparativas da influéncia do fator de crescimento na
neovascularizacdo, nos periodos estudados

Tabela 18- Anélise comparativa da presenca de neovascularizacdo entre o lado submetido a
injecdo de FGF (PVD) e o lado controle, sem adicdo de FGF (PVE) do grupo A

(12 meses).
Prega vocal Ausente Presente Total
PVD 100,0% 0,0% 100,0%
PVE 0,0% 0,0% 0.0%
P=0,1431

Tabela 19- Anélise comparativa da presenca de neovascularizacéo entre o lado submetido a
injecdo de FGF (PVD) e o lado controle, sem adicdo de FGF (PVE) do grupo

B (1 més).
Prega vocal Ausente Presente Total
PVD 0,0% 0,0% 0,0%
PVE 0,0% 0,0% 0.0%
P=10

O grupo examinado ap6s um més, o fator de crescimento ndo teve influencia na
neovascularizacdo, mostrando-se ausente. O grupo examinado apds um ano, o fator de

crescimento fez diferenca na angiogénese entre os lados.
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Tabela 20- Andlise da presencga da neovascularizacdo na prega vocal esquerda nos peridos

avaliados
Grupo Ausente Presente Total
Ap6s um més 100% 0,0% 100%
Ap6s um ano 100% 0,0% 100%

p= 1,00

Tabela 21- Andlise da presenca da neovascularizagdo na prega vocal direita nos peridos

avaliados
Grupo Ausente Presente Total
Ap6s um més 100% 0,0% 100%
Ap6s um ano 0,0% 100% 100%

p=0,1431

O lado sem fator de crescimento, ndao mostrou nenhum caso de
neovascularizagdo. O lado com fator de crescimento, mostrou, para o todo grupo

examinado apds um ano, com neovascularizagéo.

5.8- Andlises comparativas da influéncia do fator de crescimento de fibroblastos na
inducdo de formacao de colageno, nos periodos estudados

Tabela 22- Comparagdo das pregas vocais direita e esquerda quanto a densidade de fibras

colagenas apds um ano, utilizando Teste t pareado.

Prega vocal n Media Desvio padr &o Minimo Maximo
Direita 6 0,3057 0,30093 0,01 0,84
Esquerda 6 0,3509 0,27858 0,0 0,77
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Apo6s um ano ndo houve diferenca estatistica quanto a densidade de fibras

colagenas entre as pregas vocais, direita e esquerda.

Tabela 23- Comparacdo das pregas vocais direita e esquerda quanto a densidade de fibras

colagenas apds um ano, utilizando teste de Wilcoxon Signed Ranks

n Taxa media Sum taxa
Esquerda - direita Taxas negativas 3 3,00 9,00
Taxas negativas 3 4,00 12,00
Ties 0°
Total 6

a esquerda < direita; b esquerda > direita; ¢ esquerda = direita

Apo6s um ano ndo houve diferenca estatistica quanto a densidade de fibras

colagenas entre as pregas vocais, direita e esquerda.

Tabela 24- Comparagdo das pregas vocais direita e esquerda quanto a densidade de fibras

colagenas apds um més, utilizando Teste t pareado

Prega vocal n Media Desvio padr &o Minimo Maximo
Direita 3 0,388 0,3132 0,00 0,07
Esquerda 2 0,012 0,00147 0,0 0,0

A andlise deste parametro foi prejudicada, pois foi avaliada utilizando dados de

dois animais, sendo menos confiavel.
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Tabela 25- Comparagdo das pregas vocais direita e esquerda quanto a densidade de fibras

colagenas apds um més, utilizando teste de Wilcoxon Signed Ranks

n Taxa media Sum taxa
Esquerda - direita Taxas negativas 28 1,50 3,00
Taxas positivas o° 0,00 0,00
Ties 0°
Total 2

a esquerda < direita; b esquerda > direita; ¢ esquerda = direita

A andlise deste parametro foi prejudicada, pois foi avaliada utilizando dados de

dois animais, sendo menos confiavel.

Analisando a diferenca da densidade de colageno entre os dois periodos
avaliados, percebe-se que a proporcéo de colageno por area € bem maior nos animais apés

um ano do que ap6s um més, com significancia estatistica.
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A corre¢do das alteracBes da lamina prépria da prega vocal persiste até hoje

como um dos grandes dilemas da laringologia.

Em alteracGes como sulcos vocais e cicatrizes em pregas vocais ocorre a atrofia
da camada superficial da lamina propria e até a aderéncia do epitélio nas camadas

intermediaria e profunda, com prejuizo a propagacdo da onda mucosa e producgéo da voz.

Dentre as alternativas terapéuticas disponiveis, nenhuma restitui a estratificagdo
da ldmina proépria e restaura as caracteristicas da voz. Existem vérias técnicas cirurgicas
propostas na tentativa de melhorar ou solucionar as altera¢cdes da lamina propria da prega
vocal. As opgOes consistem em excisdo e ablagdo do tecido cicatricial; liberagdo da mucosa
e quebra da contratura linear; medializagdo da prega vocal seja pela injecdo de substancias
e tecidos no espaco de Reinke ou no musculo vocal, seja por cirurgia do arcabouco laringeo
como propostas por Isshiki ha 30 anos. (Pontes et al.,1994; Chan et al., 1999; Ford et al.,
1999; Ford C., 1999; Hallen et al., 2001; Nishiama et al., 2002; Reijonen et al., 2001;
Rihkanen et al., 1998; Rosen C A, 2000)

Recentemente, as estratégias de tratamento tem visado aumentar a concentragdo
de &cido hialurdnico, importante para reparacao tecidual, e diminuir a concentracdo de
colageno do tipo I, e assim diminuir a fibrose na prega vocal. (Kanemaru et al., 2003;
Kishimoto et al., 2009; Ohno et al., 2008, 2009)

Essas pesquisas baseiam-se na adi¢do de fatores de crescimento (hepatdcitos,
fibroblastos, fibroblastos B1 transformante) a culturas celulares e sua aplicacdo em animais
de experimento, na tentativa de atuar nos fibroblastos da lamina propria. Assim eles
produziriam nivel étimo de acido hialurénico e colageno, e restituiriam as propriedades

biomecanicas da prega vocal. (Kishimoto et al., 2009; Ohno et al., 2008, 2009)

O resultado ideal na reparacdo das alteracfes das pregas vocais serd aquele que
considerar as propriedades do tecido bioldgico utilizado e do sitio receptor, além de aplicar
principios mecanicos ja bem estabelecidos, como o observar o contato de toda a prega

vocal membranosa e o correto nivelamento das pregas vocais.
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Seguindo os principios sugeridos por Constantino e Friedman, 1994, o
bioimplante ideal depende da facilidade para sua obtengdo, da quantidade disponivel, da
baixa morbidade ao doador, das caracteristicas imunogénicas e mutagénicas, da baixa
susceptibilidade a infeccdo, da sua maleabilidade e de sua taxa de absor¢do. Carvalho, 2006
avaliaram a utilizagdo de fascia lata implantada na l&mina prépria das pregas vocais de
caes. Observaram que ela apresenta boa integracdo tecidual, baixa taxa de infeccdo ou
absor¢do. E um tecido disponivel em todo o organismo, em grande quantidade e é
conseguido com baixa morbidade. A fascia é uma boa fonte de fibroblastos, ja que é
constituida somente este tipo celular, produtor de acido hialurdnico e colageno.

Nesta pesquisa, foi analisada a fascia com fonte adicional de fibroblastos e o
fator de crescimento de fibroblastos como fator de regulacdo na atividade dessas células.
Foi buscado compreender se haveria incremento na reparagdo tecidual da prega vocal, na

presenca da fascia e essa substancia.

Para essa avaliagdo foi utilizado o modelo experimental, por ser mais
controlado. O animal escolhido foi o coelho, animal amplamente utilizado em estudos
experimentais em laringologia. E um animal de facil manuseio. No presente estudo foi
estudada de que maneira o enxerto de fragmento de fascia superficial se comporta quando
implantado no espaco de Reinke de pregas vocais de coelhos, na presenca de fator de
crescimento de fibroblastos.

O coelho apresenta inimeras dificuldades como animal de experimentacdo em
laringologia. A laringe e as pregas vocais sdo muito pequenas, o que dificulta o acesso
endoscopico. Optamos por expor as pregas vocais através de laringo-fissura para assegurar
homogeneidade & técnica cirdrgica. A insercdo do peciolo da epiglote é muito baixa e,
quando lesada, apresentava sangramento que interfere no procedimento cirurgico. A por¢éo
cartilaginea da prega vocal € proporcionalmente muito grande corresponde a quase metade
da extensdo da mesma. A porcdo membranosa da prega vocal é muito reduzida e dificulta a
obtencdo de varios cortes, muitas vezes necessarios para a realizagdo dos diversos métodos
de coloracédo Por esse motivo em trés animais ndo conseguimos amostra representativa para
a captacdo da imagem da lamina e medicdo da densidade no grupo de sacrificio apds um

A

mes.
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Em estudo prévio realizado em cédes, com metodologia semelhante pelos
mesmos autores, pudemos constatar que o experimento em coelhos oferece mais
dificuldades técnicas, tanto na realizacdo das intervengdes cirurgicas quanto na confecgdo

de material para analise histolégica.

Os parametros escolhidos para avaliar o comportamento da fascia implantada, a
influencia do fator de crescimento e leito receptor foram baseados na resposta normal de

cicatrizacdo do organismo.

Quando o enxerto é introduzido em qualquer outro tecido, os estagios de
inflamacéo e proliferagéo sdo prolongados. Ocorre migracdo de polimorfonucleares, que se
dispdem na sua periferia resultando em lise e fagocitose do enxerto. A seguir, por estimulo
quimiotatico, macrofagos sdo atraidos e substituem os neutréfilos. Os macréfagos realizam
fagocitose de bactérias e desbridam a ferida. O grau de resposta inflamatdria ao enxerto
parece estar relacionado ao quanto o enxerto € quimico ou fisicamente reativo ao sitio
receptor. O que pode levar a reparacdo tecidual normal ou a inflamacdo cronica
(Hom, 1994).

Os resultados deste estudo sugerem que o fator de crescimento de fibroblastos
ndo seja bem tolerado, por ter desencadeado reacdo inflamatoria quando injetado na lamina
prépria de prega vocal de coelho. Houve diferenca estatisticamente significante, nos
periodos de um e doze meses de seguimento pds-operatorio, entre a intensidade da resposta
inflamatoria nas pregas vocais submetidas a injecdo de fator de crescimento de fibroblastos
e 0 grupo controle. N&o ha resultados que avaliem este parametro na literatura indexada. Os
estudos realizados avaliam a acdo do fator de crescimento de fibroblastos em fibroblastos
cultivados e ndo avaliam a resposta tecidual & presenca deste fator. A presenca da fascia
isolada ndo desencadeia resposta inflamatéria conforme demostrado por estudo anterior de
Carvalho (2006) e Duke et al. (2001), que avaliaram a histologia de pregas vocais

submetidas a injecdo de fascia lata triturada em musculo vocal de caes.

O predominio linfo-histiocitario presente na lamina prdopria das pregas vocais
submetidas a enxerto de fascia associado a injecdo de FGF ndo pode ser considerado como
sendo decorrente de reagdo inflamatoria cronica desencadeada pela presenca deste fator de
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crescimento. O predominio linfo-histiocitario também ocorreu na prega vocal controle e

ndo houve diferenca estatistica significante quando os dois lados foram comparados.

A auséncia de macréfagos ativados, no estudo histolégico do presente estudo, é
outro fato que comprova a biocompatibilidade entre a fascia e a prega vocal. Esse fato
sugere ainda que o fator de crescimento ndo seja fator ativador destes macrdfagos, pois
estas células estdo presentes nos cortes histolégicos na forma inativa. Quando qualquer
substancia € reconhecida como estranho ao tecido, ocorre a coalescéncia dos macrofagos
que se tornam ativados, e realizam a fagocitose e eliminagdo do mesmo. Sua presenca

caracteriza a reagdo inflamatdria cronica do tipo corpo estranho (Robins et al., 1986)

Este estudo revelou que a presenca do fator de crescimento de fibroblastos pode
ter desencadeado fibrose além do esperado com a manipulag¢do cirdrgica e enxertia de
fascia, ja que a intensidade da fibrogénese foi maior que a encontrada nas pregas vocais
controle, apos 1 ano. Fato que corrobora com as observacdes de Hirano et al., 2203 e
Branski et al., 2009 que em estudos in vitro, demonstraram que o fator de crescimento de
fibroblastos leva ao aumento da producdo de coldgeno do tipo I e &cido hialurdnico. No
presente estudo, todas as pregas vocais com injecdo de fator de crescimento apresentaram
focos de fibrose, caracterizados como leve, e em somente um a fibrose foi caracterizada
como moderada na avaliagdo com Tricromico de Masson. Provavelmente focos de fibrose
estejam mais relacionados a inje¢do do fator de crescimento do que a presenca do enxerto,
ja que nos animais submetidos somente a enxertia de fascia a fibrose foi caracterizada como
ausente. A auséncia de fibrose apds um més, provavelmente se deva ao pequeno periodo de
acompanhamento, onde ndo tenha havido tempo para o desencadeamento de fibrose visivel

a analise histoldgica.

Na avaliacdo da densidade de coldgeno nas pregas vocais observa se que a
propor¢do de colageno por area é bem maior nos animais apos 1 ano do que com 1 més, em
ambos os lados, esse dado esta bem de acordo com o que encontramos normalmente, que é
o fato de o processo de cicatrizagdo levar mais que um més, as vezes 4 ou 5, de forma que o

colageno mais maduro esta presente nesse grupo.
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O fator de crescimento associado a fascia parece ter aumentado a angiogénese,
0 que pode indicar um efeito de integracdo do tecido enxertado no sitio receptor. Ndo ha

estudos prévios que avaliem a neovascularizacdo em fascia enxertada em pregas vocais.

Este € o primeiro estudo que avalia a integracdo de fragmento de fascia
implantado na lamina propria com a adicdo de fator de crescimento de fibroblastos. Em
todos os animais com acompanhamento mais longo, o fator de crescimento desencadeou
fibrose, mesmo que leve, ao contrério da presenca isolada da fascia que ndo induziu a
fibrogénese em nenhum. Este fato pode sugerir que este enxerto, quando utilizado de forma
isolada, possa apresentar boa perspectiva de utilizagéo para o restabelecimento estrutural da
lamina propria na correcdo de sulcos e cicatrizes, por ndo induzir a formacdo de fibrose,
corroborando achados de estudo prévio da UNICAMP (Carvalho, 2006).

No que diz respeito a espessura da fascia, em estudo prévio, Carvalho, 2006
demonstraram que quando a fascia era mais espessa, ela permanecia bem identificada a
avaliagdo histoldgica. Neste estudo, a fascia ndo foi distinguivel do tecido circunvizinho.
Este fato talvez se deva realmente a menor espessura da fascia cervical ou porque 0s
animais sejam diferentes, e ela provavelmente seja mais adequada as caracteristicas do leito

receptor, a lamina propria.

O conjunto dos resultados deste estudo supde que a utilizacdo do fator de
fibroblastos associado ao enxerto de fascia talvez ndo seja adequada a correcdo das

alteracOes da ldmina propria da prega vocal.
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7- CONCLUSAO
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Da avaliagdo de 12 coelhos estudados, submetidos ao enxerto de fascia cervical
superficial e a injecdo de fator de crescimento de fibroblastos na lamina propria de pregas
vocais de coelhos, pode-se concluir que:

A reacdo inflamatdria foi mais intensa na prega vocal com enxerto de fascia e

fator de crescimento de fibroblastos nos dois periodos estudados: um més e doze meses.

A intensidade da reacdo inflamatéria foi maior no grupo avaliado ap6s um més

que no grupo avaliado ap6s doze meses.

A injecdo de crescimento de fibroblastos induziu neovascularizacéo,
desencadeou maior intensidade de fibrose e ndo causou resposta inflamatoria crénica do

tipo corpo estranho.
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ANEXO 1- DADOS DE CADA COELHO

NUmero Intensidade  Predominio Intensidade Reacdo Neo
do coelho doinfiltrado celular dafibrose crénica vascularizagdo

PVD PVE PVD PVE PVD PVE PVD PVE PVD PVE

1 I I LH @ I %} 7} %} | %}
2 I I LH @ I %} %} a | %}
3 I I LH @ I %} %} %} | %}
4 I @ LH @ I %} 7} %} | %}
5 I I L @ I %} 7} %} | %}
6 I I L @ I %} %} %} | %}
NUmero Intensidade  Predominio Intensidade Reacdo Neo
do coelho doinfiltrado celular dafibrose crénica vascularizagdo
PVD PVE PVD PVE PVD PVE PVD PVE PVD PVE
7 I @ H LH %) %} 7} 7} %) 7}
8 I I LH L %} %} %} %} %) 7}
9 " I L LH ) 7} %} %} %) 7}
10 I I LH LH 7} %} 7} 7} %) 7}
11 " I LH LH %} %} %} %} %) 7}
12 " I LH LH %) 7} %} %} %) 7}
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ANEXO 2 DADOS DENSIDADE

animal tempo lado foto area colageno area total
1 lano direito 26 1259.1353 7966.8193
1 1 ano direito 23 664.31940 7377.2007
1 1 ano direito 22 379.15442 5133.7817
1 1 ano direito 18 538.2419 10898.538
1 1 ano direito 16 1162.6460 12019.814
1 1 ano direito 27 3221.2212 10568.465
1 1 ano esquerdo 30 1016.6860 6047.9473
1 1 ano esquerdo 29 815.92102 3924.0693
1 1 ano esquerdo 31 993.72992 8075.4043
2 1 ano direito 33 2866.0610 5508.8311
2 1 ano direito 34 4106.3179 10289.823
2 1 ano direito 37 5674.8306 14029.096
2 1 ano esquerdo 32 401.78265 1650.3927
3 1 ano direito 13 11517.540 12472.352
3 1 ano direito 12 11787.357 15257.462
3 1 ano direito 9 10818.134 12962.154
3 1 ano esquerdo 14 4324.9780 5305.8740
3 1 ano esquerdo 17 9218.2432 11545.024
3 1 ano esquerdo 18 8681.8184 10667.270
3 1 ano esquerdo 19 7096.3730 11721.371
3 1 ano esquerdo 15 7239.4370 8861.3480
4 1 ano direito 24 3082.1528 11351.479
4 1 ano direito 23 4157.5029 15000.464
4 1 ano direito 22 3128.2424 9016.2832
4 1 ano direito 21 982.41925 6041.4795
4 1 ano esquerdo 27 2041.0627 5114.8691
4 1 ano esquerdo 25 264.89569 851.91583
5 1 ano direito 29 93.128883 6369.5444
5 1 ano direito 30 17.450993 1593.8461
5 1 ano esquerdo 31 25.312479 6278.7378
6 1 ano direito 37 1257.1272 8770.8691
6 1 ano esquerdo 41 2456.6150 4887.8081
6 1 ano esquerdo 42 5158.0562 8182.1323
8 1 més direito 46 53.691689 6636.0151
8 1 més direito 45 8.9133253 3050.0784
8 1 més direito 47 13.066848 5615.1968
8 1 més esquerdo 49 0.89474761 4770.9375
8 1 més esquerdo 50 0.23911373 5614.2954
9 1 més direito 5 284.25653 6618.2948
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1 més direito 3 270.80801 4526.7192
1 més direito 2 722.13647 7631.8760
11 1 més direito 8 197.72556 10390.677
11 1 més direito 7 217.44415 8110.7642
11 1 més direito 10 1395.4375 15114.726
11 1 més esquerdo 12 50.474693 14546.308
11 1 més esquerdo 11 10.211051 10995.731
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