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RESUMO

Socher, J.A. Impacto da mitomicina-C tdpica na deposi¢ao de colageno em torno de
enxertos de gordura na prega vocal de coelhos: estudo histolégico e morfométrico
[tese]. SAo Paulo: Faculdade de Medicina; Universidade de Sdo Paulo; 2009. 185p.

Desde o inicio de 1990, a enxertia de gordura na pregavoca € descrita como um método
para reparar a insuficiéncia glética. O objetivo deste estudo é avdiar os efeitos da
aplicacdo tdépica de mitomicina-C no processo cicatricial de enxertos autélogos de
gorduras inseridos em pregas vocais de coelhos através da medida da deposicdo de
colageno. Vinte e oito coelhos foram submetidos a enxertia de gordura em ambas pregas
vocais. As pregas vocais direitas recebeu previamente a aplicacao topica de mitomicina-
C (0,4mg/ml) durante cinco minutos enquanto que as pregas vocais esquerdas formavam
0 grupo controle (sem mitomicina-C). Quatro grupos com 6 coelhos cada foram
sacrificados com 7, 14, 30 e 90 dias ap0s a cirurgia de enxertia. As pregas vocais foram
removidas para estudo histolégico com a intencdo de quantificar a deposicdo de
colageno através da coloracdo por Picrossirius Red sob microscopia polarizada. A
deposicéo de colageno foi menor em todos o0s grupos de pregas vocais que receberam
aplicacdo topica de mitomicina-C quando comparada com as pregas vocais do grupo
controle. No presente estudo, a aplicacéo tépica de mitomicina-C antes da enxertia de

gordura reduziu significativamente a deposi¢do de colageno (p = 0,05).

Palavras-chave: (1) CORDAS VOCAIS/anatomia&histoIog[a; (2) COELHOS/cirurgia;
(3) ENXERTO AUTOLOGO/efeitos adversos; (4) COLAGENO/ultraestrutura; (5)
MITOMICINA-C/uso terapéutico; (6) GORDURA SUBCUTANEA /transplante.



SJMMARY

Socher, J.A. Impact of topical mitomycin-C in the deposition of collagen around fat
graftsin vocal folds of rabbits histologic and morphometric study [thesis]. Faculty of
Medicine, University of Sao Paulo, SP (Brazl); 2009.  185p.

Since the early 1990s, fat implantation in the vocal fold is described as a method of
repairing glottal insufficiency. The aim of this study was to evaluate the effect of topical
application of mitomycin in the healing process with collagen deposition measurement
around of autologous fat implants inserted in rabbits vocal folds. Twenty-eight rabbits
were submitted to a fat implant in the both voca folds. The right vocal folds received
previously topical application of mitomycin (0,4mg/ml) for five minutes and the left
vocal folds were the control group (without mitomycin). Four groups of 6 rabbits each
were sacrificed 7, 14, 30 and 90 days after the implantation. The samples of the vocal
folds were collected for histologica analysis with the purpose of quantifying the
collagen deposition by Picrosirius Red stain under polarization microscopy. The
collagen deposition was lower in all groups of vocal folds with topical application of
mitomycin than in control groups. In the present study, the topica application of

mitomycin before the fat grafts reduced significantly the collagen deposition (p = 0,05).

Keywords: (1) VOCAL CORDS/anatomy & histology; (2) RABBITS/surgery; (3)
TRANSPLANTATION, AUTOLOGOUS/adverse effects;, (4) COLLAGEN
FIBERSMultrastructure; (5) MITOMY CIN/therapeutic use; (6) SUBCUTANEOUS
FAT /transplantation
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ABSTRACT

Introduction: Since the early 1990s, fat implantation in the vocal fold is described as a method of
repairing glottal insufficiency.

Objective: The aim of this study was to evaluate the effect of topical application of mitomycin in the
healing process with collagen deposition measurement around of autologous fat implants inserted in
rabbits vocal folds.

Methods: Twenty-eight rabbits were submitted to a fat implant in both vocal folds. The right vocal folds
received previously topical application of mitomycin (0,4mg/ml) for five minutes and the left vocal folds
were the control group (without mitomycin). Four groups of 6 rabbits each were sacrificed 7 days, 14
days, 30 days and 90 days after the implantation. The vocal folds were processed for histological analysis
with the purpose of quantifying the collagen deposition by Picrosirius Red stain under polarization
microscopy.

Results: The collagen deposition was lower in all groups of experimental vocal folds with topical
application of mitomycin than in control groups.

Conclusion: In the present study, the topical application of mitomycin before the fat grafts reduced

significantly the collagen deposition (p < 0,05).

Key Words: autologous transplantation, collagen fibers, picrosirius red, fat implant.
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INTRODUCTION

The glottal insufficiency is a failure of adequate glottal closure resulting from vocal fold
paralysis, unilateral or bilateral vocal fold paresis, scarring with loss of the normal vocal fold mucosa
vibration, atrophy of the lamina propria or thyroarytenoid muscle from aging'"?. These changes can lead
to aspiration, cough, hoarseness, loss of vocal control and fatigue®. A number of procedures have been
suggested to improve glottal closure in these cases. Although effective, these approaches have limitations
and complications. Over the decades, several authors reported the augmentation of a variety of substances
for the management of glottic insufficiency: paraffin, teflon (polytetrafluoroethylene), cartilage, bone
paste, gelatin (gelfoam), silicone, calcium hydroxylapatite, collagen, fat, fascia and hyaluronic acid® > 7.
The augmentation of the vocal fold with autologous fat graft has proven to be a safe and effective

3, 9)

technique for correcting glottic insufficiency . Efforts to preserve the cellular and amorphous

components of the vocal fold lamina propria have influenced phonomicrosurgical refinements"”.
However, the wound healing on vocal fold remains a challenge. In general, a scar is regarded as fibrous
tissue. It has been believed that an increase of collagen fibers produced by fibroblasts is the basis of
fibrousis and that the strength of scar tissue depends on its collagen content!”. The reduction of
fibroblasts by mitomycin is may cause a decrease in the synthesis of various extracellular matrix
components that are essential for wound healing and for maintaining the vibratory properties of the vocal
folds""?. Mitomycin is an antibiotic that acts as an antimetabolite, and its preventive effect on scarring has
been confirmed, especially in the field of Ophthalmology''* '¥. The aim of this study was to evaluate the

effect of topical mitomycin in the healing process around of autologous fat implants of rabbits vocal folds

quantifying the collagen deposition by Picrosirius Red stain under polarization microscopy.

MATHERIAL AND METHODS

Animal surgery. Twenty-eight adult male New Zealand rabbits were operated: twenty-four
rabbits were used in this study. Two further animals were used in the pilot study, one rabbit died due to

cervical abscess on day 7 and one rabbit died because of acute respiratory failure on day 1. The body
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weights of rabbits ranged from 2,5 to 3,5kg. All animal’s surgeries and care procedures were carried out in
accordance with institucional policies on care of animals and were approved by the Ethics Committee for
the Analysis of Research Projects of the University of Sdo Paulo School of Medicine. In each surgery, the
right vocal fold was the experimental side and the left was the control. The rabbits were sedated with
Xylazine (5mg/kg) and Ketamine (50mg/kg) IM injections leading in spontaneous ventilation. Under
asseptic technique, the vocal folds were accessed by anterior laryngeal fissure. In each rabbit, both vocal
folds underwent a 1,0-mm-long incision in the superior border that allowed the dissection of a pocket
between the thyroarytenoid muscle and the mucosa under visualization with an operating microscope. All
the right vocal folds (experimental) received topical application of mitomycin (0,4mg/ml) with
3,0mmX1,0mm-long sterilized surgical patties (Codman 80-1408, Johnson & Johnson® Professional,
USA) for five minutes while the left vocal fold was protected with sterilized surgical patties to avoid
contamination with mitomycin. The 3,0-mm-long block of fat graft was removed from the adipose tissue
of the anterior cervical region and implanted in the pocket of both vocal folds. The fat graft was kept in
place solely by the difference in size between the small incision and the pocket to fat block!'®. Post-
operatively, rabbits received Benzylpenicillin procain 300.000UI and Benzylpenicillin potassium
100.000U1, diluted in 3.0 ml of distilled water and IM injected 0.4ml per dose during 5 days. The rabbits
were randomized into four groups of 6 each and were painlessly sacrificed 7 days (group 1 — G1), 14 days

(group 2 — G2), 30 days (group 3 — G3) and 90 days (group 4 — G4) after the surgery.

Histology and Morfometry. The larynx was collected and fixed in 10% formalin, dehydrated and
processed for histology. The experimental folds and the control folds were sectioned in the coronal plane.
After fixation, thick transverse histologic sections were cut at the same level for both vocal folds in 3um
thick sections in the coronal plane. The sections were stained by hematoxylin-eosin and Pricrosirius Red
methods"'?. The histological vocal folds sections (experimental and control) received a codification and
were blindly examined by the researcher under a standard and polarization microscopy (model Leica DMR
by Leica M-System, Wetzlar, Hessen, Germany). The collagen was stained in shades of yellow, orange
and red, while all other substances acquire an approximate color of black. Comparison was made between

the experimental side and the control side for (1) relationship of the graft with the adjacents structures; (2)
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comparison of the concentration of collagen fibers between experimental and control vocal folds groups,
and; (3) relationship between the scar and the different groups (G1, G2, G3 and G4) in each experimental
and control vocal folds. The morphometric study with the quantification of collagen was done with the aid
of image digital analysis system and software Image Pro Plus® - version 4.1 (Media Cybernetics S/N
41N41000-26671, USA) for Microsoft Windows®. From the establishment of a pattern of collagen colors
by the software, set up a gradient allowing the recognition of collagen and thus provide the area (um?)
occupied by it. With the software the total area (um?) of each field was calculated and from these values
get the proportional area of collagen (%) for each field analysis. All fields (Pricrosirius Red stain under
polarization microscopy with magnification X200) that were seen surrounding the fat graft were analyzed
both adjacent to muscle and the lamina propria (figure 1). The researcher analyzed one slide for each vocal
fold and at least five fields per slide. Data obtained from each vocal fold were tabulated in the software
Microsoft Excel® separating the four groups of study (G1, G2, G3 and G4) and the origin of each vocal
fold (right and left).

Statistical analysis. The statistical analysis was carried out from the arithmetic mean of the
values of proportional area of collagen obtained in the fields of each slide. There was normal distribution
in all the variables studied in Kolmogorov-Smirnov test. The arithmetic mean and standard deviation were
used as measures of central tendency and dispersion, and Student’s t-test of the statistical analysis to
compare the results between the experimental and control vocal folds in all groups (G1, G2, G3 and G4).
The one-way repeated measures Analysis of Variancy test (ANOVA) and Tukey test were used to
compare the results between the groups G1, G2, G3 and G4 (7, 14, 30 and 90 days, respectively) in each
experimental and control vocal folds groups (Software SPSS version 15.0 by Statistical Package for
Social Sciences Inc., Chicago, IL, USA). In all tests was considered a statistically relevant difference a

significance level of 5% (p < 0,05).



Mitomycin reduces the concentration of collagen around fat grafts

RESULTS

Relationship of the graft with the adjacents structures. The fat grafts were identified in all
groups up to 90 days post-operatively in both vocal folds. The collagen provides a reticular distribution
extending toward the muscle, forming a sort of intertwined network, leaving the fat graft completely
surrounded by thick and strongly birefringent collagen fibers (yellow, orange and red colors). The
collagen fibers showed similar behavior in the lamina propria with unorganized distribution. This pattern
was observed in all groups of study in both vocal folds (figure 2).

Comparison of the concentration of collagen fibers between the different vocal folds. The
Student’s t test statistical analysis of the proportional area of collagen (%) showed a significant lower
concentration (p< 0.05) of collagen fibers in the experimental vocal folds submitted to the topical
application of mitomycin in all groups (G1, G2, G3 and G4) — (table 1) — (figure 3).

Relationship between the scar and the different groups. In the control vocal folds the difference
of proportional area of collagen (%) was significant (p< 0.05) between the group G1 (7days) and the
groups G2 (14 days), G3 (30 days) and G4 (90days) — (one-way repeated measures ANOVA and Tukey
test). The difference of proportional area of collagen (%) was not significant (p> 0.05) between the groups
G3 (30 days) and G4 (90 days) in the control vocal folds. In the experimental vocal folds (mitomycin) the
difference of proportional area of collagen (%) was not significant (p> 0.05) between the group G1 and
the groups G2 and G4 (one-way repeated measures ANOVA and Tukey test) - (graphic 1). The difference
of proportional area of collagen fibers (%) was not significant (p> 0.05) between the groups G3 and G4 in

the experimental vocal folds.

DISCUSSION

A wide variety of synthetic implantable materials have been used historically in vocal fold
augmentation surgery. Today, the biologic materials are being used in a more popular way, primarily
because of the promising results, but also because of persisting problems associated with synthetic

materials""”. Autologous fat, in particular, is an easily obtainable material for vocal fold augmentation
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with the following advantages: (1) less invasive surgery compared to thyroplasty with or without
arytenoid adduction; (2) limited inflammatory reaction; (3) less development of granulation tissue and; (4)
the favourable viscoelastic properties of fat are close to those of the superficial layer of the lamina
propria"® ' 2% 2D 1 the present study, all the surgeries were performed with the help of a surgical
microscope and microsurgical instruments that facilitated the dissection of the pocket between the vocal
mucosa and thyroarytenoid muscle, the application of mitomycin and the introduction of fat graft into the
pocket in the vocal fold.

We used morphometric methods with the use of specific software to create a gradient of colors
with which the computer can recognize the collagen fibers and thus quantify the density of collagen
without interference on a count by the researcher. The cuts were made in the vocal folds obeying always
the same methodology. Always has been examined one section for each vocal fold and at least 5 fields per
slide or until exhausted the fields identified around the graft. All fields followed a series of standard sets
and were randomly selected, with all the tissue surrounding the fat graft has been examined (lamina
propria and thyroarytenoid muscle). To prevent the identification of fields with application of mitomycin,
the sections were blindly analyzed by the researcher. The morphometric quantification with computed
analysis through the area stained by "Sirius Red" under polarized light is an established method for
literature for assessing the amount of collagen deposition in studies concerning the healing process''® *?.
The specificity of the picrosirius-polarization method is based on the fact that collagen molecules are rich
in basic amino acids that strongly react with Sirius Red (an acid dye). This reaction enhances the normal
birefringence that is specific for collagen fibers (yellow, green, orange and red colors), which are
composed of oriented molecule aggregates. The Picrosirius-polarization is a method very specific and
sensitive, simple, cheap, and easy to reproduce!® %,

The wound healing is a complex multistep process involving many growth factors. When tissue is
injured, one of the most important responses to the injury is the release of cytokines locally. Cytokines,
commonly referred to as growth factors, are polypeptides that act locally at the tissue site to regulate tissue
remodeling and wound healing. These growth factors are secreted by macrophages, platelets, fibroblasts,

and other cellular elements present at the wound site. These factors promote cell migration, angiogenesis,

formation of extracellular matrix proteins, and proliferation of epithelial cells and fibroblasts®. Collagen
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produced by fibroblasts has been regarded as a major constituent in scar tissue””. When a fat graft is
introduced in a healing wound, the inflammatory and proliferative stages are significantly prolonged by
the additional cellular “stimulus”. Neutrophils gather around the graft, resulting in some fat graft
degeneration. This resulting cell degeneration is believed to release additional chemotatic factors that
activate consequently the complement and immune systems®®. Next, macrophages arrive at the fat graft
periphery site and release chemotactic mediators, causing fibroblast proliferation, collagen fibers
synthesis, and the liberation of collagenases (lytic enzymes). Thus, these collagenases degrade the
collagen fibers at the surrounding fat graft site, releasing more collagen fragments and this way it are
thought to induce further macrophages and fibroblasts migration to the peripheral fat graft site. This
sustained stimulation can lead to fibrosis and a network of connective tissue around the graft. Another
chronic response caused by the fat graft may be a foreign body reaction” **. Our study found that the
collagen around the fat grafts have a reticular distribution forming a network intertwined of collagen
fibers. It showed similar behavior in the lamina propria with unorganized distribution. To Thibeault et al.,
the stifness increase of the vocal folds after an injury is due to a change in the architecture of the collagen
scarring, acquiring an abnormal distribution and unorganized®. Normal wound healing is an essential and
protective biologic process, however, an excessive response can lead to hypertrophic scar formation'?. In
the case of vocal fold scarring, dense collagen deposits have also been found in the injured lamina propria

of the vocal fold animals"”

. The scarred arrangement may alter molecular interactions, resulting in
increased viscosity and decreased compliance which may correspond to the clinical findings of stiffnes
and loss of normal mucosal wave. Control of fibroblast behavior instead of reducing these cells may be
important for preventing or treating vocal fold scarring. The importance of intervention during the early
stages of wound healing to avoid scarring was also noted. The exam of histologic changes during the acute
phase of healing of the rabbit vocal fold found massive cellular infiltration as well as increased deposition
of collagen fibers®®. Fibroblasts seem to become the key cells during the proliferative stage for directing
connective tissue formation and wound tensile strength® %%,

Representing the proliferative phase, at the present study, the concentration of collagen fibers

increases progressively between the groups sacrificed with 7, 14 and 30 days post-operatively in both

vocal folds but it was smaller in experimental vocal folds that received application of mitomycin.
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However, this behavior is not seen in the groups sacrificed with 90 days. Apparently there is a
stabilization of the deposit of collagen fibers between the groups G3 (30 days) and G4 (90 days). In both
vocal folds of the group G4 until there was a decrease in the proportional area (%) of collagen fibers, more
evident in the experimental group G4 with application of mitomycin.

In the control vocal folds the deposition of collagen increases significantly (p< 0.05) between the
group G1 (7 days) and the groups G2 (14 days) and G3 (30 days), representing the proliferative stage. The
deposition of collagen fibers between the groups G2 and G3 was not significant (p> 0.05). The
distribution of collagen was not significant (p> 0.05) between the groups G3 (30 days) and G4 (90 days),
representing the remodeling phase. The deposition of collagen in the control vocal folds was significant
(p< 0.05) between the groups G1 (7 days) and G4 (90 days), representing the increase of collagen around
the fat graft until the day 90 (graphic 1).

In the experimental vocal folds (mitomycin) the deposition of collagen increases not significantly
(p> 0.05) in the proliferative stage between the groups G1 (7days) and G2 (14 days). The deposition of
collagen fibers was significant (p< 0.05) between the groups G2 and G3 (30 days) and between the groups
G1 and G3, representing the proliferative stage. The distribution of collagen was not significant (p> 0.05)
between the groups G3 (30 days) and G4 (90 days), representing the remodeling phase. The deposition of
collagen in the experimental vocal folds increases not significantly also between the groups G1 (7 days)
and G4 (90 days), representing the increase of collagen fibers until the day 90 (graphic 1).

All these findings suggested the proliferative stage that starts approximately 3 days after injury is
a critical period for wound repair®. In this way, the application of mitomycin in the operative injury was
very important to reduce significantly the concentration of collagen fibers and the scarring development
around the fat grafts.

At this point, an optimum strategy has not been developed for the prevention of vocal fold
scarring. New approaches need to be considered to restore the properties of the scarred vocal fold® ' ',
Mitomycin is an antibiotic commonly used such as chemotherapy in intravenous or topical applications,
which is activated intracellularly and in this way inhibits cell division, protein synthesis and proliferation
of fibroblasts, acting on the healing process, making it less intense. All these properties attracted the

interest of researchers for the use of mitomycin in surgical procedures in which the intense healing process



Mitomycin reduces the concentration of collagen around fat grafts

could interfere in the final result">'?. According Tsai et al., the topical application of mitomycin must be
through cotton soaked with the solution in concentration which can vary between 0,4mg/ml to 2,0mg/ml
for a period of 3 to 10 minutes"?. In the years that followed, several other studies confirmed the efficiency
of mitomycin in the prevention of laryngeal stenosis through its ability to interfere on the healing

(229 In this study was used the topical application of mitomycin in right vocal folds

process
(experimental) of rabbits before the grafting of fat in order to achieve this inhibitory effect on the healing
process around the graft, reducing the proliferation of fibroblasts and thereby decreasing the production of
collagen fibers, when compared with the left vocal folds (control). The findings of our study showed a
significant reduction of the proportional area of collagen fibers (%) in all experimental groups
(mitomycin) when compared with the control vocal folds. The deposition of collagen in the experimental
vocal folds was reduced mainly between the group G1 (7 days) and the groups sacrificed 14 days
(proliferative stage) and until 90 days (remodeling stage) after the procedure (graphic 1). Avoid

contamination of the control vocal folds with mitomycin has been a constant concern during all surgeries

because this possibility would invalidate the results of the study.

CONCLUSION

Representing the proliferative phase, the deposition of collagen fiber gradually increases until the
day 30 postoperatively. From the day 90 postoperativily apparently the deposition of collagen fibers
stabilize representing the remodeling phase in both vocal folds. The topical application of mitomycin
(0,4mg/ml) for five minutes reduced the proportional area (%) of collagen fibers around the fat grafts in
all the experimental vocal folds (7, 14, 30 and 90 days) when compared with the control vocal folds (p<
0,05). In this study, the deposition of collagen in the experimental vocal folds (mitomycin) was not
significant mainly between the day 7 to the day 14 in the proliferative stage and between the day 7 to the

day 90 in the remodeling stage, representing the increase of collagen fibers around the fat grafts.
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Table 1 . Comparison of the proportional area of collagen (%) between the experimental and control vocal

folds into the groups (7, 14, 30 and 90 days).

GROUPS PO

7 days (G1) 14 days (G2) 30 days (G3) 90 days (G4)

Meantsd  0,0645+0,0257  0,0880 + 0,0360  0,1380 +0,0330  0,0949 + 0,0159
RVF Median 0,0697 0,0891 0,1410 0,0914

(experimetal) (n) 6 6 6 6

Meantsd  0,1167+0,0170  0,1685 40,0313 0,2034+0,0248  0,1952 +0,0349

LVF Median 0,1196 0,1654 0,2040 0,1831
(control) (n) 6 6 6 6
Student’s t-test p = 0,006 p < 0,001 p <0,001 p < 0,001

(PO) = postoperatively; (sd) = standard deviation; (RVF) = right vocal fold (mitomycin) ; (LVF) = left
vocal fold (control)
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Graphic 1. Evaluation of the proportional area of collagen (%) between the groups G1 (7days), G2 (14

days), G3 (30 days) and G4 (90 days) in each experimental and control vocal folds
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One-way repeated measures ANOVA:

Experimental vocal folds (mitomycin): F =6,82791 / df* = 23 / p=0,0024

Control vocal folds: F =11,83562 / df* = 23 / p= 0,0001

(*) df = degrees of freedom.

Where: different characters represent significant statistical difference (p< 0,05) and similar characters
represent no significant statistical difference (p> 0,05) with the correspondent character.
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Figure 1. Histological and morphometric study of vocal fold of rabbits: (A) Histological section
demonstrating the analysis around the fat graft with the measurement of the proportional area of collagen
fibers (%) in each field (magnification X200) and thereby sum it get the arithmetic mean of the
proportional area of collagen (%) in the analized section. The collagens fibers are stained in yellow,
orange or red colors by picrosirius-polarization method. F = fat graft; LP = lamina propria; M =
thyroarytenoid muscle (magnification X50) and; (B) The digital analysis system and software set up a
gradient of color (blue) allowing the recognition of collagen and thus calculate the concentration area

(um?) in each field (magnification X200).

Figure 2. Histological section stained by Picrosirius Red method demonstrating a reticular distribution of
the collagen extending toward the muscle, forming a sort of intertwined network: (A) Without use of
polarization and; (B) Under polarization with strongly birefringent collagen fibers (yellow, orange and red

colors). F = fat graft; M = thyroarytenoid muscle; C = collagen fibers (magnification X200).

Figure 3. Histological section stained by picrosirius-polarization method: (A) Right vocal fold that
received topical application of mitomycin (group G2 sacrificed on day 14) demonstrating the reduction of
collagen concentration (yellow, orange and red colors). F = fat graft; M = thyroarytenoid muscle
(magnification X200). (B) Left vocal fold without topical application of mitomycin (group G2 sacrificed
on day 14) demonstrating the greater concentration of collagen fibers (yellow, orange and red colors). F =
fat graft; M = thyroarytenoid muscle (magnification X200). (C) Right vocal fold that received topical
application of mitomycin (group G3 sacrificed on day 30) demonstrating the reduction of collagen
concentration (yellow, orange and red colors). F = fat graft; LP = lamina propria (magnification X200).
(D) Left vocal fold without topical application of mitomycin (group G3 sacrificed on day 30)
demonstrating the greater concentration of collagen fibers (yellow, orange and red colors). F = fat graft; M

= thyroarytenoid muscle (magnification X200).
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Figure 1. Histological and morphometric study of vocal fold of rabbits: (A) Histological section
demonstrating the analysis around the fat graft with the measurement of the proportional area of collagen
fibers (%) in each field (magnification X200) and thereby sum it get the arithmetic mean of the
proportional area of collagen (%) in the analized section. The collagens fibers are stained in yellow,
orange or red colors by picrosirius-polarization method. F = fat graft; LP = lamina propria; M =
thyroarytenoid muscle (magnification X50) and; (B) The digital analysis system and software set up a
gradient of color (blue) allowing the recognition of collagen and thus calculate the concentration area

(um?) in each field (magnification X200).

-ARITHMETIGMEAN &
“goser F

¥

Elimage-Fro Plus - pve_picro_20x_O3picio.ipg (1/1)
File Edl Acquie Ephance Frocess Measre Magio Window Help

SEHEwCSEAR 2 Hioem2an
e H =S Y nl oBANLE B8 M1
E = "

[CSwiies ——— REE
File
¥ Locate the object I™ Serol to the object
Stats Alea
Hin 7.0025558 |~
(Obi) 50
M 16664.873
(Obi) 14
Range 16647.877
Mean 183.67340
StdDev 1ravew K|
Sum 31775498 | |
LT T Al Classes Sekected

Delete
@ panual Select Colors
" Automatic Bright Dbjects Options.

" Automatic Dark Objects

¥ Measure Objects Total Count: 1052
¥ Apply Fiter Ranges In Range: 173
™ Accumulate Count
=T [ 32,280 |48 84 47 [wH: 840480 |um(20%) [1GB
iiniciar | || image-Pro Plus - pve... | 5] Mistosoit PowerPoint - p ICE PR




Mitomycin reduces the concentration of collagen around fat grafts

Figure 2. Histological section stained by Picrosirius Red method demonstrating a reticular distribution of
the collagen extending toward the muscle, forming a sort of intertwined network: (A) Without use of

polarization and; (B) Under polarization with strongly birefringent collagen fibers (yellow, orange and red

colors). F = fat graft; M = thyroarytenoid muscle; C = collagen fibers (magnification X200).




Mitomycin reduces the concentration of collagen around fat grafts

Figure 3. Histological section stained by picrosirius-polarization method: (A) Right vocal fold that
received topical application of mitomycin (group G2 sacrificed on day 14) demonstrating the reduction of
collagen concentration (yellow, orange and red colors). F = fat graft; M = thyroarytenoid muscle
(magnification X200). (B) Left vocal fold without topical application of mitomycin (group G2 sacrificed
on day 14) demonstrating the greater concentration of collagen fibers (yellow, orange and red colors). F =
fat graft; M = thyroarytenoid muscle (magnification X200). (C) Right vocal fold that received topical
application of mitomycin (group G3 sacrificed on day 30) demonstrating the reduction of collagen
concentration (yellow, orange and red colors). F = fat graft; LP = lamina propria (magnification X200).
(D) Left vocal fold without topical application of mitomycin (group G3 sacrificed on day 30)

demonstrating the greater concentration of collagen fibers (yellow, orange and red colors). F = fat graft; M

= thyroarytenoid muscle (magnification X200).
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1 INTRODUQAO

A fonacdo humana é considerada uma funcdo Unica que possibilita a
exteriorizacdo da linguagem, permitindo uma plena comunicagéo inter-pessoal e desta
forma favorecendo as trocas linguisticas que ampliam os conceitos e aprimoram o
pensamento universal (Pereira, 2006). Interferem na sua producdo uma série de fatores
(anatbmicos, fisioldgicos, perceptivos, emocionais e socio-culturais) que sdo passiveis
de alteracOes, podendo gerar uma disfonia quando a mensagem transmitida deixa de ser

eficaz, comprometendo a comunicacao (Ribeiro et al., 2004).

A incompeténcia glotica é definida como uma perda de coaptacdo adequada entre
as pregas vocais, podendo ser causada por paralisia, paresia, fibrose, atrofias ou mesmo
arqueamento das pregas vocais, podendo levar a situagcOes de disfonia, aspiracéo e tosse
pouco efetiva (Klpper, 2006). Dentre todas estas causas, talvez sejam a cicatriz ou a
fibrose as que mais se caracterizam por causar um impacto vocal negativo e pela falta de

tratamentos efetivos (Thibeault et al., 2002).
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Varios procedimentos cirurgicos com a finalidade de reabilitar as fungbes
aerodinamica e esfincteriana da glote passaram a ser desenvolvidos a partir do inicio do
século passado através da insercdo de materiais heterélogos (Kupper, 2006; Noordzij et
al., 2008). O mais antigo procedimento para corrigir a insuficiéncia glotica foi descrito
por Brunnings que introduziu as técnicas de injecdo em 1911 para paralisia unilateral de
prega vocal (Brunnings, 1911; Sasai et al., 2005). O primeiro material a ser usado foi a
injecdo de Gleo de parafina que seria abandonada em virtude das reacdes de corpo
estranho chamadas de “parafinoma” (Brunnings, 1911; Brandenburg et al., 1992;

McCulloch et al., 2002).

Este procedimento permaneceu ignorado até que Arnold em 1962 re-utilizou
esta técnica para injetar outro tipo de material, a pasta de Teflon® (Arnold, 1962;
Brandenburg et al., 1992). Este material apresentava aparentemente todos os critérios
necessarios para injecdo intracordal e por isso o uso do Teflon® se tornou o substrato de
injecdo nas pregas vocais preferido da década de 60 até a década de 90, principalmente
por ser um método de facil preparacao e técnica cirdrgica simples. Apesar dos resultados
iniciais terem sido bastante animadores, as reagcdes de corpo estranho, fibrose, risco de
estenose, formacdo de granuloma e a possibilidade de extrusdo ou mesmo de
disseminacdo sistémica levaram a eliminacdo do uso deste material da pratica moderna

pelos laringologistas (Sasai et al., 2005; Steffen et al., 2006).

No decorrer dos anos, outros materiais passaram a ser testados, tais como

cartilagem, cera 6ssea, Gelfoam®, hidroxiapatita de célcio, colageno bovino, silicone,
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gore-tex® e até latex, ndo obtendo da mesma forma resultados animadores (Remacle et
al., 2001; Kupper, 2006). Estudos pilotos mais recentes comegcam a investigar os efeitos
da injecédo de células-tronco no musculo tireoaritendideo com a finalidade de atenuar a
atrofia muscular ou mesmo estimular um processo de re-inervacao espontanea (Halum et

al., 2007).

As caracteristicas ideais para a injecdo de materiais na prega vocal deveria entéo
incluir: 1) facilidade de preparo e injecéo; 2) propriedades biomecanicas similares as da
prega vocal; 3) minima reacdo de corpo estranho; 4) migracdo e risco de extrusao
minimos e; 5) manutencdo do volume por longos periodos de tempo (Noordzij et al.,
2008). Assim, apesar de uma série de materiais terem sido testados até 0 momento para
enxertia nas pregas vocais, os implantes biolégicos comecaram a obter espaco quando 0s
enxertos autdlogos, como a gordura e a fascia muscular, demonstraram resultados mais
promissores, com boa seguranca e riscos minimos de reacGes indesejadas (Carneiro,

2005).

Em 1983, Dedo & Rowe levantaram a possibilidade de utilizar enxertos livres de
gordura na correcdo de cicatrizes de prega vocal. Mas somente em 1989, Wexler et al.
realizaram o primeiro estudo experimental com laringe de 5 cdes, introduzindo enxerto
de gordura através de laringofissura. Na época, notaram um incremento das presses
laringeas, da eficiéncia glotica e da estabilidade vocal (Shaw et al., 1997). Em seguida,
Hill et al. (1991) descreveram estudo experimental com enxertos de gordura em prega

vocal de cées. Foi entdo que no mesmo ano, Mikaelian et al. (1991) foram os pioneiros
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a utiliza-la no tratamento de paralisia unilateral em humanos (Laccourreye et al., 2003;
Umeno et al., 2005; Steffen et al., 2006). A partir deste momento, a gordura foi
amplamente difundida como material autdlogo pelas vantagens de apresentar risco
minimo de reacdes de rejeicdo, por sua biodisponibilidade e do fato da visco-
elasticidade da gordura ser muito similar a da camada superficial da lamina prépria
sugerindo que a sua consisténcia poderia ser proxima da ideal para injecdo, qualidades
consideradas excelentes para manter as propriedades vibratérias das pregas vocais
(Shindo et al., 1996; Chan & Titze, 1998; Steffen et al., 2006; Umeno et al., 2005;
Kruschewsky et al., 2007) . Ainda, a gordura é facilmente manipulada, podendo ser
injetada ou mesmo inserida em bloco na prega vocal (Mikaelian et al., 1991; Bradenburg
et al., 1992; Shindo et al., 1996; Sataloff et al., 1997; Woo et al., 1999; Remacle et al.,

2001; Murta, 2005; Carneiro, 2005; Kruschewsky et al., 2007).

Todavia, a longevidade do enxerto gorduroso é variavel e os resultados vocais
ainda sdo imprevisiveis (Hsiung et al., 2000; Nishimura et al., 2000; Steffen et al.,
2006). Néo existe ainda consenso sobre alguns aspectos da utilizagdo da gordura como
material para enxerto, mas o ponto mais contraditério até o presente momento diz
respeito aos fatores que interferem na sua absorcéo (Saccogna et al., 1997; Woo et al.,
1999; Kruschewski et al., 2007). Sabe-se que a durabilidade da gordura na prega vocal é
dependente de alguns fatores como: tamanho e volume do enxerto (Boyce et al., 1994),
grau de manipulacdo do enxerto (Peer, 1959; Wetmore, 1989), fonte de coleta (lllouz,
1990), regido anatdmica a ser implantada (Boyce et al., 1994) e outros fatores

metabodlicos associados.
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Durante a decada passada até o presente momento, diversos estudos tem
analisado a utilizacdo da gordura como forma de enxerto na correcdo da insuficiéncia
glética com relacdo a melhora da qualidade vocal em estudos clinicos (Mikaelian et al.,
1991; Brandenburg et al, 1992; Shindo et al., 1996; Shaw et al., 1997; Hsiung et al.,
2000; Duprat et al., 2001; Hsiung et al., 2002; McCulloch et al., 2002; Hsiung et al.,
2003; Lacourreye et al., 2003; Umeno et al., 2005), ao processo inflamatorio em torno
do enxerto (Hill et al., 1991; Hom, 1994; Bauer et al., 1995; Mikus et al., 1995; Zaretsky
et al., 1995; Stein et al., 2000; Murta, 2005; Sasai et al., 2005), as propriedades
viscoelasticas do enxerto (Chan & Titze, 1998), a distribuicdo do enxerto (Imamura et
al., 2003), as propriedades aerodinamicas das pregas vocais (Hartl et al., 2005), as taxas
de absorcao e viabilidade do enxerto (Wexler et al., 1989; Saccogna et al., 1997; Woo et
al., 1999; Kruschewski et al., 2007), bem como ao processo inflamatorio e tecido
fibrotico gerados apds o enxerto destes materiais (Murta, 2005; Carneiro et al., 2005),
entre outros trabalhos diversos (Boyce et al., 1994; Sataloff et al., 1997; Remacle et al.,

2001).

Apos a instalagcdo de algum dano tecidual na prega vocal de coelhos, observa-se
uma proliferacdo celular abundante a partir do terceiro dia e a sintese do colageno pelos
fibroblastos aumenta progressivamente entre 0 5° ao 21° dia (Branski et al., 2005),
seguido por uma fase de remodelacdo (Mandelbaum, 2003). Inicialmente, o colageno
tipo I11 é produzido e depositado, sendo posteriormente substituido pelo colageno tipo |

a medida que ocorre a maturagcdo do tecido cicatricial (Peacock, 1984). ObservacGes
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sugerem que o aumento da rigidez das pregas vocais se deve em parte a uma alteracdo
da arquitetura deste coladgeno cicatricial, adquirindo uma distribuicdo anormal e
desorganizada (Thibeault et al., 2002). Além disso, a presenca de um enxerto pode
prolongar as fases da inflamatdria e proliferativa da cicatrizagdo normal por causa do

estimulo antigénico inflamatério (Hom, 1994).

Na busca de substancias que reduzissem o processo cicatricial, a mitomicina-C
surgiu como alternativa nos procedimentos cirurgicos nos quais este processo cicatricial
intenso poderia prejudicar o resultado final (Simpson et al., 2008). Inicialmente utilizado
como quimioterapico, a mitomicina-C ¢ ativada intracelularmente, inibindo a divisao
celular, a sintese protéica e a proliferacdo de fibroblastos, agindo sobre o processo de
cicatrizacdo, tornando-o menos intenso. Na Otorrinolaringologia, varios estudos
demonstram sua eficacia como tratamento adjuvante nas estenoses laringeas,
dacriocistorrinostomias e nas cirurgias nasossinusais, entre outros (Kao et al., 1997,
Ingrams et al., 1998; Ward et al., 1998; Correa et al., 1999; Rahbar et al., 2000a,b;

Garret et al., 2001; Sennes et al., 2003).

Enquanto as pesquisas ndo encontram o material ideal e nem métodos eficientes
para combater os efeitos negativos do processo cicatricial sobre a funcéo fonatoria, ainda
é freqliente o uso de enxertos autélogos como a gordura. Desde o inicio este material
demonstrou resultados promissores, mas foi principalmente a sua seguranca e 0 risco
minimo de reacdes indesejadas ao enxerto que realmente perpetuaram 0 seu uso até o

presente momento.
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2 OBJETIVOS

Considerando a necessidade de utilizar enxertos na correcdo dos casos de
incompeténcia glética, o impacto que o tecido cicatricial gera na vibracdo das pregas
vocais submetidas a enxertia e a capacidade da mitomicina-C interferir sobre o processo

de cicatrizacdo, este estudo foi idealizado com os seguintes objetivos:

- Quantificar e comparar as fibras colagenas nas pregas vocais dos coelhos
que foram submetidos a enxerto de gordura apés a aplicacdo topica de
solucdo de mitomicina-C a 0,4mg/ml durante 5 minutos com a prega vocal
contra-lateral que foi submetida a enxertia de gordura sem a aplicacéo de

solucéo topica de mitomicina-C.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1  INSUFICIENCIA GLOTICA

A insuficiéncia glotica pode ser definida como a perda de coaptacdo adequada
entre as pregas vocais. Os sintomas mais comuns sao representados pela disfonia e a
aspiracdo de liquidos e sdlidos. As principais causas sdo as alteragdes de mobilidade
(paralisia e paresia), atrofia, cicatriz e até mesmo o arqueamento das pregas vocais. A
literatura descreve dois tipos principais de cirurgias para a correcdo da insuficiéncia
gldtica que sdo as tireoplastias e a implantacdo de substancias heterélogas ou autdlogas
nas pregas vocais. Esta Ultima técnica tem demonstrado ser de facil execucdo, com
menores custos e taxas de morbidade. Vérios tipos de materiais ja foram utilizados ao
longo do ultimo século, tais como parafina (Brunnings, 1911), Teflon® (Arnold, 1962),
Gelfoam® (Schramm, 1978), Gore-tex® (Hoffman & McCulloch, 1996), particulas de
hidroxiapatita de cacio (Remacle et al., 2001; Rondini-Gilli et al., 2003; Belafsky et al.,
2004; Rosen et al., 2004), silicone (Rubin, 1966), latex (Kupper, 2006), coldgeno

heterdlogo (Ford, 1986; Ford et al., 1986“’; Ford et al., 1992) e autologo (Ford et al.,
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1995; Remacle et al., 1999; Courey et al., 2001), cartilagem (Arnold, 1955; Noordzij et
al., 2008), gordura (Wexler et al., 1989), fascia muscular (Bruns, 1959) e acido
hialurénico (Hallen et al., 1999; Hertegard et al, 2002). No entanto, dificuldades foram
encontradas com todas essas substiancias, ora havendo reabsor¢do, ora ocorrendo

formacgdo de reagoes de corpo estranho (Kupper, 2006).

Foi Zeitels (2000a) quem estabeleceu os fundamentos principais da
fonomicrocirurgia, onde ressaltou a importancia de evitar a retragao bimanual de tecidos
e incisdes externas; promover uma disseccdo subepitelial e realizacao de técnicas de
microflaps; utilizar um campo operatorio imével e estavel, utilizar métodos de
magnificagdo adequada de imagens e; afastar os tecidos supragloticos que possam
obscurecer a visualizagdo do campo operatorio. Esta metodologia tem como vantagens
ainda um maior controle da avulsdao, melhor processo de cicatrizagdo e reepitelizagao

secundaria, além de maior precisao (Pereira, 2006).

As caracteristicas ideais do material a ser injetado na prega vocal deveriam entao
incluir: 1) facilidade de preparo e inje¢do; 2) propriedades biomecanicas similares as da
prega vocal; 3) minima reagdo de corpo estranho; 4) migragdo e risco de extrusao
minimos e; 5) manuten¢do do volume por longos periodos de tempo (Noordzij et al.,
2008). Enquanto as pesquisas ainda buscam encontrar o material ideal, ¢ freqliente o uso
de enxertos autdlogos, como a gordura, que desde o principio demonstraram resultados

promissores, mas foi principalmente a seguranca, a biodisponibilidade e o risco minimo
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de reacgoes indesejadas ao enxerto que realmente perpetuaram o uso destes materiais até

o presente momento (Murta, 2005; Carneiro, 2005).

3.2 USO DE ANIMAIS EM ESTUDOS EXPERIMENTAIS

Atualmente, as técnicas de fonomicrocirurgia fundamentam-se nos progressos
recentes da compreensao dos mecanismos fisiologicos da prega vocal (Pereira, 2006). A
partir dos estudos histologicos (Hirano, 1974) e dos padrdes vibratorios (Isshiki et al.,
1989) iniciou-se uma melhor compreensdao da fisiologia laringea e fonatdria. Desta
forma, os laringologistas passaram a buscar desenvolver e utilizar técnicas cirtrgicas

mais conservadoras visando melhores resultados funcionais (Courey, 1996).

A fim de determinar qual o modelo animal mais apropriado para estudos
experimentais em pregas vocais, Garret et al. (2000) compararam a histologia e os
padrdes vibratdrios estroboscopicos da prega vocal de porco, cachorro e macaco. Os
autores encontraram diferencas entre a distribuicdo de coldgeno e elastina entre os
grupos e apesar de nenhum dos animais apresentar anatomia laringea idéntica a humana,
o cachorro foi o animal que mais se aproximava do ideal pelo fato de apresentar uma

vibracdo das pregas vocais mais similar a dos seres humanos.

Em outro estudo, Kurita et al. (1995) demonstraram que a histologia da prega

vocal do porco, assim como as dimensdes da laringe, s3o as que mais se aproximam da
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humana. Isso, no entanto, segundo os autores nao indicaria que tal animal seja

necessariamente o melhor modelo para estudos da fonagao.

Segundo Thibeault et al. (2002), a prega vocal de coelhos ¢ relativamente similar
a ultra-estrutura vocal humana, demonstrando camadas diferenciadas de lamina propria e
musculo tireoaritenodideo. Ainda, o coelho é um animal bastante utilizado em estudos
imunologicos, que demonstrou apresentar como vantagens ser bastante docil, de facil
manejo anestésico e que se acomoda facilmente em gaiolas comuns de biotério (Harlow
& Lane, 1988). Finalmente, o coelho ¢ um modelo que tem sido muito utilizado em
estudos experimentais visando analisar a reacdo inflamatoria e o processo cicatricial na
laringe, inclusive em nosso meio (Wetmore, 1989; Thibetalt et al., 2002; Hertegard et
al., 2003; Duprat et al., 2004; Dahlqvist et al., 2004; Hertegard et al., 2004; Murta, 2005;

Carneiro, 2005; Branski et al., 2005).

3.3 A CASCATADE EVENTOS DO PROCESSO CICATRICIAL

A cicatrizagao de feridas consiste em uma perfeita e organizada cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a reconstituicdo dos
tecidos (Ortonne et al., 1994). Tal evento ¢ um processo dinamico que envolve
fenomenos bioquimicos e fisioldgicos que se comportam de forma harmoniosa a fim de

garantir a restauragao tissular (Mandelbaum, 2003).
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A cicatriz de prega vocal ocorre na lamina propria da prega vocal, resultando
uma perda da flexibilidade desta lamina. A lamina propria (predominantemente a
camada superficial) funciona desta forma como um cordao elastico entre o epitélio da
prega vocal e as camadas mais profundas das pregas vocais - o musculo tireoaritendide

(Hirano, 1993).

Segundo Benninger (1996), a cicatriz da prega vocal ¢ uma das mais desafiantes
em razao da alteracdo ocasionada pela patologia instalada na mucosa e submucosa e pela
dificuldade na reabilitagcdo da disfonia. O pesquisador comparou as técnicas ditas “frias”
com a técnica utilizando laser de CO2, na resseccao de nodulos, polipos e cistos nos
bordos livres das cordas vocais, e concluiu que nao ha diferenca clinica nos pos-
operatorios obtidos, utilizando-se uma ou outra técnica. Deste modo, quando ocorre
regeneragdo tecidual, forma-se cicatriz pela proliferacio do tecido conjuntivo, pois
quando ocorre a exérese de certas lesdes, normalmente ndo se preserva a camada

superficial da lamina propria ocasionando processo de cicatrizacao exagerado.

Rosen (2000) afirma que com a perda deste cordao elastico a vibragdo da prega
vocal ¢ rigidamente prejudicada e resulta em uma incompeténcia do fechamento glotico
que se torna incompleto. E esse processo conseqiientemente ocasionaria a perda de ar

durante a fonagao.

Diferentes classificagcdes didaticas sdo utilizadas para facilitar o entendimento de

um processo bastante dinamico e com fases distintas tdo interdependentes como ocorre
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na cicatrizacdo. Basicamente, as fases do processo cicatricial podem ser divididas em
quatro: hemostasia, inflamacdo, proliferacdo e remodelacdo (Peacock, 1984
Robbins, 1991; Adzick, 1997; Glat et al. 1997; Mélega, 2002). Alguns autores, incluem

ainda a retracdo da ferida como uma fase adicional (Mandelbaum, 2003).

A fase de hemostasia inicia-se imediatamente apds o trauma ¢ o surgimento da
ferida, com eventos vasculares de vasoconstricdo seguida por uma vasodilatacio com
duragcdo de minutos. Essa fase depende diretamente da atividade das plaquetas e da
cascata de eventos que se sucedem na coagulacdo. A partir deste momento, ocorre uma
complexa liberagdo de produtos e substancias com agdo vasoativa com proteinas
adesivas, fatores de crescimento e proteases sendo liberados e regulando o inicio das
outras fases. A formagdo do coagulo serve ndao apenas para aproximar as bordas das
feridas, mas também para cruzar a fibronectina, oferecendo uma matriz provisoria, para
que os fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos possam ingressar na ferida

(Grinnel et al., 1981; Clark et al., 1982; Clark, 1985).

A fase inflamatoria, ¢ ligada intimamente a fase anterior e depende, além de
inimeros mediadores quimicos, também de uma série de células inflamatérias, como os
leucdcitos polimorfonucleares, macrofagos e linfocitos. No momento da injiria tissular
chegam os leucocitos polimorfonucleares que permanecem por periodos que variam de
trés a cinco dias. A partir de entdo, os macrofagos tornam-se a célula inflamatéria mais
importante desta fase, permanecendo do terceiro ao décimo dia. Sdo os macrofagos que

promovem a fagocitose de bactérias, realizam o debridamento de corpos estranhos e
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passam a direcionar o desenvolvimento do tecido de granulacdo. Esta alta atividade
fagocitaria dos macrofagos ¢ observada apods trauma. Os linfocitos passam a surgir na
ferida aproximadamente apds uma semana. Todavia, seu papel ainda ndo estd bem
esclarecido, porém sabe-se que suas linfocinas tem a¢do importante sobre os
macrofagos. Além das células inflamatorias e dos mediadores quimicos, a fibronectina
que ¢ sintetizada por uma série de células (fibroblastos, queratindcitos e células
endoteliais) desempenha um importante papel na fase inflamatéria. E a fibronectina que
se adere simultaneamente a fibrina, ao coldgeno e a outros tipos de células, funcionando
desta maneira como uma espécie de “cola natural” a fim de consolidar todos os
elementos do coagulo de fibrina, das células e dos componentes da matriz. Além de
formar essa base para a matriz extracelular, a fibronectina tem propriedades
quimiotaticas € também promove a psonizacdo e fagocitose de corpos estranhos e
bactérias (Diegelmann et al., 1981; Mosher & Furcht, 1981; Peacock, 1990; Petrova,

1992; Clark, 1998).

E na fase proliferativa que ocorre a formacio do tecido de granulagio e sua
principal caracteristica ¢ a presenca de fibroblastos a partir do segundo ou terceiro dia
ap6s a injuria tissular. E na fase proliferativa que se forma a matriz propriamente dita,
que ¢ fundamental na forma¢ao do tecido de granulagdo (agrupamento de elementos
celulares, incluindo fibroblastos, células inflamatorias e componentes neovasculares e da
matriz, como a fibronectina, as glicosaminoglicanas e o coldgeno). A formacao deste
tecido de granulacdo ird depender principalmente dos fibroblastos, células fundamentais

na formagdo da matriz. Muito além de ser apenas um produtor de colageno, o fibroblasto
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produz uma série de outros elementos, tais como a elastina, a fibronectina, a
glicosaminoglicana e as proteases, sendo que estas ultimas sdo responsaveis pelos
processos de debridamento e remodelamento fisiologico. Assim, o fibrogénio que se
encontra presente no exsudato inflamatorio se converte em fibrina, que forma uma
espécie de “rede” em cujas malhas passam a se depositar os fibroblastos. Como todo este
conjunto de eventos ¢ sempre acompanhado de proliferagdo vascular, as células
endoteliais passam a produzir um fator ativante do plasminogénio que produz uma
redu¢do da quantidade de fibrina, permitindo assim a deposi¢cdo dos fibroblastos, que
passam a se multiplicar e a secretar os componentes protéicos que irdo constituir o
tecido cicatricial. Entdo, ¢ nesta fase também que ocorre o processo de angiogénese
essencial para manter o suprimento de oxigénio e nutrientes para a cicatrizacao.
Inicialmente, as células endoteliais passam a migrar para a area ferida e na seqiiéncia
ocorre uma proliferacao destas células endoteliais permitindo assim o acesso das outras
células responsaveis pelas fases subseqiientes. Na fase proliferativa, até um periodo de
duas semanas ap0s a injuria tissular, os fibroblastos sdo considerados fundamentais. Os
fatores de crescimento angiogénicos por sua vez deflagram o processo de
neovascularizacao, epitelizagdo e formacdo de tecido de granulagao (Winter, 1962;
Hinman & Maibach, 1967; Van Winkle, 1967; Christopher, 1972; Gentilhomme et al.,
1999). Em estudo experimental com 25 ratos, Nishimura et al. (2000) identificaram que
fatores angiogénicos, como o fator de crescimento vascular endotelial, iniciam a
revascularizacdo do enxerto de gordura em torno do 7° dia e estas estruturas vasculares

se mantém por longo prazo. Em virtude da necrose que ocorre nos primeiros dias, leva a
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uma degradagdo de uma série de elementos no ambiente de enxertia que pode levar desta

maneira a uma reducao do volume do enxerto de gordura a longo prazo.

A fase de contracdo da ferida corresponderia ao movimento centripeto das
bordas da ferida (Stegman et al., 1982; Lawrence et al., 1986). Esta fase ndo ¢ incluida

por alguns autores em todas as classificagdes.

A ultima fase, de remodelacdo é uma fase mais longa (durando alguns meses)
que ocorre no colageno e na matriz e ¢ responsavel pelo aumento da forga de tensdo e
pela diminuicdo do tamanho da cicatriz e do eritema. A redistribui¢do do colageno, a
melhoria nos componentes das fibras coldgenas e a reabsor¢ao de agua sdo eventos que
permitem um aumento da forca da cicatriz e diminui a sua espessura. A
neovascularizagdo por sua vez passa a diminuir, e tardiamente a cicatriz torna-se

avascular (Doillon et al., 1985).

Muitas variaveis tanto de natureza sist€émica como de natureza local influenciam
esse processo longo e complexo. Dos fatores sistémicos, pode-se citar a idade, o estado
nutricional do paciente, a existéncia de doengas de base (tais como diabetes, alteragdes
cardiocirculatorias e de coagulacdo, ateroesclerose e disfungdo renal), quadros
infecciosos e uso de drogas sistémicas. Dos fatores locais, interferem a técnica cirurgica
utilizada, a eventual formagdo de hematomas, infec¢do localizada, reacdo de corpo
estranho, uso de drogas topicas (como por exemplo, a mitomicina-C), entre outros

(Mandelbaum, 2003; Tenius et al., 2008).
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Segundo Hom (1994), a presenga de um enxerto prolongaria significativamente
as fases inflamatoria e proliferativa por causa do estimulo antigénico continuo
promovido pelo enxerto sobre o local de enxertia. De acordo com o mesmo autor, o
enxerto promoveria uma estimulagao do processo inflamatorio, levando a fibrose e a um
deposito maior de tecido conectivo em torno do enxerto. Os neutréfilos ao promover a
degradacao do enxerto, liberam uma série de produtos que ativam os sistemas imune ¢
do complemento. Esta reagdo de degradagao promovida pela resposta inflamatdria ira
depender proporcionalmente ao quanto o enxerto ¢ quimicamente e fisicamente reativos
ao tecido receptor. A persisténcia do processo inflamatdério cronico em resposta ao
enxerto pode levar a sua destrui¢ao ou mesmo rejei¢ao. Entdo, os histiocitos passam a se
aproximar da periferia do enxerto, liberando substancias quimiotéxicas que induzem a
proliferacdao de fibroblastos e a maior sintese de colageno e colagenases que degradam

as fibras colagenas do tecido ao redor do enxerto.

34 AESTRUTURA DAS FIBRAS COLAGENAS

O tecido conjuntivo se caracteriza por apresentar uma série de células separadas
por uma quantidade abundante de matriz extracelular, sendo que algumas destas células
sdo proprias e outras provenientes do tecido sangiliineo. As células proprias do tecido
conjuntivo sdo os fibroblastos, os macrofagos, os mastocitos e os plasmacitos. Por outro
lado, varios tipos de leucdcitos, penetram no tecido conjuntivo para exercerem

determinadas fungdes especificas (Orgill & Demling, 1988).
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O fibroblasto em sua forma ativa apresenta um nucleo grande e o citoplasma com
grande quantidade de reticulo endoplasmatico de Golgi desenvolvido. Os fibroblastos
sdo responsaveis pela producao e a manutengdo da matriz extracelular, que por sua vez
separam os elementos celulares do tecido conjuntivo, ¢ ¢ formada por fibras e
substancia intercelulares amorfas. E também a partir dos fibroblastos que ¢ produzido o

colageno (Orgill & Demling, 1988).

Existem trés tipos principais de fibras no tecido conjuntivo: fibras colagenas,
fibras reticulares e fibras eléasticas. A estrutura das fibras coldgenas ¢ formada por um
conjunto de fibrilas de coldgeno com um padrao de estrias tipico. O colageno constitui
uma familia de proteinas separadas em diferentes tipos (Junqueira, 1995; Montes &

Junqueira, 1982; Montes, 1996), dentre os quais se destaca:

- Coléageno tipo I — Aquele que forma fibras e feixes resistentes, encontrados nos
tenddes, ligamentos, capsulas, derme e distribuido em duas camadas na lamina prépria
das pregas vocais (Melo et al., 2003); este constitui o colageno mais importante do ponto
de vista estrutural.

- Colageno tipo II — E aquele encontrado nas cartilagens hialinas e elasticas; suas
fibras sdo muito finas, sendo vistas com dificuldade ao microscopio Optico, porém
podem ser observadas com facilidade no microscépio eletronico.

- Colageno tipo III - Forma as fibras reticulares, aparecendo com muita

freqiiéncia vinculado a musculatura lisa e ¢ fundamentalmente encontrado nas visceras e
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também esta presente na pele, em volta dos nervos e vasos sanguineos; na lamina
propria das pregas vocais distribui-se em uma camada entre as faixas de colageno tipo I
(Melo et al., 2003).

- Colageno tipo IV — E o tipo de colageno encontrado nas laminas basais, ou seja,
naquelas estruturas que separam geralmente os epitélios dos tecidos conjuntivos.

- Colageno tipo V — E um tipo de colageno que faz parte especificamente da
membrana basal da placenta; sua citacdo ¢ somente para demonstrar como esta proteina
se adapta a distintas fungdes bioldgicas que vao aparecendo com a evolugdo das

espécies.

35 CICATRIZACAO NA PREGA VOCAL DE COELHOS

Alguns autores recentemente tém descrito as caracteristicas do processo
cicatricial e correlacionar suas conseqiiéncias sobre o funcionamento das pregas vocais
utilizando modelos experimentais com coelhos. A cicatrizacdo das pregas vocais ¢
caracterizada pelo aumento da densidade de colageno, bem como uma redugdo da
organizagdo deste colageno, levando a uma condi¢do negativa em relacao as alteragdes
biomecanicas da fisiologia fonatéria (Murta, 2005; Carneiro, 2005; Branski et al.,

2005).

Em estudo experimental, usando métodos reoldgicos, histologicos e imuno-
histoquimicos, Kriesel et al. (2002) injetaram matriz de colageno homodlogo nas pregas

vocais de 20 coelhos ap6s produzir cicatriz bilateral previamente. Apds 10 semanas, 0s
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autores observaram que a matriz de colageno homologo ao ser injetado promove uma
pequena reagdo inflamatoria, sugerindo que o coldgeno injetado pode ser usado como
material relativamente estavel para a medializagdo das pregas vocais na corre¢ao da
insuficiéncia glotica, porém nao apresentando melhora das propriedades viscoelasticas

da lamina prépria das pregas vocais.

Em outro estudo histolégico, nas pregas vocais de 11 coelhos submetidas a
cicatriz provocada, Thibeault et al. (2002) analisaram a lamina propria apos 60 dias
observando uma diminuicdo significativa das fibras de elastina, além de uma
desorganizacgdo tecidual. A sintese de colageno aumentou rapidamente nos primeiros 5
dias apds a injuria e permaneceu por 2 a 4 semanas. Apos este periodo, a sintese de
colageno diminui e ¢ balanceada pelo aumento de colagenases, denotando a fase de
remodelagdo do processo. No mesmo estudo avaliaram as propriedades reoldgicas e
encontraram aumento na rigidez das pregas vocais que segundo os autores se deve a uma
alteragdo da arquitetura do colageno cicatricial, adquirindo uma distribuicdo anormal e

desorganizada.

Destes estudos, talvez o que melhor descreva histologicamente as alteragdes
cicatriciais na prega vocal foi o trabalho realizado por Branski et al (2005). Neste
estudo, os autores observaram qualitativamente a formacdo de tecido cicatricial nas
pregas vocais de coelhos nos primeiros 21 dias apods a incisdo cirurgica. Estes autores
observaram uma prolifera¢do celular abundante no sitio cicatricial no 3° dia de pos-

operatorio. Este infiltrado caracterizou-se por uma combinacdo de células inflamatorias
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e fibroblastos depositando material na matriz extracelular. Para os autores, este periodo
pode ser critico para o processo cicatricial na prega vocal. No 5° dia de pos-operatorio
um deposito de colageno ¢ iniciado. Este colageno parece ser mais denso que o colageno
normal. Adicionalmente, novos canais vasculares sdo formados na 1dmina prépria. No 7°
dia de pos-operatdrio, mais colageno € depositado na matriz extracelular. A partir do 10°
dia de pos-operatorio, os autores observaram o depdsito de mais coldgeno denso e
desorganizado com uma completa cobertura epitelial. Entre o 10° ¢ 14° dias de pos-
operatorio os autores observaram minimas alteragdes, mantendo a deposicao de
colageno denso e desorganizado. Os autores concluiram que entre o 5° € 21° dias de pos-
operatorio houve um aumento do deposito de colageno. Apesar dos autores nao
utilizarem métodos quantitativos, a densidade do coldgeno na lamina préopria pareceu
estar aumentada na prega vocal operada em comparacdo com a prega vocal de controle.
Adicionalmente, a prega vocal operada apresentou-se com a matriz extracelular

laminada.

3.6 ENXERTO DE GORDURA AUTOLOGA NAS PREGAS VOCAIS

O uso de enxerto de gordura ¢ objeto de estudo em varias areas da medicina,
incluindo a laringologia, sendo que foi utilizada pela primeira vez na cirurgia reparadora
em 1893 por Neuber, para corre¢do da orbita apds osteite tuberculosa (figura 1). Lexer
(1919) foi o primeiro autor a descrever o sucesso da gordura na correcao de defeitos em

cirurgia  de cabega e pescoco. E em 1923, Neuhof apresentou um estudo
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histoldgico revelando a presenga de histidcitos que substituiam as células adiposas em

enxertos de gordura (Boyce et al., 1994).

Mas foi Peer, em 1959 quem definiu a teoria da
“célula sobrevivente”, a partir de suas observacoes de
que pequenos volumes de enxertos livres de gordura
poderiam ser viaveis com a obtencdo osmotica de
nutrientes a partir de suprimento vascular (Shaw et al.,
1997). Prop0s que as anastomoses dos capilares era o

aspecto fundamental para a manutencdo do enxerto.

Peer também identificou que as células gordurosas
== implantadas ndo eram substituidas por tecido cicatricial,

Figura 1. Foto de Gustav observando que uma céapsula de tecido conectivo se
Neuber (1850-1932). Fonte:
Sankt Elisabeth Krankenhaus

Kiel, Alemanha formava em torno do enxerto (Boyce et al., 1994).

De acordo com as observagdes de Arnold em 1962, a gordura ja aparecia como o
material ideal para a inje¢do em pregas vocais paralizadas, ja que segundo o mesmo
autor, a gordura ¢ um tecido obtido a partir proprio paciente, muito bem tolerado pelo
organismo, que pode ser facilmente injetado e que nao parece se tornar rigido (Remacle
& Lawson, 2001) . Em 1983, Dedo & Rowe levantaram a possibilidade de utilizar
enxertos livres de gordura na corre¢do de cicatrizes de prega vocal. Em 1989, Wexler et
al. realizaram estudo experimental com laringe de 5 cdes, introduzindo enxerto de

gordura através de laringofissura. Na seqiiéncia, Hill et al. (1991) descreveram estudo
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experimental com enxertos de gordura em prega vocal de caes. Baseados nestes
trabalhos, Mikaelian et al. (1991) foram os pioneiros a utilizar inje¢do de gordura no
musculo vocal de 3 pacientes com paralisia unilateral de prega vocal apresentando
resultados bastante encorajadores na época (Shaw et al., 1997; Laccourreye et al., 2003;

Umeno et al., 2005; Steffen et al., 2006).

A gordura pode ser usada na correcdo da insuficiéncia glética, obtida apds
aspiracdo seguida de injecdo com o uso de seringas ou transplantada em bloco
(Mikaelian et al., 1991; Bradenburg et al., 1992; Shindo et al., 1996; Sataloff et al.,
1997; Woo et al.,, 1999; Remacle et al., 2001; Murta, 2005; Carneiro, 2005;
Kruschewsky et al., 2007). A escolha da técnica depende de alguns fatores como a
etiologia da incompeténcia gldtica, as caracteristicas da vibragao das pregas vocais além
de preferéncias pessoais. As alteragdes de mobilidade da prega vocal compdem as
principais indicagdes da lipoinjegdo que deve ser realizada preferencialmente com
agulhas de maior calibre. Para a corre¢ao de fibroses ou cicatrizes das pregas vocais
seria necessario o uso de agulhas de menor calibre, o que inviabilizaria o uso da gordura,
pois sua viscosidade ¢ elevada para tal procedimento. Além disso, haveria destrui¢ao das
propriedades moleculares do bloco gorduroso que prejudicaria a longevidade do enxerto.
O local de injecdo da gordura influencia de maneira direta no resultado final. O espago
paraglotico (lateralmente ao musculo vocal) e a margem vibratdria da prega vocal sdo
os locais de potencial abordagem pelo cirurgido (Remacle & Lawson, 2001). Para alguns
autores a decisdo do local de inje¢do depende somente da natureza do material a ser

enxertado ou mesmo da indicagdo do procedimento cirurgico (Mau et al., 2008).
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Segundo Imamura et al. (2003), a gordura injetada no musculo tireoaritenoideo tende a
ocupar um espago cilindrico ao longo do maior eixo da prega vocal promovendo assim o

fechamento da glote tanto posterior quanto anterior.

A opgao por utilizar a gordura como enxerto na laringologia ainda ¢ motivo de
resultados imprevisiveis, devido a possibilidade de absor¢ao e conseqiiente perda do
volume (Hsiung et al., 2000; Nishimura et al., 2000; Steffen et al., 2006). Segundo a
literatura, as taxas de absorcdo sdo bastante varidveis sugerindo que a manutengdo do
enxerto de gordura depende de varios fatores, podendo-se citar o tamanho e volume do
enxerto (Boyce et al., 1994), grau de manipulagao do enxerto (Wetmore, 1989), fonte de
coleta (Illouz, 1990), regido anatdomica a ser implantada (Boyce et al., 1994) e outros
fatores metabolicos associados (Boyce et al., 1994; Kruschewski et al., 2007; Tenius,

2007).

Acredita-se que existem dois tipos distintos de gordura subcutdnea: uma mais
superficial, embriologicamente de origem ectodérmica e intimamente relacionada com a
pele e; outra mais profunda, determinada geneticamente e com influéncia discreta da
dieta. Analisando propriedades bioquimicas, metabdlicas, histologicas, embrioldgicas e
anatomicas destes dois tipos de gordura, Illouz et al. (1990) demonstraram que o

segundo tipo ¢ mais resistente a lipolise e, teoricamente, mais indicado para enxertia.

Outra varidvel que parece interferir na longevidade do enxerto ¢ a forma com a

qual ¢ feito o manuseio previamente a injecao ou a inser¢ao em bloco. Desde 1959, Peer
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j& havia descrito que enxertos submetidos a trauma prévio apresentavam resultados mais
pobres que aqueles sem manipulacdo (Boyce et al., 1994). Conforme Wetmore et al.
(1989) demonstraram em estudo experimental através de enxerto de gordura no
subcutaneo de coelhos, a manipulagdo excessiva da gordura gerava maior processo

inflamatério devido a ruptura da estrutura celular e liberagao de acidos graxos.

Apesar de controverso, o tamanho ou volume do enxerto gorduroso também pode
influenciar no rendimento. Os estudos sugerem que os enxertos de gordura sao efetivos
numa larga variedade de tamanhos. O que se observa ¢ que um enxerto de gordura tnico
em bloco parece ter resultados melhores que multiplos pequenos enxertos (Boyce et al.,
1994). Porém, considerando-se que o uso em laringologia (reconstrucao do espaco de
Reinke ou injetado no espaco paraglotico) € restrito a pequenos espacos, esse fator

poderia nao ser significativamente relevante.

Finalmente, outros fatores metabdlicos podem interferir sobre a absor¢ao do
enxerto de gordura. Investigagdes sugerem que a lipolise pode ser retardada in vitro
quando a insulina ¢ adicionada (Boyce et al., 1994). Todavia, quando a insulina ¢
aplicada nos enxertos de gordura em pregas vocais estes mesmos resultados nao sao
observados (Kruschewski et al., 2007). Os corticoesteroides tem sido utilizados como
um método para reduzir o processo inflamatério que acompanha o enxerto, no entanto
faltam ainda estudos controlados (Boyce et al., 2004). Acredita-se que os
corticoesteroides prejudiquem a cicatrizagdo, causando decréscimo da proliferagao

celular, da neovascularizagdo e da producdo de matriz. Observou-se os efeitos que
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aplicacdo de dexametasona (0,1mg/kg/dia) durante 30 dias sobre a cicatrizacao,
identificando uma diminui¢do da resisténcia da cicatriz, baixa densidade de colageno,
sendo que no inicio do processo identifica-se uma menor densidade de colageno tipo III
e subseqiientemente do colageno tipo I, bem como uma redug¢dao das células
inflamatoérias (Tenius, 2007). Aparentemente, criancas parecem ser melhores candidatas
para enxertos de gordura que os adultos. Assim como pacientes obesos parecem

apresentar maiores taxas de reabsorcao do enxerto (Boyce et al, 1994).

3.7 ESTUDOS COM ENXERTO DE GORDURA NAS PREGAS VOCAIS

Em 1989, Wexler et al. realizaram um estudo experimental com laringe de 5
caes, introduzindo enxerto de gordura através de laringofissura e apos 8 semanas da
cirurgia inicial os autores conseguiram identificar a gordura em 4 caes. Na época, os
autores também observaram uma aparente melhora das pressdes laringeas, da eficiéncia

glotica e da estabilidade vocal.

Mais tarde em 1991, Hill et al. realizaram trabalho experimental com laringe de
cdes submetidas a inje¢do de gordura autdloga para medializagdo das pregas vocais.
Todos os 5 animais utilizados no trabalho foram submetidos previamente a sec¢do do
nervo laringeo recorrente, sendo o primeiro grupo com 3 animais sacrificados apos 48
horas e o segundo grupo com 2 animais sacrificados 3 semanas ap6s o procedimento.
As laringes foram entdo removidas para serem submetidas a estudo histoldégico com

microscopia de luz. No primeiro grupo, foi identificado processo inflamatorio agudo e
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poucas areas de necrose focal. No segundo grupo, a gordura manteve sua estrutura e
volume, com a presenga de evidéncias de revascularizagdo, com minima reagdo de
corpo estranho e auséncia de necrose o que caracterizava assim a viabilidade do

enxerto.

No mesmo ano, Mikaelian et al. (1991) foram os pioneiros utilizando injecao de
gordura no musculo vocal de 3 pacientes com paralisia unilateral de prega vocal. Apds
12 meses de acompanhamento destes pacientes os resultados foram considerados
bastante encorajadores na época ja que a inje¢do de gordura era um procedimento
cirirgico bem menos invasivo que os outros métodos (como por exemplo, as
tireoplastias), apresentando processo inflamatério discreto, com pouca formagdo de
tecido de granulacdo e uma performance fisiologica proéxima da ideal devido as suas

propriedades viscoelasticas similares as da lamina propria humana (Umeno et al, 2005).

Subseqiientemente, Brandenburg et al. (1992) descreveram a sua experiéncia na
medializagdo das pregas vocais com uma técnica ainda considerada “inédita” de injecao
intracordal de gordura autéloga em 11 pacientes com paralisia unilateral de cordas
vocais. A fonte de coleta da gordura foi através de succdo da parede abdominal. A
eficiéncia do tratamento foi avaliada através de métodos subjetivos de caracteristicas
vocais e video-laringoestroboscopia por um periodo de 5 a 42 meses. Os autores
observaram uma reducdo da coluna aérea e um incremento da intensidade vocal. A
correcao da insuficiéncia gldtica foi considerada duradoura, indicando que a gordura

poderia ser uma substincia vidvel como enxerto. As qualidades da gordura autéloga
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pareceram ser uma excelente alternativa ao Teflon® e ao colageno, principalmente por

sua biodisponibilidade, facilidade de coleta e simples injecao.

Em estudo posterior, Mikus et al. (1995) compararam o procedimento de inje¢ao
de gordura na prega vocal de caes por meio de duas técnicas diferentes (lipossuccao
exclusiva e lipossuc¢ao seguida de purificagdo com homogenizagdo do tecido,
centrifugacdo e solugdo tampao). Os autores, procuraram determinar o volume de
gordura viavel injetada apos ser colhida e processada através destes dois métodos. O
processo inflamatorio gerado apds 12 semanas pela enxertia ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos e foi considerado relativamente pequeno, presente nos
tecidos em torno da gordura injetada. No entanto, surpreendentemente notaram que a
técnica de lipossucgdo promoveu menores taxas de absor¢do ao compararem o

rendimento do tecido enxertado.

No mesmo ano, Zaretsky et al. (1995) realizaram estudo experimental para
medializagdo de pregas vocais paralisadas de 8 caes submetidos a procedimento de
injecdo no musculo tireoaritendideo de gordura retirada da regido supra-clavicular.
Todos os animais foram previamente submetidos a sec¢do do nervo laringeo recorrente.
As laringes foram divididas em 3 grupos, seccionadas coronalmente e submetidas a
analise histologica com microscopia de luz apds um, trés e seis meses. Somente uma
minima resposta inflamatoria foi observada no grupo sacrificado apos 30 dias. A
preservagdo de gordura viavel foi confirmada no sitio de inje¢do em todos os animais,

mas em quantidade menor no grupo de seis meses.
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Através de relato de caso, Bauer et al. (1995) descreveram o uso de injecao de
gordura em um paciente com paralisia de prega vocal, apresentando resultado animador

ap6s documentagdo de enxerto persistente 5 meses apos a intervengao cirurgica.

Shindo et al. (1996) conduziram um estudo com injecao de gordura autdloga em
21 pacientes com paralisia unilateral de pregas vocais. O trabalho revelou uma boa
qualidade vocal em metade dos pacientes apds 12 meses do tratamento demonstrando
que a gordura era um método simples e seguro para realizar a medializagdo temporaria

das pregas vocais.

Em outro estudo experimental, Saccogna et al. (1997) utilizaram 6 gatos
domésticos para avaliar a viabilidade do enxerto de gordura aut6loga em pregas vocais
paralisadas apds procedimento de sec¢ao do nervo laringeo recorrente. O sitio de coleta
da gordura foi a regido infra-umbilical. A gordura foi irrigada com solugdo salina e na
seqliéncia injetada na regido do musculo vocal sempre na prega vocal esquerda. Os
animais foram divididos em cinco grupos e sacrificados em periodos variaveis de 6
semanas até 12 meses apos o procedimento de inje¢do respectivamente. No grupo de
seis meses foram analisados dois animais, sendo que para cada outro grupo foi
sacrificado uma amostra de animal somente. O gato sacrificado com seis semanas
apresentou formacao de granuloma e pouca quantidade de evidéncias de gordura viavel.
No animal sacrificado aos quatro meses, a andlise histolégica mostrou volume

significativo de gordura viavel, apresentando células gigantes de corpo estranho ao redor
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do enxerto. No grupo sacrificado aos seis meses, em um dos gatos, foi identificado
processo inflamatério ao redor da gordura enquanto o outro gato do grupo nado
apresentava gordura viavel. No gato do grupo sacrificado aos oito meses, a gordura foi
identificada e associada a células gigantes de corpo estranho ao redor. O animal
sacrificado apos 12 meses ndo mostrou na andlise histologica evidéncias de gordura
viavel. Enfim, os resultados identificaram persisténcia e viabilidade histolégica do
tecido gorduroso até 8 meses apds o seu procedimento de inje¢do, mas somente uma
minima quantidade de gordura restou no grupo sacrificado apds 12 meses. Com este
estudo, os autores consideraram a gordura ser um método efetivo para corregdes

temporarias de paralisias unilaterais das pregas vocais.

Em estudo clinico, Sataloff et al. (1997) descreveram o caso de quatro pacientes
com cicatriz de prega vocal provocada por manipulagdo cirargica prévia e que foram
tratados com implante de gordura através da criacdo de uma bolsa no espago de Reinke
seguida por preenchimento de gordura injetada com seringa de Bruning e agulha grossa
para evitar trauma e destruicdo do bloco. Apesar da subjetividade da andlise com
estroboscopia, os autores observaram melhora nos padrdes vibratorios com preservacao

da onda mucosa e da qualidade vocal.

Também no mesmo ano, Shaw et al. (1997) utilizaram inje¢do de gordura
autdloga para corrigir insuficiéncia glotica de varias etiologias (paralisia, deficiéncia de
volume e fibrose de prega vocal) em 22 pacientes. Apos a divisdo dos pacientes em 2

grupos, foram realizadas analise acustica, eletrogloteografia e  video-
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laringoestroboscopia por um periodo minimo de 12 meses até 18 meses apds a
intervengdo. As principais vantagens observadas pelos autores foram os minimos riscos
de reagdo de corpo estranho, hipersensibilidade, formagdo de granuloma ou rejeicao do
enxerto além de ndo exigir a realizagdo de incisOes externas. Para estes autores, a
gordura também se apresentou como uma op¢ao duradoura e viavel para enxertia a partir

de observacdes objetivas e subjetivas até¢ 18 meses apds a sua inje¢ao nas pregas vocais.

Segundo Chan & Titze (1998), ao compararem a viscosidade de uma série de
materias utilizados como enxerto (Teflon®, coldgeno, Gelfoam® e gordura), observaram
que a gordura apresenta viscosidade similar a camada superficial da lamina propria, e
desta forma, sugerindo que a mesma apresenta a consisténcia mais proxima da ideal para

enxertia na prega vocal.

Em estudo experimental com laringe de 6 cdes, Woo et al. (1999) realizaram
implante endoscopico de gordura autodloga e sacrificio dos animais apos 6 semanas. A
gordura foi implantada em um “bolsdao” submucoso e utilizado sutura do retalho
mucoso. Histologicamente, os autores identificaram em cortes coronais das pregas
vocais, c¢lulas adiposas vidveis apos este periodo e/ou tecido fibroso no sitio de
implante, além de evidenciar um aumento no espaco de Reinke em comparagdo com a
prega vocal contra-lateral. No entanto, o pouco tempo transcorrido entre a implantagdo e
o sacrificio do animal poderia supervalorizar o efeito benéfico da gordura implantada
apresentado pelos autores. Ainda, a auséncia de uma andlise histologica sem utilizar

parametros morfométricos do rendimento dos enxertos, poderia surgir como um vi€s no
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referido estudo. As propriedades vibratdrias das pregas vocais foram analisadas através
de video-laringoestroboscopia. O sitio de implantacdo do enxerto continuou a

demonstrar uma boa fun¢ao vibratoria.

Em outro estudo experimental com modelo animal, Stein et al. (2000)
compararam, a histologia da reacao tecidual local e a migragdo apos a injecao de quatro
tipos diferentes de enxertos na prega vocal paralisada canina apds sec¢dao do nervo
laringeo recorrente: Teflon®, silicone, hidroxiapatita e gordura. Os autores observaram
que apoOs 6 meses a hidroxiapatita de calcio e a gordura foram os materiais que causaram
a menor reacao infamatoria tecidual e migragao para linfonodos regionais. A injecao de
Teflon® apesar de identificar uma migracdo regional para linfonodos, também
apresentou uma minima reagao inflamatoria. A suspensao de silicone, por outro lado,
causou uma reacdo de células gigantes sem migracdo para linfonodos regionais. A
gordura autodloga demonstrou resultados bastante favoraveis como material destinado a
enxertia na medializacdo de pregas vocais. No periodo de 6 meses analisado os enxertos
de gordura autdloga demonstraram persisténcia no sitio de implantagdo. No entanto, o
estudo ndo comenta sobre o rendimento dos diferentes tipos de enxertos, bem como

apresenta uma analise apenas qualitativa dos parametros analisados.

Ainda em 2000, Hsiung et al. publicaram andlise retrospectiva de 33 pacientes
comparando a eficiéncia da injecdo de gordura no tratamento da insuficiéncia glotica por
etiologias variadas (paralisia de prega vocal, fibrose e atrofia). Realizaram video-

laringoestroboscopia e analise actstica (tempo de fonacgao, qualidade vocal, intensidade,
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ruidos, entre outros) de todos os pacientes no acompanhamento pos-operatorio por um
periodo minimo de 6 meses. Concluiram que a inje¢do de gordura ¢ um bom material
autologo para enxertia e pode ser considerado como uma opg¢do no manejo destes tipos
de caso. Os autores também levantaram neste estudo a questao da reabsor¢do do enxerto
de gordura como um problema, mas por outro lado lembraram que o procedimento pode

ser repetido.

Em 2001, Remacle et al. fizeram extenso levantamento bibliografico sobre os
varios materiais utilizados como enxerto para medializacdo ou restauragao de volume
das pregas vocais, tais como Teﬂon®, silicone, Gelfoam®, colageno, fascia muscular,
gordura autologa e acido hialurénico. Os autores observaram que os resultados obtidos
com o uso da fascia muscular foram similares aos encontrados com a gordura. A injecao
de materiais ofereceu resultados melhores que a medializacdo j4 que consiste em um
procedimento simples de realizar, pouco invasivo e fécil de reproduzir. Quando se
realiza a injecdo de gordura os autores preferem a camada profunda da lamina propria ja
que a reabsor¢do seria muito mais devagar no espaco de Reinke do que no musculo
tireoaritendideo. Segundo os autores, apesar da gordura e do dacido hialurénico
apresentarem propriedades biomecanicas mais proximas da prega vocal humana do que
o colageno, esta diferenga ndo parece apresentar efeitos clinicos sobre a vibragdo da

prega vocal e da fonagao.

Em estudo clinico, Duprat et al. (2001) publicaram a experiéncia com o uso do

enxerto de gordura no tratamento de 11 pacientes com incompeténcia glotica por
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etiologias variadas (sulco, cisto aberto e cicatriz pos-operatoria). Os autores descreveram
melhora dos padrdes vocais e dos parametros na video-laringoestroboscopia, além de
uma satisfacdo maior dos pacientes. A técnica utilizada foi semelhante a usada por
Sataloff et al. (1997), diferindo somente na forma de implantacdo da gordura. Enquanto
estes autores utilizaram a seringa para injetar a gordura, Duprat et al. (2001). realizaram
transporte em bloco com o uso de instrumental convencional. Ambos nao relatam o uso

de suturas ou colas bioldgicas para melhor fixacao do enxerto.

Em 2002, Hsiung et al. realizaram estudo retrospectivo para analisar a eficiéncia
da injecao de gordura apos cirurgia em 23 pacientes com nodulos vocais. Foi realizada a
analise de percepcdo acustica, funcao fonatoria e video-laringoestroboscopia antes e
depois de todas as cirurgias. Os resultados foram considerados excelentes na maioria dos

pacientes nos parametros analisados por no minimo 6 meses.

No mesmo ano, McCulloch (2002) publicaram outro estudo retrospectivo com 50
pacientes tratados com injecao de gordura autdloga em casos de paralisia unilateral de
pregas vocais. Os autores consideraram a reabilitacdo vocal satisfatoria por periodos
curtos de tempo. Os resultados da utilizacao da injecao da gordura foram considerados
limitados, j& que o seu uso ndo permite uma restauracdo vocal por longos periodos de

tempo.

Lacourreye et al. (2003), a partir de estudo retrospectivo, analisaram 80 pacientes

com paralisia unilateral de prega vocal submetidos a tratamento com injecdo de gordura
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autdloga no musculo tireoaritendideo. Por um periodo minimo de 12 meses todos os
pacientes foram submetidos a andlise fonatéria e a video-laringoestroboscopia, bem
como acompanhados quanto a possibilidade de complicagdes. Os autores concluiram
que a injecdo intracordal de gordura ¢ um método seguro e ttil no tratamento de
pacientes com paralisia unilateral de pregas vocais. A partir de auto-avaliacdo dos
pacientes, a melhora da qualidade vocal imediata ap6s a inje¢do de gordura foi
experimentada em todos os casos. No entanto, os autores ressaltam a imprevisibilidade
da indicagdo exata das taxas de reabsor¢ao do enxerto, bem como a duragdo dos

resultados fonatorios.

Ja em 2005, Hartl et al. compararam as caracteristicas aerodinamicas de 1
paciente com paralisia unilateral de prega vocal apos lesdo nervosa iatrogénica em
cirtirgica toracica em 4 situacdes diferentes: antes da instalagdo da paralisia vocal,
depois da paralisa unilateral de prega vocal esquerda e apods dois tipos de cirurgia para
medializagdo da prega vocal paralisada. O paciente foi submetido a injecdo intracordal
de gordura autdloga 10 dias depois da instalacdo da paralisia unilateral da prega vocal
esquerda. O paciente foi avaliado através de video-laringoscopia ¢ medi¢do fonatoria
aerodindmica 3 dias apos a inje¢ao de gordura. Como a qualidade vocal se deteriorou
nos meses seguintes, o paciente foi submetido a procedimento de tireoplastia para
medializar a prega vocal esquerda 10 meses depois da injecdo de gordura. A laringe foi
novamente examinada através de video-laringoscopia e analise fonatoria acrodinamica 2
meses depois. O tempo de fonagdo maxima reduziu bastante ap6s a instalagdo da

paralisia vocal e foi restaurado ap6s os dois tipos de tratamento. A eficiéncia vocal foi
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dramaticamente prejudicada apos a instalacdo da paralisia vocal, mas apresentou
também melhora apds as duas formas de tratamento. Apesar do método utilizado para
realizar a analise fonatoria aerodinamica nao ser considerado ideal pelos autores, ndo foi
observado nenhuma vantagem significativa entre uma técnica ou material. A injecao de

gordura, ao contrario da tireoplastia, sofre os efeitos da reabsor¢ao imprevisivel.

Também em 2005, Umeno et al. realizaram andlise vocal de 41 pacientes com
paralisia unilateral de pregas vocais por lesdao do nervo laringeo recorrente e que foram
tratados com injecdo intracordal de gordura autdloga obtida através de lipossuccao
abdominal. A funcdo fonatéria foi analisada através de uma série de parametros, tais
como tempo maximo de fonagao, freqiiéncia fundamental, nivel de pressdo sonora, entre
outros. A qualidade vocal foi considerada pelos autores drasticamente melhor apds a
injecdo de gordura, ¢ mantendo-se efetiva mesmo apds 2 anos de avaliagdo pos-

operatdria.

Ainda, Murta (2005) realizou estudo experimental com procedimento de enxertia
de gordura e fascia muscular em 24 coelhos sacrificados 90 e 180 dias depois.
Comparando os grupos, o autor observou que a inser¢ao de gordura resultou em uma
reacdo inflamatoria celular maior que a inser¢do da fascia muscular aos trés meses,

entretanto nao foi significativa aos 6 meses.

Em 2005, Sasai et al. estudaram histologicamente os efeitos da inje¢do de

gordura autéloga em 2 pacientes submetidos a laringectomia ¢ acompanhados por 12
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meses o primeiro, e o outro caso durante 41 meses. A preservacao do enxerto de gordura
vidvel foi confirmado pela resposta inflamatéria minima em todos os dois pacientes.
Também, foi observado discreta formacao de tecido fibrético e auséncia de sinais que
pudessem sugerir necrose da gordura enxertada. Segundo os autores, a inje¢ao de
enxerto autdlogo de gordura nao altera a qualidade vocal até que a gordura sofra

processo de absorcao.

Em outro estudo experimental mais recente, Carneiro et al. (2005) avaliaram a
distribuicao de fibras colagenas apds enxerto microcirargico de gordura e fascia lata na
prega vocal de coelhos através de estudo histomorfométrico utilizando técnica de
microscopia Optica e coloragdo através do método da Picrossirius-polarizacdo. Os
autores quantificaram e compararam as fibras colagenas no musculo vocal das laringes
dos coelhos que foram submetidos a enxerto unilateral de gordura ou fascia muscular
com a prega vocal contra-lateral, que foi submetida ao mesmo procedimento, com
excecao da enxertia. Do total de 24 coelhos, divididos em dois grupos conforme a
natureza do enxerto (gordura ou féascia muscular), metade de cada grupo foram
sacrificados apds 90 e 180 dias respectivamente. Com o estudo, observaram que a fascia
lata foi envolvida como uma pega tinica com colageno distribuido em fuso, contornando-
a; enquanto que na gordura o colageno a envolveu em varios blocos distintos, como se
fossem unidades independentes. O grupo controle ndo apresentou alteracao no padrao de
distribuicdo do coldgeno na Ilamina propria e no tecido muscular. Os autores
identificaram que a enxertia de gordura e fascia lata na prega vocal de coelho promove

maior deposi¢do de colageno do que no grupo controle e foi mais exuberante no enxerto
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de gordura. Também observaram que nao houve diferenga significativa da concentracao

de fibras colagenas entre os periodos de 90 e 180 dias em ambos os grupos.

Em 2007, Kruschewski et al. publicaram trabalho experimental utilizando
métodos de enxertia de gordura autdloga na prega vocal esquerda paralisada de 40 caes a
fim de determinar as taxas de absor¢do 12 semanas ap6s a enxertia. Em todos os animais
houve ressec¢do do nervos laringeo recorrente e vago esquerdo. Os animais foram
divididos em 3 grupos de estudo que foram sacrificados 12 semanas apos a intervencao,
onde no primeiro grupo as pregas vocais foram submetidas a inje¢do de gordura
autdloga; no segundo grupo, foi realizado injecdo de gordura autdloga associada a
insulina e; no terceiro grupo, todos os animais foram submetidos a medializacdo das
pregas vocais com enxerto de gordura autdloga. Outros dois grupos foram considerados
como controle, onde um grupo foi submetido a inje¢ao de gordura autdloga e outro
grupo em que se realizou medializacdo de pregas vocais com enxerto de gordura
autdloga, sendo todos sacrificados imediatamente apos os procedimentos. As laringes
eram entdo removidas para analise do volume dos enxertos através de ressonancia
nuclear magnética. Apesar de ndo apresentar diferencas estatisticamente significativas,
os autores identificaram maiores taxas de absor¢ao nos animais do grupo de injecao de
gordura (82%) contra os dados encontrados nos animais dos grupos de medializa¢ao das
pregas vocais com enxerto de gordura (71%) e de injecdo de gordura associada a

insulina (68%).
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38 A MITOMICINA-C E SUAS APLICACOES

A mitomicina-C é um antibidtico isolado do Streptomyces caespitosus por
Wakaki et al. em 1958 que apresenta atividade antitumoral. Apresenta-se sob a forma de
cristais azul-violeta, tem peso molecular de 334,3 e ¢ solivel em agua e solventes
organicos. Sua molécula possui trés grupos reconhecidamente carcinostaticos: um anel
de aziridina, o grupo quinona e o grupo octano; representada pela féormula molecular
CsHsN4Os (figura 2). E comumente usada como quimioterapico, em aplicagdes
endovenosas, para tratamento de corioepitelioma, sarcoma de células reticulares,
seminoma e tumores epiteliais, além de tumores da cavidade bucal, pulmdes, intestino,
pancreas e estobmago. Também, em alguns casos, ¢ usada em tratamento anti-neoplasico

por contato, principalmente em tumores da bexiga (Fonseca, 2004).

O

W

Figura 2. Esquema demonstrando estrutura molecular da mitomicina-C
com seu anel deaziridina, o grupo quinona e o grupo octano.
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A mitomicina-C ¢ ativada intracelularmente através da acao de redutases que
formam um agente alquilante bifuncional ou trifuncional, que estabelece ligacao cruzada
com o DNA, inibindo sua sintese e, em menor grau, a sintese do RNA celular. Desta
maneira, a mitomicina-C inibe a divisdo celular, a sintese protéica e a proliferacdo de
fibroblastos, agindo sobre o processo de cicatrizacao, tornando-o menos intenso. Sua
acdo ¢ fase inespecifica sobre o ciclo celular, sendo porém, mais ativa nas fases pos-
mitotica e S da divisdo celular (Korolkovas, 1997). Estas propriedades despertaram o
interesse dos pesquisadores para o seu uso em procedimentos cirirgicos nos quais o

processo cicatricial intenso poderia prejudicar o resultado final.

Kunimoto e Mori (1963) descreveram pela primeira vez o uso da mitomicina-C
em cirurgias oftalmologicas para o tratamento de pterigium, como modulador do

processo de cicatrizacao.

Chen (1983) descreveu o seu uso para prevenir re-estenoses em cirurgias de
glaucoma, sendo este uso consagrado por varios outros autores e amplamente utilizado

pelos oftalmologistas nos dias de hoje na concentracao de 0,4 mg/ml.

Khaw et al. (1993) estudaram o comportamento de uma cultura de fibroblastos
expostos a mitomicina-C e ao 5-fluoracil. Estes autores observaram que o efeito

antiproliferativo da mitomicina-C ¢ prolongado e persiste por até 30 dias apds o seu uso,

periodo muito maior que o do 5-fluoracil. Este tempo maior de duracdo ¢ desejavel no
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tratamento da estenose laringea por se tratar de uma regido de dificil acesso que

impossibilita a aplicagdo repetida de drogas.

Yamamoto et al. (1990) observaram que em concentragcdes maiores de 0,08
mg/ml a mitomicina-C inibe 90% da proliferagdo in vitro de fibroblastos e, acima de

0,01 mg/ml possui efeito permanente.

Na Otorrinolaringologia, a mitomicina-C tem sido utilizada como droga
coadjuvante no tratamento de estenoses laringeas (Ingrams et al., 1998; Ward et al.,
1998; Correa et al., 1999; Rahbar et al., 2000a,b; Sennes et al., 2003; Eliashar et al.,
2004; Perepelitsyn et al., 2004; Unal, 2004; Tiirkylmaz et al.,, 2005), nas
dacriocistorrinostomias (Kao et al., 1997) e em cirurgias nasosinusais (Ingrams et al.,
1998). Ainda, alguns raros trabalhos na area otorrinolaringoldgica foram feitos apenas
experimentalmente em animais para observar cicatrizagdes de traumas laringeos
induzidos (Spector et al., 1999; Garret et al., 2001; Ribeiro et al., 2004; Pereira, 2006;
Camargo et al., 2006), assim como para retardar a cicatrizagdo de paracenteses da
membrana timpanica, o que poderia ser usado como alternativa para a cirurgia de
colocacao de tubos de ventilagao (Estrem et al., 1999; Estrem et al., 2000; Jassir et al.,
2001; O'Reilly et al., 2001). Um trabalho ainda apresenta a possibilidade do uso topico
da mitomicina-C no saco endolinfatico para tratamento da doenca de Méniére (Yazawa

et al., 1999).
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Kao et al. (1997) utilizaram a mitomicina-C na concentragao de 0,2 mg/ml apos
dacriocistorrinostomia e encontraram melhor resultado cirtirgico em comparagao com o

grupo controle.

Ingrams et al. (1998) estudaram em modelo animal o uso da mitomicina-C em
cirurgias nasosinusais € constataram que a aplicacdo da droga em concentragdes
superiores a 0,4 mg/ml diminui a velocidade de fechamento de antrostomias, sem
provocar lesdo permanente de células ciliadas. Deste modo, a mitomicina-C poderia

também ser utilizada em cirurgias endoscoOpicas funcionais de seios paranasais.

Ward et al. (1998) obtiveram sucesso em 5 pacientes pedidtricos que
apresentavam re-estenoses apds reconstrucao laringea. Eram casos de dificil tratamento
que haviam sido submetidos a varias intervengdes cirurgicas endoscopicas com recidiva
apo6s alguns meses. ApoOs o tratamento endoscOpico com aplicagdo de mitomicina-C na

concentragdo de 0,1mg/ml, todos foram descanulados.

Correa et al. (1999) descreveram um modelo animal para o uso da mitomicina-C
no tratamento de estenoses subgloticas, mostrando melhor resultado pds-operatério com

0 uso desta droga quando comparado com o grupo controle.

Rahbar et al. (2000a) utilizaram a mitomicina-C na concentracao de 0,4 mg/ml
no tratamento de 15 pacientes com estenose laringea de diversas etiologias (pds-

entubacdo, trauma, granulomatose de Wegener, congénita e idiopatica). Em sua amostra
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havia pacientes com estenoses gloticas, supragléticas e subgléticas e com graus variados
de severidade. Esses autores obtiveram alto indice de sucesso (93%), como melhora da
permeabilidade da via aérea e resolugao dos sintomas pré-operatorios, em todos os tipos
de estenose e graus de severidade, mesmo nos casos considerados como de mau

prognostico.

Garret et al. (2001) realizaram estudo experimental em cdes dos efeitos da
mitomicina-C sobre o processo cicatricial da prega vocal apds excisdo cirurgica da
mucosa. Os autores observaram nas pregas vocais tratadas com mitomicina-C um menor
numero de fibroblastos e fibras colagenas na camada superficial da lamina prépria do

que nas pregas vocais contra-laterais.

Sennes et al. (2003) aplicando mitomicina-C na concentracao de 0,4 mg/ml apos
cirurgia endoscopica com laser de CO2 no tratamento de 2 casos de estenose laringea
supraglotica obteve redugdo da tendéncia a re-estenose. Segundo os autores, a
mitomicina-C mostrou-se uma droga promissora como tratamento complementar ao

cirtirgico nos casos de estenose laringea, podendo aumentar o indice de sucesso.

Pereira (2006) realizou estudo experimental com o objetivo de estudar o efeito da
aplicacdo topica de mitomicina-C em diferentes concentracdes sobre os depdsitos de
colageno total na submucosa de pregas vocais integras de suinos. Os animais foram
divididos em trés grupos: o grupo controle era composto por animais submetidos a

aplica¢ao de solucao fisiologica 0,9% topica; o grupo experimento I era composto por
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animais submetidos a aplicagdo de mitomicina-C topica na concentracao de 4 mg/ml e o
grupo experimento II por animais submetidos a aplicagdo de mitomicina-C tdpica na
concentracdo de 8 mg/ml. Apos 30 dias do experimento, os animais foram sacrificados,
coletado amostras das pregas vocais, coradas e analisadas histologicamente pelo método
de picrosirius-polarizagdo para a quantificagdo computadorizada da deposi¢ao do
colageno. Ao comparar as médias de area do coldgeno depositado na submucosa das
pregas vocais dos trés grupos observaram que a mitomicina-C aplicada topicamente em
pregas vocais integras nao altera significativamente a deposicdo de colageno na

submucosa.

Finalmente, Camargo et al. (2006) realizaram estudo experimental para avaliar os
efeitos da mitomicina-C no processo de cicatrizacao de pregas vocais suinas. Os animais
foram divididos em dois grupos de 6 suinos cada, sendo avaliados apds exérese de
fragmento de mucosa de prega vocal a laser de CO, (um grupo com uso de mitomicina-
C topica e o outro grupo considerado controle). Apds 30 dias os animais foram
sacrificados, sendo coletadas amostras das pregas vocais para analise histologica, a fim
de quantificar a deposi¢do de coldgeno através do método de picrossirius-polarizacao.
Os autores observaram que a mitomicina-C usada topicamente apds a exérese de
fragmento de mucosa da prega vocal a laser de CO, em suinos, diminuiu,

significativamente, a deposi¢ao do colageno total.

Apesar da maioria dos estudos ndo enfocarem sobre as complicagdes e reagdes

adversas apos o uso da mitomicina-C topica, como efeitos colaterais graves notou-se
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aplasias medulares em doses endovenosas acima de 50mg e necroses teciduais locais

quando ocorre extravasamento da droga no subcutaneo (Bradner, 2001).

Apesar das fortes evidéncias de que seja uma droga promissora no tratamento das
estenoses laringeas, ainda ¢ necessario que sejam realizados estudos prospectivos com
amostras maiores, com grupo controle € com maior tempo de seguimento para
conclusdes definitivas. Vdrios trabalhos na literatura demonstram sua eficdcia como
inibidor do crescimento tumoral, pela sua acdo direta sobre o DNA (Bradner, 2001).
Além disso, ainda nao foram definidos a concentracdo e o tempo de aplicacdo ideal da
mitomicina-C em estenoses laringeas. Estabelecer a menor dose efetiva e com o menor
risco de efeitos colaterais ¢ importante para aumentar a eficiéncia e seguranga do

tratamento.

3.9 IDENTIFICACAO DO COLAGENO PELO METODO DA PICROSSIRIUS-

POLARIZACAO

Em 1964, Sweat et al. com o objetivo de buscar uma substiancia que corasse
definitivamente o colageno, utilizaram o corante Vermelho Sirio (Sirius Red F3BA),
associado ao acido picrico, denominando a solug@o de picrosirius-red e este método é

utilizado desde entdo por diversos pesquisadores para o estudo do colageno.
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O coléageno, por ser uma proteina de natureza bdsica, interage provavelmente com
os grupos sulfonicos do corante Vermelho Sirio a 0,1% que tem pH baixo, e também

com os grupos amino da lisina e da hidroxilisina e os grupos guanidina da arginina.

O novo método foi estudado por Constantine & Mowri (1968) que levantaram
davidas quanto a sua especificidade ao colageno, pois algumas outras estruturas coradas
ndo eram de colageno. Observaram também que a solugdo de picrosirius-red, aumentava

significativamente a birrefringéncia normal das fibras do colageno em cortes de tecido.

Foi entdo que Junqueira et al. (1978) notaram que o corante picrosirius-red
aumentava a birrefringéncia das fibras colagenas, quando estudadas com microscépio de
polariza¢do. Assim que se comegou a associar o método de picrosirius-red juntamente
com a microscopia de polarizagdo, passou-se a demonstrar com maior nitidez as fibras
colagenas (Santos el al., 2003). O método da picrosirius-polarizacao passou entdao a ser
utilizado em outros estudos para identificar e quantificar o colageno em tecidos normais
(Montes et al., 1985; Lemos et al., 1997) e também em condic¢des patoldgicas (Mauad et

al., 1996).

E um método considerado simples e barato, bastante confidvel por ser sensivel,

especifico e de facil reproducao (Montes & Junqueira, 1991).

O papel atribuido ao acido picrico na coloraciao do coladgeno ¢ ainda desconhecido,

no entanto, quando omitido da solugdo corante, todos os seus componentes teciduais
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ficam numa coloragdo vermelha, parecendo desta forma, prevenir a coloracao
indiscriminada das estruturas ndo colagenosas pelo Sirius Red. De acordo com Junqueira
et al. (1979a,b), quando o acido picrico nao ¢ usado, constata-se que todas as estruturas

mostram intensificacdo da birrefringéncia.

E importante assinalar que o uso da solugdo de picrosirius-red, associado a
microscopia polarizada apresenta importante sensibilidade e especificidade como
método simples para localizar as fibras colagenas. Toda esta especificidade se deve a
rea¢ao das moléculas do colageno ricas em aminoacidos basicos com o corante Sirius
Red que ¢ um corante acido. Esta reagdo adiciona uma grande quantidade de moléculas
do corante paralelamente as moléculas de colageno, obtendo-se, desta forma, um
aumento da birrefringéncia especificamente das estruturas que contem colageno, quando
se observa o corte de tecido sob luz polarizada. Apesar do corante Sirius Red néo se ligar
especificamente aos componentes de carater catidnico dos tecidos, o fendmeno do
aumento da birrefringéncia ocorre exclusivamente com o colageno (Melo et al., 2003).
Desta forma, segundo Junqueira et al. (1979a,b) o método da coloragao com picrosirius-
polarizacdo ¢ bastante especifico para a deteccao de estruturas compostas de colageno

orientadas.

Ainda, Rabau & Dayan (1994) sugerem que as diferentes birrefringéncias
observadas sob microscopia de polariza¢do apos o uso da solugdo de picrosirius-red,
permitem uma avaliacdo da fase do processo cicatricial baseados na observagdo de que

os diferentes tipos de coldgeno apresentam diferentes cores e intensidades, e assim o
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colageno encontra-se esverdeado ou amarelo esverdeado em fase de cicatrizagdo e
altamente birrefringentes de cor amarelada ou avermelhada em processo fibrotico

inativo.

A observacao de que os colagenos dos Tipos I, I e III mostram diferentes cores e
intensidades de birrefringéncia num mesmo corte histologico (Junqueira et al., 1978)
pode ser explicada pelo fato amplamente conhecido de que estes diferentes colagenos
intersticiais apresentam padrdes distintos de agregacdo fisica. Esta ¢ a razdo pela qual
nunca foi alegado que ocorre uma interagdo quimica diferencial entre o picrosirius-red e
os diferentes tipos de colageno. Assim, o colageno tipo I que é composto por fibrilas
espessas € densamente agrupadas, apresenta uma birrefringéncia intensa com coloracao
amarela, laranja ou mesmo avermelhada, e encontra-se disposto em duas camadas
distintas na lamina propria da prega vocal humana (uma camada mais superficial
imediatamente abaixo do epitélio e outra mais profunda e densamente agrupada em
intimo contato com a camada muscular). Por outro lado, o colageno tipo III ¢ composto
principalmente por fibrilas muito finas, frouxamente dispostas, que demonstram uma
birrefringéncia fraca de coloracdo esverdeada ou mesmo amarelo-esverdeada e
encontram-se dispostas em uma camada na ladmina propria entre as duas faixas de
colageno tipo I na prega vocal humana. Adicionalmente, estes tipos de colageno
dispostos em camadas na lamina prépria parecem formar uma entrelagada rede de fibras.
J& o colageno tipo II ndo forma fibras e suas fibrilas finas estdo dispostas em uma rede
frouxa que interage fortemente com as glicosaminoglicanas ¢ desta forma esse tipo de

interagdo fisica resulta em uma birrefringéncia fraca com coloragdo varidvel, ambas
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dependendo da interagdo das moléculas de coldgeno com as glicosaminoglicanas

(Hirshberg et al., 1996; Hirshberg et al., 1999; Melo, 2003).

3.10 ANALISE COMPUTADORIZADA NA IDENTIFICACAO DO COLAGENO

Uma imagem ¢ uma representacao visual de um objeto ou de um grupo de objetos.
O processamento digital e a manipulagdo destas informacdes podem facilitar a andlise de
imagens. O processamento digital de imagens ¢ um método especifico de processamento
de imagens realizado por um computador e por programa especializado. Para realizar o
processamento digital de imagens com um computador, inicialmente a imagem deve ser
convertida em uma forma numérica através de um processo conhecido por digitalizacao

da imagem (Media Cybernetics, 1999).

O processo de digitalizagao divide uma imagem dentro de uma grade horizontal,
em pequenos espagos conhecidos como “pixels”. Em informatica, a imagem ¢&
representada por esta grade digital, também conhecida como ‘““bitmap”. Cada pixel
presente no bitmap ¢ identificado por sua posi¢ao nesta grade, referenciada por sua linha
(x) e coluna (y). Por convencgéo, os pixels sdo referenciados a partir da posi¢do superior
esqueda do bitmap que ¢é considerada a posi¢ao 0,0 (linha 0, coluna 0) - (Media

Cybernetics, 1999).

Quando se captura uma imagem, como uma fotomicrografia, ela ¢ digitalizada e

examinada nesta grade. A partir de entdo, cada pixel da imagem ¢ individualizado e seu
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brilho é mensurado e quantificado. Esta mensuragdo resulta em um valor para o pixel
que representa o brilho da imagem naquele ponto especifico. Este valor ¢ armazenado no
pixel correspondente da imagem digitalizada em bitmap. Ainda, quando esta mesma
imagem ¢ digitalizada, a largura e a altura sdo identificadas e fixadas. Estes dados de

altura e largura sao conhecidos como resolucao espacial (Media Cybernetics, 1999).

Dependendo da capacidade de mensuragdo do sistema de captura de imagens ou da
complexidade da propria imagem, pode-se estabelecer um valor de 1 a 32 bits para ser
usado em cada pixel. O nimero de bits utilizado em cada pixel como valor representa a
“profundidade do pixel” ou também referenciado como “bits-por-pixel” (BPP). O
numero de bits-por-pixel utilizado em cada valor de pixel determina a classe da imagem.
Enquanto a profundidade do pixel informa a quantidade de cores que a imagem pode
possuir, a classe da imagem informa a interpretagdao destas cores na imagem determinada

pela profundidade do pixel (Media Cybernetics, 1999).

A classe de imagem RGB (Red, Green, Blue) ¢ um método de representar a
coloragdo de imagens bastante utilizado. O modelo de cor RGB ¢ especialmente
importante no processamento digital de imagens porque ¢ utilizado na maioria dos
dispositivos digitais de imagem atuais (por exemplo, monitores e cameras coloridas). E
foi a partir do desenvolvimento da fotografia e da televisdo coloridas que se identificou
que qualquer cor pode ser representada a partir de uma mistura de niveis diferentes de
cores vermelha, verde e azul. No modelo RGB, uma cor ¢ expressada em termos que

definem a quantidade de luz vermelha, verde e azul contida em um pixel. Na classe de
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imagem RGB24 cada pixel contém um valor de 24 bits-por-pixel ¢ é conhecida como
uma imagem ““true color”. Cada segmento de cor possui trés modelos de cores de 8 bits.
Cada modelo representa o nivel de brilho de cada canal de cor (vermelho, verde e azul).
Estes valores de brilho representam niveis que podem variar dentro de uma escala de
256 niveis. Assim, uma imagem colorida de 24 bits-por-pixel, a cor vermelha pura pode
ser representada como 255/000/000, aonde 255 representa o nivel mais alto de luz
vermelha possivel, sem as luzes verde (000) ou azul (000). As diversas combinagdes de
luz vermelha, ver de azul permitem definir uma série de valores de 2** de cores (mais de
16 milhdes de cores). A partir da popularizagao dos sistemas de captura digital, o
programa Image-Pro Plus® versédo 4.1, passou a suportar imagens que contém coloragao
de 36 bits e 48 bits (Media Cibernetics, 1999). Um modelo de cor é simplesmente um
modelo padrao de representar as cores através de um modelo matematico. A maioria dos
modelos de cor usam um sistema de coordenadas tridimensional. No modelo de cor
RGB, por exemplo, observa-se um cubo onde a cor vermelha representa a coordenada X,
o azul ¢ a coordenada Y e a cor verde ¢ a coordenada Z. Assim, qualquer uma das 16,8
milhdes de cores podem ser determinadas para um tUnico ponto deste cubo (Media

Cybernetics, 1999).

Apds a captura de uma imagem pela camera, o programa Image-Pro Plus® versio
4.1 realiza operagdes de mensura¢do a partir da posi¢do dos pixels na imagem. O
programa Image-Pro Plus® versio 4.1 pode utilizar uma escala de medida de pixels para
qualquer sistema de mensuracdo. Pode-se calibrar a escala de medidas de modo que um

pixel corresponde a um centimetro ou que cinco pixels correspondem a um centimetro
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(ou polegadas, ou milhas, ou micrometros). Valores fracionados também sdo permitidos
(Media Cybernetics, 1999). No presente estudo, a calibragdo utilizada pelo sistema de
captura de imagens e pelo programa Image-Pro Plus® versao 4.1 foi padronizada pelo
Servico de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, onde 1,0

um corresponde a 0,5975052301 pixel (figura 3).

B 1mage Fio Plus - pves_picro_20x_03picio.ipg (1/1)
Flz Edl fcquie Ephance Piocess Measue Mago Window Help

EHEnCSRBR 2 OO0 682 Q 0|
el AL EEE

1 oved_pic 03picio.ipg (1/1)

[0 RGB 24321 500 bytes], Zoom0% [454, 152 [faes80 | [WH 640480  [um(204[1GB
MHIW B8] Micraselt PowerPair - [59... |
Figura 3. Imagem capturada do monitor do sistema de analise
digital demonstrando calibragdo do programa de analise de
imagens para campo de ldmina a ser analisado sob objetiva de
20X; método de coloragdo por picrossirius-polarizagdo; aumento
de 200X

Uma das capacidades mais poderosas do programa Image-Pro Plus® versao 4.1 ¢é
a habilidade de realizar a mensuragao espacial a partir de uma imagem. Pode-se realizar
esta medida a partir de linhas ou poligonos definidos pelo pesquisador ou a partir da
defini¢ao de um padrdo de cores (macro), criando uma mascara de gradientes que ira
identificar o objeto a ser estudado a partir das suas caracteristicas especificas de
intensidade ou cor. O programa Image-Pro Plus® versdo 4.1 tem a capacidade de

mensurar uma quantidade de 250.000 objetos diferentes numa mesma contagem. A
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partir dos critérios estabelecidos pelo pesquisador, o programa Image-Pro Plus® versdo

4.1 1ird mensurar os objetos (por exemplo, coldgeno) da imagem (Media Cybernetics,

1999) — (figura 4).
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Figura 4. Imagem capturada do monitor do sistema de anlise

digital demonstrando a mensuracdo espacial de um campo de
lamina a ser analisado a partir da criacdo de uma mascara de
gradientes de cor azulpelo programa de analise de imagens;
método de colorag@o por picrossirius-polarizacdo; aumento de
200X

E importante ressaltar que a quantificagio computadorizada, através da analise da
area corada pelo picrosirius-red sob microscopia polarizada é um método bem
estabelecido pela literatura para avaliacdo da quantidade de deposicdo de coldgeno em
estudos que visam o estudo da cicatrizacdo (Fonseca, 2003; Santos et al., 2003; Ribeiro

& Borges, 2004; Varela & Grellet, 2005; Carneiro, 2005; Camargo et al., 20006).
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3.11 BIOESTATISTICA E SUAS APLICACOES

Estatistica ¢ a ciéncia que tem por objetivo orientar a coleta, o resumo, a
apresentacao, a analise e a interpretagdo de dados. Podem ser identificadas duas grandes
areas de atuacdo desta ciéncia: a estatistica descritiva, envolvida com o resumo € a
apresentagao dos dados, e a estatistica inferencial, que ajuda a concluir sobre conjuntos
maiores de dados (populagdes) quando apenas partes desses conjuntos (as amostras)
foram estudadas. Na verdade, mais do que uma seqiiéncia de métodos, a estatistica ¢
uma forma de pensar ou de ver a realidade varidvel, ja que seu conhecimento ndo apenas
fornece um conjunto de técnicas de analise de dados, mas condiciona toda uma postura
critica sobre sua interpretacdo e a elaboracdo de conclusdes sobre os dados (Callegari-

Jacques, 2003).

Considera-se a bioestatistica a aplicagdo dos métodos estatisticos a solugdo de
problemas bioldgicos. A bioestatistica, longe de ser mais uma complicacado matematica,
tem se mostrado um instrumento extremamente util e poderoso na organizagdao € na
interpretagdo de dados. Além disso, esta ci€ncia propicia uma avaliacdo adequada da
variabilidade observada nos processos biologicos. E sabido que existem diferencas entre
os individuos e que eles reagem diferentemente a estimulos idénticos; por outro lado, o
mesmo individuo apresenta variacdes de um momento para outro. Em vista disso, o
pesquisador deseja saber qual o grau de confiabilidade de seus resultados. A questdo gira
em torno da possibilidade dos resultados terem sido obtidos por acaso, ou se o novo

tratamento proposto ¢ realmente mais eficiente, ou se a associa¢do observada entre as
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variaveis ¢ real, ou se o método de selecao dos individuos ¢ adequado, ou mesmo se a
analise dos dados emprega métodos adequados as variaveis estudadas. Todas essas
questdes podem ser respondidas com o auxilio de métodos estatisticos (Callegari-

Jacques, 2003).

O papel da estatistica na investigagdo cientifica vai além de indicar a seqiiéncia
de calculos a serem realizados com os dados obtidos. No planejamento, ela auxilia na
escolha das situagdes experimentais € na determinacdo da quantidade de individuos a
serem examinados. Na andlise dos dados, indica técnicas para resumir € apresentar as
informacdes, bem como para comparar as situagdes experimentais. Na elaboragdao das
conclusdes, os varios métodos estatisticos permitem generalizar a partir dos resultados
obtidos. De um modo geral, ndo existe certeza sobre a correcdo das conclusdes
cientificas; no entanto, os métodos estatisticos permitem determinar a margem de erro
associada as conclusdes, com base no conhecimento da variabilidade observada nos

resultados (Callegari-Jacques, 2003).

3.12 MEDIDAS DE TENDENCIA CENTRAL

As medidas de tendéncia central sdo valores calculados com o objetivo de
representar os dados de uma forma ainda mais condensada do que se usando uma tabela.
Quando o desejo € representar por meio de um valor Unico, determinado conjunto de

informagdes que variam, parece razoavel escolher um valor central, mesmo que esse
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valor represente uma abstragcdo. Ha varias medidas de tendéncia central, destacando-se a

média aritmética, a mediana e a moda (Callegari-Jacques, 2003).

A meédia aritmética é a medida de tendéncia central mais utilizada, porque, além
de ser de facil calculo, tem uma interpretacdo familiar e propriedades estatisticas que a
tornam muito util nas comparacgdes entre populagdes e outras situagdes que envolvam
inferéncias. Operacionalmente, a média ¢ representada pelo quociente entre a soma de
todos os valores (£x) pelo numero total dos dados (n). O resultado da média depende de
cada valor da série e qualquer alteracao de um deles interfere na sua medida, sendo que
valores extremos influenciam no seu valor final (Callegari-Jacques, 2003; Magalhaes &

Lima, 2005).

A mediana ¢ o valor de X, em uma série ordenada de dados, que divide a série em
dois subgrupos de igual tamanho. Em outras palavras, ¢ um valor tal que tenha igual
quantidade de valores menores e maiores do que ele. E um método menos sensivel a
valores extremos do que a média e ¢ dificil de determinar para grandes quantidades de

dados (Callegari-Jacques, 2003; Magalhdes & Lima, 2005).

A moda ¢ o valor mais freqiiente de uma série de valores. Quando os dados estdo
apresentados em intervalos de classe, costuma-se indicar o intervalo modal. Porém, se o
pesquisador deseja estimar um valor Gnico para a moda, pode-se usar o ponto médio do

intervalo modal (Callegari-Jacques, 2003).
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3.13 MEDIDAS DE DISPERSAO OU DE VARIABILIDADE

As medidas de tendéncia central sdo insuficientes para representar adequadamente
um conjunto de dados, pois nada revelam sobre sua variabilidade (Callegari-Jacques,

2003).

A medida mais simples de dispersdo ¢ a amplitude de variacédo que ¢ a diferenca
entre os valores extremos. No entanto, a amplitude tem dois defeitos como medida de
variacdo: (1) so6 utiliza os valores extremos, nada informando sobre os intermedidrios e;
(2) quando avaliada em amostras, freqiientemente fornece uma subestimativa da
amplitude populacional, ja que dificilmente a amostra vai apresentar tanto o valor mais
baixo como o mais alto da populacdo que geralmente sdo os mais raros (Callegari-

Jacques, 2003; Doria Filho, 1999).

Para levar em conta todos os valores observados na série, foi sugerido o uso dos
desvios de cada valor em relacdo a média, reunindo-se tais informag¢des em uma
quantidade denominada variancia. Quanto maior a varidncia de uma série, maior a

dispersdo dos valores que a compdem (Callegari-Jacques, 2003; Larson & Farber, 2004).

Uma dificuldade com a variancia, como medida descritiva da dispersdo, ¢ o fato de
ndo poder ser apresentada com a mesma unidade com que a variavel foi medida. A
solugdo ¢ extrair a raiz quadrada positiva da variancia, ja que, com isso se volta a

unidade original da variavel. Essa nova medida de variabilidade é denominada desvio-
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padrdo (Callegari-Jacques, 2003). Em termos gerais, o desvio-padrdo consiste em
identificar a média quadratica entre os desvios em relacdo a média, ou seja, ¢ o modo de
representar a dispersdo dos dados ao redor da média (Doria Filho, 1999). E a medida de
dispersdo mais utilizada nos trabalhos experimentais ou de pesquisa, buscando indicar o
grau de variabilidade dos valores em torno de um valor pré-determinado (Magalhaes &
Lima, 2005). E interessante observar que o desvio-padrdo de uma série de dados pode
ter um valor numérico maior que o da média aritmética. Isso geralmente ¢ uma indicacao

de que a distribui¢do ¢ assimétrica (Callegari-Jacques, 2003).

Quando se analisa a mesma variavel em duas amostras, pode-se comparar os
desvios-padrao observados e verificar onde a variagdo € maior. Para comparar
variabilidades, deve-se usar o coeficiente de variacdo, que ¢ uma medida de dispersdo

independente da unidade de mensuragao da variavel (Callegari-Jacques, 2003).

Quartis sdao valores de x que dividem uma série ordenada de dados em quatro
grupos, cada um reunindo 25% das observacdes. O primeiro quartil (Q1) ¢ o valor
abaixo do qual estdo os 25% valores menores; o segundo quartil (Q2) ¢ a mediana e o
terceiro quartil (Q3) € o valor de X abaixo do qual estdo 75% dos valores da série. A
amplitude ou o desvio entre quartis ¢ a diferenca entre o terceiro e o primeiro quartis
(Q3 — Q1). Deve-se notar que entre Q1 ¢ Q3 estdo os 50% valores mais centrais da
distribuicdo (Callegari-Jacques, 2003; Doria Filho, 1999). Quando se descreve um

conjunto de dados de distribuicdo assimétrica, a distdncia entre quartis representa melhor
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a variacao do que a amplitude ou o desvio-padrao, porque nao ¢ afetada pelos valores

extremos (Callegari-Jacques, 2003).

3.14 TESTE DE NORMALIDADE DE KOLMOGOROV-SMIRNOV (K-S)

As distribui¢des de freqiiéncias podem apresentar formas variadas. Muitas
variaveis bioldgicas apresentam uma distribui¢do equilibrada, em que os valores centrais
sdo mais freqiientes e os extremos, mais raros, sendo os valores muito baixos tdo pouco

freqiientes quanto os muito altos (Callegari-Jacques, 2003).

Em estatistica, o teste de Kolmogorov-Smirnov (K-S) pode ser aplicado para
avaliar se o objeto estudado da amostra ¢ oriundo de uma populacao com distribuicao
normal. O teste K-S classico compara a distribuicdo real dos dados (amostra) com uma
distribuicao normal gerada por uma média e um desvio-padrao supostamente conhecidos
(populacionais) — (Arango, 2001). E um teste de execugdo simples quando comparado a
outros métodos, tais como o qui-quadrado, e baseado na maior diferenca absoluta entre a
freqiiéncia acumulada observada e a estimada pela distribui¢ao normal (Arango, 2001;
Levine et al., 2000; Magalhaes & Lima, 2005). O teste K-S também pode ser efetuado
sob a suposicdo de que os parametros da normalidade sdo desconhecidos. Esse processo
¢ conhecido como probabilidades de Lillefors. Nesse caso, os parametros da

normalidade sdo estimados a partir dos dados (Arango, 2001).
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3.15 TESTE “t” DE STUDENT

As dificuldades do emprego do desvio padrao amostral como uma estimativa de
desvio-padrao no calculo do erro padrao foram estudadas por William Sealy Gosset
(1876-1937), pesquisador da empresa Guinness, famosa cervejaria de Dublin, na Irlanda.
O interesse de Gosset nesse problema estatistico tinha fortes motivos praticos, uma vez
que os métodos empregados na época eram adequados a amostras grandes, muito

diferentes das pequenas com as quais tinha de trabalhar (Callegari-Jacques, 2003).

Apos estudar com Karl Pearson no Laboratorio de Biometria da Universidade de
Londres, Gosset publicou a solu¢do para o problema em 1908, no classico artigo
denominado “The Probable Error of a Mean™, para o qual adotou o pseudonimo de
Student. Nesse artigo, propos que, quando o desvio-padrido fosse desconhecido, que se
substituisse o valor critico obtido na curva normal pelo valor critico de uma nova
distribui¢do, a qual foi chamada de distribuicdo t e posteriormente aperfeigoada por

R.A. Fisher, em 1926 (Callegari-Jacques, 2003).

O teste t de Student ¢ provavelmente o método mais utilizado para comparar as
diferengas entre as médias de dois grupos (Arango, 2001; Doria Filho, 1999). O teste t
pode ser usado mesmo que as amostras sejam pequenas desde que seja admitido que as
populacdes que deram origem as amostras tenham distribuicdo normal e variabilidades
ndo significativamente diferentes (Arango, 2001). Para conduzir o teste t, além das

amostras terem uma distribuicdo normal, devem ser selecionadas ao acaso (Larson &
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Farber, 2004). Duas amostras sdo independentes se a amostra selecionada em uma
populagdo ndo estiver relacionada com a amostra selecionada em uma segunda
populagdo. As duas amostras sdo dependentes ou pareadas se cada membro de uma
amostra corresponder a um membro da outra (Larson & Farber, 2004). Uma amostra
pareada corresponde ao levantamento de dados da mesma amostra em duas situagdes nas
quais tenha interferido algum fator cujo efeito quer-se avaliar (Arango, 2001). O teste t
usa a diferenca entre as médias dos dois grupos e o erro padrdao das diferencas das

médias entre os dois grupos (Doria Filho, 1999).

3.16 TESTES DE ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA)

Quando dados de varios grupos estdo sendo combinados, a variancia tem dois
componentes. Se os grupos tém médias diferentes, alguma variagdo provém das
diferencas entre as médias dos grupos, € o restante da variacao provém das diferencas no
interior de cada grupo. O problema estd em reconhecer se algum, ou alguns, desses
grupos sdo significativamente diferentes uns dos outros. Poderiam os grupos ser
comparados, dois a dois, somente por meio de testes t separados, o que poderiam revelar
uma diferenca significante. Como se estariam fazendo multiplas analises, poder-se-ia
estar incorrendo num erro tipo I (rejeitar hipdtese nula verdadeira) ao aceitar 5% de erro
em cada uma das andlises separadas, havendo uma chance maior de se encontrar, por

mero acaso, uma diferenga estatisticamente significante (Doria Filho, 1999).
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Os testes de andlise de variancia (ANOVA — ANalysis Of VAriance) sio uma
poderosa técnica estatistica desenvolvida por Ronald A. Fisher em 1918 e publicada em
1925 no livro ““Statistical Methods for Research Workers” (Callegari-Jacques, 2003). O
uso dos testes ANOVA indicara a probabilidade de que a hipdtese nula seja verdadeira,
ou seja, a probabilidade de que nenhuma diferenca existe entre quaisquer dos grupos. Os
testes ANOVA se apdiam na hipotese de que os grupos sdo semelhantes, a variancia em
cada um (dentro) dos grupos ¢ similar aquela entre os grupos. O testes ANOVA
comparam a variabilidade das médias de todas as amostras com a variabilidade dentro
das amostras (Doria Filho, 1999). Como os testes ANOVA servem para comparagdo de
trés ou mais médias populacionais, podem ser considerados uma extensao do teste t, para

o caso de mais de dois grupos ou classificagdes (Arango, 2001).

Para que os resultados dos testes ANOVA sejam validos, ¢ necessario que as
variancias amostrais sejam semelhantes nas diferentes amostras. Além disso, os valores
encontrados devem ter uma distribuicdo normal (Callegari-Jacques, 2003). Para cumprir
essa analise, os testes ANOVA precisam determinar a variabilidade dentro de cada
amostra, bem como a variabilidade que existe entre as médias das amostras (Doria Filho,
1999). Quando isso ¢ feito, é gerada uma estatistica chamada F — Snedecor. Quanto
maior for a estatistica F (razdo F), maior sera a variagdo entre os grupos em relacio a
variagdo dentro dos grupos e, conseqiientemente, maior a probabilidade de rejeitar a
hipdtese nula e aceitar a hipdtese experimental (Doria Filho, 1999; Larson & Farber,
2004). Usando-se o valor obtido para a estatistica F ¢ o nimero de graus de liberdade

apropriado, obtém-se o correspondente valor de p por meio das tabelas de F, as quais sdo
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construidas uma para cada valor de p e fornecem um valor de F em fun¢do dos graus de
liberdade (Doria Filho, 1999). O célculo dos graus de liberdade, neste caso, ¢ mais
complexo pois ele precisa combinar o nimero de graus de liberdade entre os grupos
(numerador) com aquele intra-grupos (denominador) - (Arango, 2001; Doria Filho,

1999; Larson & Farber, 2004).

Felizmente, os testes ANOVA sdo procedimentos estatisticos robustos e que
fornecem resultados confidveis, desde que os tamanhos amostrais sejam iguais ou
aproximadamente iguais. Também sao razoavelmente robustos ainda que a varidvel em
estudo tenha uma distribuicao bastante desviada da normal, especialmente se os n sao
grandes. Se, no entanto, os dados se afastam excessivamente das pressuposi¢des ja
indicadas, a solu¢dao ¢ usar uma transformagao nos dados ou um teste ndo-paramétrico

(Callegari-Jacques, 2003).

Freqlientemente, os testes para analise de variancia sao referidos como one-way ou

two-way e com ou sem repeti¢do (repeated measures) - (Doria Filho, 1999).

O teste one-way ANOVA testa a hipdtese nula de que todas as populagdes tem
médias idénticas contra a hipdtese alternativa de que uma ou mais das médias das
populagdes difere das demais (Doria Filho, 1999; Larson & Farber, 2004). O termo one-
way significa que os elementos foram categorizados de um unico modo (Doria Filho,

1999).
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Quando for necessario testar o efeito de duas varidaveis independentes ou fatores,
sobre uma varidavel dependente, pode-se usar um teste two-way ANOVA (Larson &
Farber, 2004). O termo two-way indica que os elementos foram categorizados de dois
modos (Doria Filho, 1999). Um teste two-way ANOVA possui trés hipoteses nulas — duas
para cada efeito principal e uma para o efeito de interagao. Um efeito principal € aquele
de uma variavel independente sobre a variavel dependente e o efeito de interacdo € o
efeito de ambas as variaveis independentes sobre a varidvel dependente (Larson &

Farber, 2004).

A diferenca entre ANOVA ¢ ANOVA com repeticdo ¢ a mesma que existe entre
teste t e teste t com emparelhamento. Deve-se usar ANOVA com repeticdo em trés
circunstancias: (1) as medidas sdo feitas repetidamente no mesmo elemento, como por
exemplo: antes, durante e apds tratamento; (2) as medi¢des sdo feitas em grupos
emparelhados, e; (3) as medidas sdo feitas em um experimento de laboratorio repetido

em diferentes ocasides (Doria Filho, 1999).

O testes ANOVA informam somente se ha ou nao uma diferenga estatisticamente
significativa entre dois ou mais grupos, mas nao informa quais os grupos envolvidos.
Para identificar os grupos, deve-se realizar uma comparagdo entre pares — pair wise
comparison test — que ira comparar cada grupo com cada um dos outros. Ha pelo menos
sete testes diferentes capazes de realizar essa andlise e que diferem entre si pela
capacidade de reduzir tanto o erro tipo I quanto o erro tipo II. O estatisticos divergem

quanto a escolha do teste mais apropriado em cada situagdo: testes de Tukey (HSD), de
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Fisher — pair wise, de Duncan, de Scheffé, de Bonferroni, de Newmann-Keuls e de

Dunn (Arango, 2001; Doria Filho, 1999; Larson & Farber, 2004).

3.17 TESTE DE TUKEY (HSD)

O teste de Tukey ou HSD (Honestly Significant Difference) foi proposto pelo
estatistico John Tukey, sendo empregado para se determinarem as diferencas
significantes entre as médias de todos os grupos analisados no teste ANOVA, tomadas
duas a duas (Arango, 2001). O teste de Tukey é um complemento ao teste ANOVA e visa
identificar quais as médias que, tomadas duas a duas, diferem significativamente entre
si. O método de Tukey protege os testes de um aumento no nivel de significancia devido

ao grande nimero de comparagoes efetuadas (Callegari-Jacques, 2003).
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4 M ETODOS

41 AMOSTRAGEM

Apdbs aandlise e aprovacao da pesquisa pela Comisséo para Analise de Projetos de
Pesquisa (CAPPes) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (protocolo de pesquisa 469/05) — (anexo A) -,
foram estudados 28 coelhos albinos da raca New Zealand, todos sadios e do sexo
masculino, com massa corpora entre 2500g e 3500g (média de 2900g), submetidos a
micro-cirurgia para enxertia de gordura autéloga em ambas pregas vocais com e sem
aplicagdo de mitomicinaC previamente. Os animais estavam numerados utilizando

marcas nas orelhas e alojados cada animal em uma gaiola comum de biotério apropriada.
4.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Do total da amostragem operada, restaram 24 animais que foram utilizados no

estudo: dois coelhos foram utilizados para o estudo piloto, um coelho sofreu 6bito no
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pOs-operatdrio imediato por insuficiéncia respiratéria aguda e um coelho foi excluido do
estudo por ter sido identificado formagdo de abscesso cervical no sétimo dia de pos-
operatorio (grafico 1). Os animais foram divididos em 4 (quatro) grupos de estudo, cada
um deles com 6 coelhos. Em cada grupo (Gl, G2, G3 e G4), os coelhos foram
submetidos a implante de gordura autéloga apés a aplicacdo topica de solucdo de
mitomicinaC a 0,4mg/ml na prega vocal direita. Nos quatro grupos citados, a prega
vocal esquerda foi considerada como “controle”, pois foi submetida a0 mesmo
procedimento com colocacdo do enxerto de gordura sem a aplicacéo topica de solucéo

de mitomicina-C.

Gréfico 1. Grafico esquematico demonstrando a distribuicdo dos 28 coelhos
operados: 24 coelhos foram utilizados no presente estudo enquanto outros 4
coelhos tiveram que ser excluidos da andlise.

24 coelhos utilizados na andlise

1 coaing - axclusaon por
abcesso carvical

identificado no 7° dia PO

Todos os procedimentos cirurgicos e os cuidados pds-operatorios imediatos foram
realizados no Laboratério de Investigagdo Médica da Disciplina de Otorrinolaringologia
(LIM-32) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP) entre o

periodo de 06 de agosto de 2005 até 14 de abril de 2006. Apds a intervencdo cirurgica,
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os animais foram encaminhados para o biotério da Granja RG, localizado na cidade de
Suzano/SP, com supervisdo de zootecnistas e veterinarios, onde permaneceram com

cuidados diarios de alimentacéo e submetidos a temperatura ambiente controlada (figura
5) até serem sacrificados com injecdo endovenosa de 2,0ml de cloreto de potéssio (KCI)

a 20% conforme a distribui¢do dos grupos.

Figura 5. Imagem que demonstra o ambiente e instalagcbes de
cuidados pés-operatérios sob a supervisdo de zootecnistas e
veterinarios na granja RG em Suzano/SP

Os coelhos do grupo G1 foram sacrificados com 7 dias apds o procedimento; s
coelhos do grupo G2 foram sacrificados apds 14 dias; os coelhos do grupo G3 foram
sacrificados apds 30 dias; e os coelhos do grupo G4 foram sacrificados apds 90 dias do
procedimento cirdrgico. Apos o sacrificio dos animais de cada grupo (G1, G2, G3 e G4),
as pregas vocais de cada coelho foram distribuidas em dois sub-grupos (PVD e PVE),
sendo que as pregas vocais direitas foram separadas no sub-grupo PVD(n) e as pregas
vocais esquerdas separadas no sub-grupo PVE(n), onde “n” representava o nimero do

animal conforme a sequiéncia de sacrificio (tabela1).



Métodos 73

Tabela 1. Formacg&o de grupos e sub-grupos de estudo.

GRUPOS | COELHOS (n) SUB-GRUPOS SACRIFICIO
G1 6 i 7 dias
G2 6 e 14 dias
s 6 R’/E 30 dias
G4 6 E://[é 90 dias

4.3 ALOJAMENTO DOSANIMAIS

Todos os coelhos foram alojados em gaiolas comuns com piso ripado para coleta
de dgjetos, dotada de bebedouro e comedouro manua com racéo padrédo sem privacao

antes e apds o procedimento.

4.4 PREPARO DA SOLUCAO DE MITOMICINA-C

A solucdo de mitomicina-C utilizada foi a da marca Mitomicin® (produzida pelo
laboratério Bristol-Myers-Squibb®, Brasil/EUA) em embalagem contendo 5mg de
mitomicinaC em cada ampola sob a apresentagdo de pd liofilizado para solucéo
injetavel e preparada numa concentracéo de 0,4mg/ml momentos antes da sua aplicacdo
topica (figura 6). Esta concentracdo de mitomicina-C foi escolhida baseada na literatura
a fim de evitar complicacBes no campo cirdrgico, como por exemplo, necrose (Chen,
1983; Brujin et al., 1992; Garret et al., 2001; Rahbar et a., 2000a,b; Jassir et a., 2001;

Bradner, 2001).
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Figura 6. Imagem que demonstra o frasco de solucéo injetével
de mitomicinaaC (5mg) utilizada para aplicagcdo topica
(0,4mg/ml) na pregavocal dos coelhos

45 TECNICA CIRURGICA

451  Anestesia dos coelhos

Todos s animais foram anestesiados pelo pesquisador com lugdo de Xilazina
(laboratério Vetbrands®, Brasil) — dose 5mg/kg — associada a solugdo de Quetamina
(laboratério Vetbrands®, Brasil) — dose 50mg/kg — por via intramuscular. Foram

mantidos em ventilagdo espontanea, sem necessidade de canula traqueal .

452 Posicionamento dos coelhos

Apbs a anestesia 0s animais foram posicionados em decubito dorsal, fixos a mesa

cirdrgica pelas quatro patas, sendo que as patas dianteiras foram mantidas ao longo do

corpo e isolados por campo cirurgico estéril. .
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45.3 Abordagem da laringe

Em todos os coelhos realizouse tricotomia na regido cervical anterior, estendendo-
se desde a mandibula aé a fdrcula esternal, seguida por antissepsia com
polivinilpirrolidona-iodo a 10% (PVPI-tinturad). Todos os coelhos receberam uma
incisdo na linha média, a partir da margem superior da cartilagem tiredidea até a borda
inferior da cartilagem cric6idea, com bisturi lamina 15, na pele e subcutaneo, para expor

as cartilagens tiredidea e cricoidea (figura 7).

Figura 7. Imagem que demonstra aincisdo na pele e subcutaneo
do coelho com identificacdo dos planos musculares

454  Preparo e obtencdo do enxerto de gordura

Subseqiientemente, em todos os coelhos foi exposta a gordura subcutanea e

removido um fragmento de aproximadamente 1,0 X 1,0cm da mesma. Este fragmento de
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gordura foi mantido em solugdo fisiolégica a 0,9% numa clpula sob temperatura

ambiente até o momento de sua utilizacdo como enxerto.

455 Aplicagdo da solugdo de mitomicina-C e inser¢do do enxerto de

gordura

Todos os coelhos foram submetidos a intervencdo cirdrgica pelo pesguisador
utilizando auxilio de microscépio cirurgico (narca Sorz modelo MC-M92, lente de
200mm, binocular angulada, ocular de 12,5X, Alemanha; com iluminagdo por fibra
Optica e fonte de luz halogera de 15V e 150W) e com material microcirdrgico
apropriado (marca Factory®, Brasil). A cartilagem tiredidea foi incisada anteriormente
na linha média com bisturi 1amina rP 15 (marca Solidor®, Brasil) permitindo a exposi¢éo
das pregas vocais e a membrana cricotiredidea foi aberta também na linha média,

permitindo desta forma a visualizagéo da subglote (figura 8).

A prega vocd direita foi submetida & incisdo longitudina de 1,0mm de extensdo a
0,5mm da borda livre. Realizouse descolamento cuidadoso da mucosa ao longo da
margem media se estendendo também em direcdo inferior a sub-glote com esculpidor
de Hollemback 3s (marca Factory®, Brasil) que é um instrumento comumente
empregado na Odontologia. Dessa forma, foi confeccionado um bolsdo na direcdo do
eixo longitudina da prega vocal, utilizando-se o musculo tireoaritendideo como
principa referéncia (Sataloff et al., 1997; Duprat et al., 2004; Murta, 2005; Carneiro,

2005). Foi tomado todas as precaucbes com movimentos delicados e minuciosos no
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sentido de evitar a penetracdo do musculo tireoaritendideo e a ruptura da mucosa. Na
incisdo e bolsdo realizados na prega vocal direita foi aplicado topicamente fragmento de
cotondide estéril (modelo Codman 80-1408, marca Johnson & Johnson® Professional,
EUA) medindo aproximadamente 3,0 X 1,0mm embebido em solugéo de mitomicina-C
na concentracdo de 0,4 mg/ml durante 5 minutos (figura 9). A prega voca esquerda foi
protegida com fragmento de cotondide estéril durante este momento para se evitar a

contaminagdo da mesma com solucdo de mitomicina-C.

et P | L e
Figura 8. Imagem que demonstra o uso de Figura 9. Manipulagdo microscopica da laringe que
microscopio para manipulagdo cirirgica da laringe permite acessar a prega voca direita através do
dos coelhos descolamento de bolsdo com esculpidor de
Hollemback (seta) para permitir a aplicagdo de
solucéo toépica de mitomicinaC e a introdugdo do
enxerto de gordura

Em seguida, apés a contagem com cronémetro (marca Supermedy®, Brasil) de
exatos 5 minutos de aplicacéo topica de solucdo de mitomicina-C, o enxerto de gordura,
medindo aproximadamente 3,0mm de didmetro e 1,0mm de espessura (confeccionado

com paguimetro da marca Factory®, Brasil) foi posicionado no bols3o dissecado entre o
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musculo tireoaritendideo e a mucosa. A prega vocal direita foi entdo limpa com
fragmento de cotondide embebido com solucéo fisiologica a 0,.9% para evitar que a

pregavoca esguerda fosse exposta ao contato com mitomicina-C residual.

Apés aretirada do cotondide, foi realizado o mesmo procedimento na prega vocal
esquerda mas sem a aplicacdo tépica de solucdo de mitomicina-C previamente (figuras
10 e 11). As incisfes das pregas vocais direita e esquerda ndo foram suturadas. O
fechamento da cartilagem tiredidea e da membrana cricotiredidea foi com sutura de fio
categute 4-0 (marca Polysuture®, Brasil) com pontos separados; enquanto que o tecido
subcutéeo foi suturado com fio categute 2-0 (marca Polysuture®, Brasil) e a pele com fio

mononylon 5-0 (marca Shalon®, Brasil), também com pontos separados.

PREGA VOCAL PREGA VOCAL
DIREITA ESQUERDA

Figura 11. Demonstracdo esquemética onde se observa
o enxerto de gordura (G) introduzido entre a lamina
propria (LP) e o masculo tireoaritenéideo (M) na prega
vocal direita (com mitomicina-C) e na prega vocal
esguerda (sem mitomicina-C)

Figura 10. Demonstracéo do descolamento de bolséo
com esculpidor de Hollemback entre a 1&mina prépria
(LP) e o musculo tireocaritendideo (M) em desenho
esguemético da prega vocal esquerda
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46 CUIDADOS POS-OPERATORIOS

Todos o0s animais operados foram mantidos vivos em gaiolas comuns sob
temperatura ambiente controlada, com cuidados diérios e controle da ferida cirdrgica sob
a supervisdo de veterindrios e zootecnistas, bem como do pesguisador. Os coelhos
receberam  antibioticoterapia com  Benzilpenicilina procaina 300.000Ul e
Benzilpenicilina potéassica 100.000U1 (laboratério Bristol-Myers-Squibb®, Brasil/EUA),
diluidas em 3,0ml de &gua destilada e aplicados 0,4ml por viaintramuscular por dose. A
primeira dose foi aplicada durante o procedimento cirdrgico, e as outras doses a cada 24

horas, totalizando 5 dias de antibioticoterapia.

4.7 |ISOLAMENTO DA PREGA VOCAL

Apbs anestesia com Xilazina (laboratério Vetbrands®, Brasil) — dose 50mg/kg —,
todos os animais foram sacrificados com injecdo endovenosa de KCL conforme a
distribuicdo dos grupos (G1 = 7 dias, G2 = 14 dias, G3 = 30 dias e G4 = 90 dias de pos-
operatorio). O pesguisador realizou uma incisdo cervical anterior e retiroua laringe em
um bloco Unico que se estendia desde a base da lingua até o quinto ou sexto anel
tragueal. As pegas foram dissecadas, removendo-se as partes moles e desta forma
isolando todo o tecido da laringe. A seguir, a laringe foi aberta, com incisdo
longitudinal posterior, entre as cartilagens aritendideas. A cartilagem tiredidea, prega

vocal e aritendide de uma hemilaringe foram ressecadas em bloco, entre o ventriculo
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laringeo e a sub-glote. Por fim, foram isoladas as pregas vocais, direita e esquerda, entre

acomissura anterior e 0 processo vocal da cartilagem aritendidea.
4.8 PREPARACOES HISTOLOGICAS

Todas as pegas medindo cerca de 0,5 X 0,5cm foram fixadas em formalina a 10%
por um periodo de 24 horas e na sequéncia colocadas em cassetes proprios apés
identificacdo com o nimero do animal e a origem anatdbmica da amostra [prega vocal

direita— PVD(n) e pregavoca esquerda— PVE(n)] — (figura 12).

T i TR
I#ﬁlllll[lllll I:.--h_ﬁ il *ll!!'!lllf bt [
TR lm | e Ll
LLCLCCENTTTTTEENY BTy, (A et IR

I == I|1|I!“| LU

I
UL . :!
IIERIEIY o ' Ly A
lll!“lllllllill B

Figura 12. Imagem que demonstra os cassetes com as pegas fixadas
em formalina apds aidentificacéo dos coelhos e a origem anatémica da
amostra (pregavocal direita ou esquerda)

As pecas bram entdo encaminhadas ao Laboratério de Anatomia Patolégica da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP) para o devido
processamento. Neste |aboratorio foram desidratadas com acool etilico a 95%, clareadas
com xilol, impregnadas com parafina fundida em estufa a 60°C e incluidas. Apds

realizada a inclusdo em parafina quente, os blocos foram cortadas com auxilio de
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micrétomo em [&minas com espessura de 3um. Todos os cortes iniciais foram sempre
na por¢do média da por¢do membranosa de cada prega vocal. Em ambas pregas vocais,
os cortes seriados foram realizados em direcéo a comissura anterior e ao processo vocal.
Os cortes de tecido foram corados com técnicas de hematoxilina-eosina (HE) e Srius

Red (figura 13).

Figura 13. Esguema demonstrando a confec¢do do
bloco de parafina a partir do qual eram cortadas |aminas
com espessura de 3um e coradas com hematoxicilina-
eosina (HE) e Sirius Red; (LP) = l&mina propria; (M) =
musculo tirecartenéideo; (G) = enxerto de gordura;
método de coloragdo por picrossirius-polarizacéo;
aumento de 50X

O ndmero total de l&minas para cada animal foi bastante variavel. Tanto a prega
vocal direita quanto a prega vocal esquerda foram preparadas de acordo com a
identificacdo pelo pesquisador do enxerto presente nos cortes. As laminas foram

identificadas apenas com uma codificagdo conforme a sua origem [prega vocal direita —
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PVD(n) e prega voca esquerda — PVE(n)] — onde (n) representa o nimero do coelho

sacrificado.

4.9 ANALISE HISTOLOGICA

A andise histologica foi realizada no Laboratorio de Andise de Imagens e
Morfometria da FMUSP (LIM 05) entre junho de 2006 até maio de 2007. O método da
picrosirius-polarizacéo foi utilizado para a visualizagéo e andlise das fibras colagenas.
Este néodo consiste na coloragdo pela técnica com corante Srius Red dissolvido em
acido picrico aguoso saturado e a andlise das |aminas foi realizada sob microscopia de
luz com polarizacdo dptica (marca Leica®, Alemanha). Apds a identificacgo do enxerto
de gordura na area corada pelo picrosirius-red foi realizada a polarizagdo. O colédgeno
foi corado em tons de amarelo, laranja e vermelho, enquanto que todas as outras

substancia adquirem uma col oragéo aproximada do preto (figura 14).

A partir das imagens encontradas foi realizada uma andlise descritiva pelo
pesquisador dos quatro grupos quanto a identificacdo do enxerto de gordura, a
distribuicdo do colageno em torno do enxerto e sua relagdo com a lamina propria e a

estrutura muscular adjacente.
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Figura 14. Fotomicrografia demonstrando corte
da prega vocal esquerda com enxerto de gordura
visualizada sob luz polarizada onde as fibras
col4genas adquirem coloragdo amarela, laranja e
vermelha; (LP) = l1&mina prépria; (G) = enxerto
de gordura; (M) = masculo tireoaritendideo;
método de coloragdo por  picrossirius-
polarizagdo; aumento de 50X; grupo G2
(sacrificio com 14 dias)

4.10 ANALISE MORFOMETRICA

O pesquisador realizouum estudo morfométrico com a quantificacdo das fibras
colégenas (tipos | e 1l11) com o auxilio de sistema digital de andlise de imagens e o
programa Image-Pro Plus® versio 4.1 (para Windows®, Media Cybernetics S/N
41N41000-26671, EUA), e desta forma foi determinada a concentracdo do colageno por
unidade de area medida. Foram analisadas sempre amostras de ambas pregas vocais
direita e esquerda de cada coelho para obtencéo dos valores da concentracdo de colageno

e comparadas entre si.
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As medidas da concentracdo de fibras colégenas foram realizadas no Laboratério
de Andlise de Imagens e Morfometria da FMUSP (LIM 05) entre junho 2006 até
outubro de 2007. O sistema digital de analise de imagens € composto por uma camera
digital (modelo TK-C1380, marca JVC®, Japao), acoplada a um microscépio (modelo
Leica® DMR, marca Leica® M-System, Wetdar, Hessen, Alemanha) que envia as

imagens para um monitor (modelo Triniton, marca Sony®, Japao) — (figura 15).

Ap6s a captura de uma imagem pela camera, o programa Image-Pro Plus® versio
4.1 realiza operagdes de mensuragdo a partir da posicao dos pixels na imagem. Pode-se
calibrar a escala de medidas do programa Image-Pro Plus® versio 4.1 de modo que um
pixel corresponde a um centimetro ou que cinco pixels correspondem a um centimetro

(ou polegadas, ou milhas, ou micrédmetros) de acordo com a necessidade do estudo.

Figura 15. Imagem demonstrando microscopio acoplado a
camera digital e sistema de andlise do Laboratério de Imagens e
Morfometria (L1M -05)
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No presente estudo, a caibracdo utilizada pelo sistema digita de andlise de
imagens e pelo programa Image-Pro Plus® versdo 4.1 foi padronizada pelo Servico de
Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, onde 1,0 pm

corresponde a 0,5975052301 pixel (figura 16).

1,0 pm = 0,5975052301 pixel

Figura 16. Calibragdo do sistema digital de andlise de
imagens e do programa Image-Pro Plus® versio 4.1

As cores que representam as fibras colégenas foram selecionadas através do
programa |mage-Pro Plus® versdo 4.1 (figura 17) para quantificacéo e somatéria da &rea

selecionada (un).
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Figura 17. Imagem capturada do monitor do sistema de andlise
digital demonstrando campo de l1amina a ser analisado: (@) o
campo da esquerda pelo método de picrosiriusred sem
polarizacdo; e (b) o campo da direita pelo método de
picrossirius-polarizagdio com as fibras colédgenas coradas em
amarelo, laranja e vermelho; (G) = enxerto de gordura; (M) =
musculo tireoaritendideo; aumento de 200X
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Assim, este programa permitiu, por meio do estabelecimento de um padrdo de
cores (macro), criar uma mascara de gradiente, a partir do qual o computador
reconheceu o substrato do estudo (fibras colégenas do tipo | e l11) e desta forma forneceu
a area total ocupada pelo colageno (Unf) para o respectivo campo analisado (figura
18).
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B b8 frmes b Peon fasos Mo g (e
[ ceEwC GBS 2 B00c&as an
MEHEAE L 2B NLE BEE

0% TS W[ N e
i | [ o P P e [ i s [
Figura 18. Imagem capturada do monitor do sistema de andlise
digital demonstrando campo de |&mina a ser analisado utilizando
mascara (cor azul) estabelecida para identificar as fibras
coldgenas e calcular a drea ocupada pelas mesmas (UnT);
método de coloragcdo por picrossirius-polarizacéo; aumento de
200X

A partir do mesmo programa, foi criada uma nova mascara de gradiente de cores
(azul) e calculado a &rea total de cada campo (unt) - (figura 19) - e a partir destes
valores doter a area fracional ou proporcional de fibras colagenas (%) para cada

campo analisado (figura 20).
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Figura 19. Imagem capturada do monitor do sistema de analise
digitar demonstrando utilizagdo de méscara (cor azul)
estabelecida para calcular a &rea total do campo analisado (unt);
método de coloracdo por picrossirius-polarizacdo; aumento de

200X
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Figura 20. Imagem capturada do monitor do sistema de andlise
digital demonstrando o célculo da &rea fracional ou proporcional
de fibras colagenas / campo analisado (%); método de coloracdo
por picrossirius-polarizacdo; aumento de 200X

Todas as laminas receberam uma codificagdo e foram analisadas de maneira cega

pelo pesguisador. Foram também estabel ecidas padronizacfes de intensidade de luz do
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microscépio, da abertura do diafragma e da atura do condensador a fim de evitar

qualquer tipo de viés durante a andlise das |aminas.

Tanto na prega vocal direita quanto na prega vocal esquerda, todos os campos (sob
método da picrosirius-polarizacdo em aumento de 200X) que eram visuaizados
circundando o enxerto de gordura foram analisados tanto adjacente ao musculo quanto a
[&mina proépria (figura 21). Foram analisados e medidos no minimo cinco campos por
l&mina ou até se esgotarem os campos em gue se identificava a presenca do enxerto pelo

pesquisador.

Figura 21. Fotomicrografia sob méodo de coloracdo por
picrossirius-polarizacdo (aumento de 50X) demonstrando a andlise
dos campos (aumento de 200X) em torno do enxerto com a medida
da area proporcional de fibras colagenas por campo (%), através do
qual se obtém a média aritmética final da concentragéo proporcional
de colageno para o enxerto (%); onde: (LP) = lamina prépria; (G) =
gordurae; (M) = masculo tireoaritenideo
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Os dados morfométricos obtidos de cada prega voca analisada foram tabulados no
programa Microsoft Excel® (EUA) separando-se os quatro grupos de estudos (G1, G2,

G3 e G4), bem como conforme a origem de cada pregavocal (PVD e PVE).

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Neste estudo foram formados 4 grupos, compostos de 6 coelhos em cada grupo e
totalizando uma série de 12 pregas vocais por grupo. Em todos os grupos, os coelhos
foram submetidos a microcirurgia para enxerto de gordura nas pregas vocais direita e
esguerda. A prega vocal direita sempre recebeu aplicacdo topica de solucdo de
mitomicinaC a 0,4mg/ml enquanto a prega voca esgquerda sempre foi considerada
como “controle” sem a aplicagdo de mitomicina-C. Os coelhos do primeiro grupo foram
sacrificados com 7 dias, os do segundo grupo com 14 dias, enquanto que os coelhos do
terceiro grupo com 30 dias e os do quarto grupo com 90 dias. A andlise estatistica foi
realizada entre outubro de 2007 até fevereiro de 2008, e submetida a nova reviséo em
outubro de 2008 sempre sob supervisdo de profissional especializado em Matemética e

Bioestatistica.

A partir dos dados das médias aritméticas dos valores de érea proporcional de
fibras colagenas (%) obtidos nos campos de cada lamina foi realizado o teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Em estatistica, este teste pode ser aplicado
para avaliar se a caracteristica estudada da amostra é oriunda de uma populagdo com

distribuicdo normal. E um teste de execucdio simples quando comparado a outros
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métodos, tais como o qui-quadrado, e baseado na maior diferenca absoluta entre a
freqiéncia acumulada observada e a estimada pela distribuicdo normal (Levine et al.,

2000; Magalhdes & Lima, 2005).

Foram utilizados a média e a mediana como medidas de tendéncia central e o
desvio-padrdo como medida de dispersdo. A média € um elemento representativo de
série mais usado, procurando uniformizar os dados em torno do valor médio.
Operacionalmente, a média é o quociente entre a soma de todos os valores (Sx) pelo
nimero total dos dados (n). A média depende de cada valor da série e qualquer
alteracdo de um dees interfere na sua medida, sendo que valores excepcionais
influenciam no seu valor final. A mediana é uma medida de terdéncia central que divide
a série ordenada (crescente ou decrescente) exatamente ao meio, ou sgja, em duas partes
iguais, onde 50% antecedem e 50% da distribui¢iio sucedem seu valor. E um método
menos sensivel avalores extremos do que a média e é dificil de determinar para grandes
guantidades de dados. A mediana € uma medida mais adequada para distribui¢cdes muito
assimétricas. O desvio-padrdo consiste em identificar a média quadrética entre os
desvios em relacio & média E a medida de dispersio mais utilizada nos trabalhos
experimentais ou de pesguisa, buscando indicar o grau de variabilidade dos valores em

torno de um valor pré-determinado (Magahdes & Lima, 2005).

Para comparar os resultados obtidos a partir das médias aritméticas de area
proporcional de fibras coladgenas Q6) entre as pregas vocais direita e esguerda foi

empregado o teste t de Student na andlise edtatistica. A significancia estatistica serve
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para medir o grau de crenca de que a diferenca obtida sgja espuria. Um resultado ndo-
significativo estatisticamente indica que é provavel que a diferenca seja casudl,
determinada pelo efeito da amostragem. Por outro lado, um resultado estatisticamente
significativo indica que a diferenca é bastante confiavel e que é pequena a probabilidade
de o resultado ser espurio (Arango, 2001; Doria Filho, 1999; Callegari-Jacques, 2003,

Larson & Farber, 2004).

Foi aplicado complementarmente o teste de analise de variancia de um fator
com repeticao (one-way repeated measures ANOVA) associado ao teste de Tukey na
andlise estatistica, comparando as médias aritméticas de area proporciona de colageno
(%) entre os grupos (7, 14, 30 e 90 dias) a fim de avaliar o comportamento do depdsito
de fibras coldgenas para cada sub-grupo de pregas vocais direitas (com aplicacdo de
mitomicina-C) e esquerdas (sem aplicacdo de mitomicina-C) separadamente. A andise
da variancia é uma poderosa técnica estatistica que decompde, em varios componentes
identificavels, a variagdo total entre os valores obtidos no experimento. Este método
compara todas as médias em um Unico teste e visa identificar a existéncia de ao menos
uma diferenca entre os grupos, se alguma existir. Caso o resultado seja estatisticamente
significativo, aplicase posteriormente uma das varias técnicas existentes de
comparagdes multiplas entre as médias (Arango, 2001; Doria Filho, 1999; Callegari-
Jacques, 2003; Larson & Farber, 2004). No presente estudo, o teste de Tukey foi
utilizado complementarmente aos testes de andlise de variancia (ANOVA) e visa
identificar quais as médias gque, tomadas duas a duas, diferem significativamente entre

s. O método de Tukey protege os testes de um aumento no nivel de significancia devido
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ao grande nimero de comparagoes ef etuadas (Callegari-Jacques, 2003; Larson & Farber,

2004).

Em todos os testes aplicados, foi considerado uma diferenca estatisticamente

relevante um nivel de significancia de 5% (p = 0,05).



5 RESULTADOS
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5 R ESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DOS COELHOS

Todos os animais utilizados no presente estudo eram coelhos albinos da raca New
Zealand, do sexo masculino e a massa corporea compreendida entre 2500g a 3500g (a
massa média de aproximadamente 2900g). Do total da amostragem operada (28
coelhos), restaram 24 coelhos onde ndo foi observado nenhum tipo de intercorréncias
trans-operatdrias ou mesmo durante todo o acompanhamento pés-operatorio (anexo B).
Foram excluidos quatro coelhos da analise final j4 que dois coelhos foram utilizados
para o estudo piloto, um animal sofreu Obito no pds-operatério imediato por
insuficiéncia respiratoria aguda e em outro coelho foi identificado formagao de abscesso

cervical no 7° dia de pés-operatorio.
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5.2 IDENTIFICACAO DO ENXERTO DE GORDURA

Em todos os coelhos de todos os quatro grupos (Gl, G2, G3 e G4) foram

identificados os enxertos de gordura nas pregas vocais direitas e esquerdas (figura 22).

Figura 22. Fotomontagem de corte
histologico transversal da prega vocal
direita de coelho do grupo G4 (sacrificio
com 90 dias), corada com picrosirius-
red sem polarizagdo (SR) e com
polarizagdo (PP); onde (LP) = lamina
propria; (M) = miisculo tireoaritendideo;
(G) = gordura; aumento de 50X

53 RELACAO DO ENXERTO DE GORDURA COM AS ESTRUTURAS

ADJACENTES

As fibras colagenas apresentaram um aspecto de distribui¢do reticular, formando
uma espécie de rede, deixando o enxerto de gordura completamente envolvido por fibras
colagenas espessas (birrefringéncia amarela, laranja ou avermelhada) que se estendiam

em direcdo ao musculo tireoaritenoideo (figuras 23 e 24).
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Figura 23. Fotomicrografia do corte histologico
transversal da prega vocal direita de coelho (porgdo
intermembranosa) submetida a enxerto de gordura
(G); onde (M) = musculo tireoaritendideo e (C) =
fibras colagenas; coloragdo picrossirius-red sem
polarizagdo; aumento de 200X
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Figura 24. Fotomicrografia do corte histologico
transversal da prega vocal direita de coelho (porgdo
intermembranosa) submetida a enxerto de gordura
(G) demonstrando a disposi¢ao das fibras colagenas
(C) em rede (birrefringéncia amarela, laranja e
vermelha) a partir do bloco gorduroso em diregao

ao musculo tireoaritendideo (M); método de
coloragdo por picrossirius-polarizagdo; aumento de
200X

Na lamina propria, as fibras coldgenas apresentaram comportamento semelhante,

envolvendo o enxerto de gordura com uma distribui¢do mais desorganizada (figura 25).
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Figura 25. Fotomicrraﬁa do corte hisol()gio
transversal da prega vocal direita (porgdo

intermembranosa) do grupo G3 (sacrificio com 30
dias) submetida a enxerto de gordura (G)
demonstrando a disposicao das fibras colagenas (C)
com birrefringéncia amarela, laranja e vermelha com
desorganizagdo da lamina prépria (LP); onde (M) =
musculo tireoaritendideo; método de coloragdo por
picrossirius-polarizagdo; aumento de 200X
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Este padrao foi observado em todos os grupos estudados (G1, G2, G3 e G4) tanto

nas pregas vocais direitas (com mitomicina-C) quanto esquerdas (sem mitomicina-C).

5.4 COMPARACAO DO COLAGENO ENTRE AS PREGAS VOCAIS

Os dados relativos as medidas de area proporcional de fibras colagenas para cada
uma das pregas vocais de todos os coelhos estudados estdo apresentados no Anexo C
para o grupo de 7 dias, no Anexo D para o grupo de 14 dias, no Anexo E para o grupo

de 30 dias e no Anexo F para o grupo de 90 dias.

A Tabela 2 apresenta os valores das médias aritméticas da area proporcional de
colageno e o desvio padrao em todos os grupos estudados em ambas pregas vocais, bem
como o teste “t” de Student comparando os resultados das médias de area proporcional
de colageno (%), representando a concentracdo de fibras colagenas por area total, entre

as pregas vocais direitas (com mitomicina-C) e esquerdas (controle).

A analise estatistica de cada grupo, através do teste “t” de Student, das médias de
area proporcional de colageno (%) demonstrou uma menor concentragdo das fibras
colagenas em todas as pregas vocais submetidas a aplicagdo de solugdo tdépica de
mitomicina-C quando comparadas com as pregas vocais que ndo receberam aplicacio

topica de mitomicina-C (p < 0,05) — (tabela 2).
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Tabela 2. Comparagdo entre as médias e medianas de area proporcional de colageno (%) entre as pregas

vocais direitas e esguerdas entre os diferentes grupos de coelhos estudados através do teste “t” de Student
GRUPQOS

G1 (7 dias) G2 (14 dias) G3 (30 dias) G4 (90 dias)

média+dp 0,0645 +0,0257  0,0880+0,0360  0,1380+0,0330  0,0949 + 0,0159
PVD Mediana 0,0697 0,0891 0,1410 0,0914

(mitomicina) (n) 6 6 6 6

média+dp 0,1167+0,0170  0,1685+0,0313 0,2034+0,0248 0,1952 +0,0349

PVE Mediana 0,1196 0,1654 0,2040 0,1831
(controle) (n) 6 6 6 6
Teste “t” (P p = 0,006 p <0,001 p < 0,001 p <0,001

Onde: PVD = prega vocal direita com aplicacdo de mitomicina-C (experimental); PVE = prega vocal
esquerda sem aplicagdo de mitomicina-C (controle); G1 = grupo de coelhos sacrificados com 7 dias; G2 =
grupo de coelhos sacrificados com 14 dias; G3 = grupo de coelhos sacrificados com 30 dias; G4 = grupo
de coelhos sacrificados com 90 dias; dp = desvio padrdo; (n) = nimero de amostras de coelhos; p =
significancia estatistica.

Foi possivel observar uma redu¢do da concentracdo de fibras coldgenas nas pregas
vocais que receberam aplicacdo de solugdo topica de mitomicina-C mais importante nos
grupos de coelhos sacrificados com 14, 30 e 90 dias (p < 0,001) quando comparadas
com os grupos sacrificados com 7 dias (p = 0,006). Mesmo assim, em todos os grupos
estudados (7, 14, 30 e 90 dias) a reducdo da concentragdo de fibras colagenas nas pregas
vocais que receberam aplicagdo de solugao topica de mitomicina-C foi significativa (p <

0,05) na analise estatistica a partir do teste “t” de Student.

No Anexo G se encontram os dados relativos a andlise estatistica do teste “t” de
Student comparando as pregas vocais direitas e esquerdas para os diferentes grupos de

estudo (7, 14, 30 e 90 dias).
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5.5 COMPARAGCAO DO COLAGENO ENTRE OS GRUPOS E AS PREGAS

VOCAIS

Analisando-se quantitativamente as médias de area proporcional da concentragdo
de colageno (%) observa-se que a deposi¢do de fibras colagenas aumenta
progressivamente entre os grupos sacrificados com 7, 14 e 30 dias de pds-operatédrio

(grafico 2).

No entanto, este comportamento ndo se mantém quando se compara 0s grupos
sacrificados com 30 e 90 dias. Aparentemente ocorre uma redugao do deposito de fibras
colagenas a partir do 30° dia pos-operatorio, sendo que em ambas pregas vocais do
grupo G4 (com e sem aplicagdo de mitomicina-C) houve até um decréscimo na area
proporcional de colageno (%), mais evidente nas pregas vocais com aplicacdo de

mitomicina-C (grafico 2).

56 COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS NAS PREGAS VOCAIS DE

CONTROLE

Aplicando-se o teste de analise de variancia de um fator com repeti¢do (one-way
repeated measures ANOVA) comparando as médias aritméticas de area proporcional de

colageno (%) entre os grupos nas pregas vocais que ndo receberam aplicacdo de
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mitomicina-C previamente a enxertia de gordura (anexo H), os achados foram

estatisticamente significativos (p= 0,0001).

Ao analisar o teste de Tukey, verifica-se que as diferengas das areas proporcionais
de fibras coldgenas foram significantes (p< 0,05) principalmente entre o grupo G1 (7
dias) e os grupos G2 (14 dias), G3 (30 dias) e G4 (90 dias). A diferenga das areas
proporcionais de colageno (%) ndo foram significativas (p> 0,05) entre o grupo G2 (14
dias) e os grupos G3 (30 dias) e G4 (90 dias). Esta diferenca também nao foi significante
(p> 0,05) entre os grupos G3 (30 dias) e G4 (90 dias) nas pregas vocais de controle —

(grafico 2).

57 COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS NAS PREGAS VOCAIS COM

MITOMICINA-C

Ao aplicar o teste de analise de variancia de um fator com repeti¢ao (one-way
repeated measures ANOVA) comparando as médias aritméticas de area proporcional de
colageno (%) entre os grupos nas pregas vocais que receberam aplicacdo de mitomicina-
C previamente a enxertia de gordura (anexo 1), os achados foram estatisticamente

significativos (p= 0,0024).

Ao utilizar o teste de Tukey, identifica-se que as diferengas foram significantes
(p< 0,05) somente entre os grupos G1 (7 dias) e G3 (30 dias) e os grupos G2 (14 dias) e

G3 (30 dias). A diferenca das areas proporcionais de colageno (%) nao foi significativa
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(p> 0,05) entre o grupo G1 (7 dias) e os grupos G2 (14 dias) e G4 (90 dias). Entre o
grupos G2 (14 dias) e G4 (90 dias) e os grupos G3 (30 dias) e G4 (90 dias) as diferencas

nao foram significantes (p> 0,05) — (grafico 2).

Gréafico 2. Comparagdo das médias aritméticas de area proporcional de fibras colagenas (%) entre os
grupos G1, G2, G3 e G4 para as pregas vocais com e sem a aplica¢do de mitomicina-C prévia ao enxerto
de gordura

0,25
0,2
0,15 —e— experimental
(mitomicina-
C)
0.1 == controle
0,05
0
G1 (7 dias) G2 (14 dias) G3(30dias) G4 (90dias)

One-way repeated measures ANOVA:
Experimental (mitomicina-C): F = 6,82791 / gl = 23 / p= 0,0024
Controle: F =11,83562 / gl = 23 / p= 0,0001

G1 = grupo de coelhos sacrificados com 7 dias; G2 = grupo de coelhos sacrificados com 14 dias; G3 =
grupo de coelhos sacrificados com 30 dias; G4 = grupo de coelhos sacrificados com 90 dias; PVD = prega
vocal direita com aplicagdo de solugdo tdopica de mitomicna-C (experimental); PVE = prega vocal
esquerda (controle); F = razdo F — Snedocor; gl = graus de liberdade; p = significancia estatistica.

Onde: caracteres diferentes (a) e (b) representam diferenga estatisticamente significante (p< 0,05) entre si
e caracteres iguais (p.ex.: ab) correspondem a auséncia de diferenga estatisticamente significativa com
seus correspondentes (p.ex.: a, b).



O DISCUSSAO
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6 DlscussAo

6.1 A UTILIZACAO DE COELHOSEM ESTUDOS EXPERIMENTAIS

Na Laringologia ja se utilizaram vérios modelos de animais em estudos
experimentais, sendo que a escolha do melhor modelo ainda € motivo de muitas
controvérsias entre os autores (Wexler et a., 1989; Hill et al., 1991; Kuritaet al., 1995;
Mikus et al., 1995; Zaretsky et al., 1995; Saccognaet al., 1997; Woo et al., 1999; Garret
et al., 2000; Stein et al., 2000; Thibeault et al., 2002; Murta, 2005; Carneiro et al., 2005;
Camargo et al., 2006; Pereira, 2006; Rispoli, 2006; Kruschewski et al., 2007; Simpson

et al., 2008).

Levantando-se na literatura, encontrase o trabalho realizado por Kurita et al.
(1995), onde observaram que as dimensdes da laringe, bem como a histologia da prega
vocal do porco sdo as que mais se aproximariam da humana. No entanto, de acordo com
0 proprio autor, isso ndo indica que tal animal sgja necessariamente 0 melhor modelo

para estudos da fonagao.
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Em um estudo subseqiente, Garret € a. (2000) compararam modelos de
experimentacdo animal para cirurgia laringea, onde foram estudadas as pregas vocais de
cdo, porco e macaco, analisando a quantidade da deposic¢éo de fibras coldgenas, de fibras
de élastina e de tecido amorfo. Observaram que as pregas vocais do porco e do céo
apresentam quantidades equivalentes de fibras elésticas e colagenas nas camadas
profundas da |amina prépria quando comparadas com as do ser humano, apesar de em
menor concentragcao. As pregas vocais destes animais também apresentam um plano de
disseccdo similar ao do homem engquanto que ro macaco, este plano de disseccéo esta
localizado mais profundamente na |amina propria, proximo ao ligamento vocal.
Concluiram com este estudo comparativo que o0 céo seria 0 melhor modelo animal para a
andlise da funcdo das pregas vocais, pois apresenta caracteristicas estroboscopicas da

onda mucosa que ndo sdo visualizadas no porco.

O uso do coelho como modelo animal em estudos experimentais tem sido utilizado
por vérios autores, inclusive em nosso meio (Kurita & al., 1995; Duprat et a., 2004;
Thibeault et al., 2002; Murta, 2005; Carneiro, 2005). Segundo varios autores, o coelho
apresenta as vantagens de ser um animal bastante docil, de facil manegjo anestésico, que
se acomoda em gaiolas comuns de biotério e muito utilizado em modelos para estudos
de resposta imunologica (Harlow & Lane, 1988; Murta, 2005; Carneiro, 2005).
Também, segundo Thibeault e da. (2002) a prega voca norma de coehos é
relativamente similar a ultra-estrutura vocal humana, demonstrando camadas

diferenciadas de epitélio, |amina propria e musculo tireoaritendideo, além da presenca de
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colédgeno e células da matriz extracelular (figura 22). Ainda, segundo Carneiro (2005)
em estudos histologicos, com o objetivo de observar a incorporagdo do enxerto e a
concentracdo de fibras colagenas em torno do enxerto, o uso deste modelo e

metodol ogia ndo apresentam nenhum inconveniente ou mesmo prejuizo paraa andlise.

Figura 26. Fotomicrografia do corte histoldgico transversal de
prega vocal de coelho demonstrando a evidente estruturagio em
camadas. epitélio (EP), 1&mina prépria (LP) e musculo (M);
coloragdo HE; aumento de 50X. Fonte: Murta, 2005

Ao utilizar o coelho neste trabalho, o pesquisador £ beneficiou de todas estas
vantagens relacionadas, além da experiéncia acumulada com este tipo de modelo animal
em outros estudos histolégicos experimentais desta natureza em nosso meio. Murta
(2005) realizou estudo experimental com enxertos de gordura e fascia muscular em
coelhos sacrificados com 90 e 180 dias a fim de observar e comparar a reacéo

inflamatdria celular produzida pelos enxertos. Também Carneiro (2005) realizou estudo
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experimental para avaliar a distribuicéo de fibras colagenas apds enxerto microcirdrgico
de gordura e fascia muscular na prega voca de coelhos através de estudo
histomorfométrico utilizando técnica de microscopia optica e coloracdo através de

método da picrossirius-polarizag&o.

A escolha do pesquisador por anestesiar os coelhos com solucdo de Xilazina
(5mg/kg) associada a solucdo de Quetamina (50mg/kg) por via intramuscular e sob
ventilagdo espontanea demonstrou ser um método simples, seguro e de facil acesso a
laringe através de laringofissura, permitindo desta forma uma manipulagdo bastante
delicada e precisa das pregas vocais e dos enxertos, bem como a aplicacdo de solucéo
topica de mitomicinaC sem que houvesse dano indesgado a qualquer estrutura ou

mesmo contaminagao da prega vocal controle com mitomicina-C durante a intervencao.

As intervences cirurgicas foram realizadas pelo pesquisador sempre com auxilio
de microscopio cirargico, principamente no que diz respeito a disseccdo da lamina
prépria e do musculo tireoaritendideo. A amplificacdo de imagem promovida pelo
microscopio cirdrgico, o uso de material microcirargico apropriado pelo pesquisador,
bem como a estrutura bem definida em camadas da prega vocal de coelhos permitiram a
confeccdo de “bolsdo” entre a lamina prépria e a camada muscular, aonde foi aplicado a
solucdo topica de mitomicina-C na prega voca direita e acomodados os enxertos de
gordura bilateralmente. Utilizando este método, reduziu-se a possibilidade de ruptura da
mucosa, preveniu-se a possibilidade de extrusdo do enxerto e evitouse a contaminagao

da prega voca controle com mitomicinaC aplicada no “bolsdo” da prega vocal sob
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estudo. Por sinal, evitar a contaminacdo da prega vocal controle com solugcdo de
mitomicinacC foi uma preocupacdo constante do pesquisador durante todas as
intervengdes ja que esta possibilidade invalidaria o estudo. Ressalta-se ainda que durante
todo o estudo ndo foi utilizada suturaou mesmo cola biolégica nas pregas vocais a fim

de se evitar qualquer tipo de interferéncia na analise histol ogica.

6.2 APLICACAO DA MITOMICINA-C NA LARINGOLOGIA

O uso da mitomicina-C na Otorrinolaringol ogia tem sido descrito como tratamento
coadjuvante nas dacriocistorrinostomias (Kao et a., 1997), nas cirurgias nasossinuais
(Ingrams et a., 1998), nos traumas laringeos (Spector et al., 1999; Garret et a., 2001;
Ribeiro et al., 2004; Pereira, 2006; Camargo et al., 2006), no retardo de cicatrizagéo de
paracenteses da membrana timpanica como alternativa para colocacdo de tubos de
ventilagdo (Estrem et a., 1999; Estrem et al., 2000; Jassir et d., 2001; O Relilly et al.,
2001) e até no tratamento da hidrépsia endolinfética(Y azawaet al., 1999). Mas foi a sua
aplicacdo topica no tratamento coadjuvante de casos de estenose laringea para evitar re-
estenoses que consagrou 0 uso da mitomicina-C na laringologia (Ingrams et al., 1998;
Ward et al., 1998; Correa et al., 1999; Rahbar et a., 2000a,b; Sennes et al., 2003;

Eliashar et a., 2004; Perepelitsyn et a., 2004; Unal, 2004; Turkylmaz et al., 2005).

Ward et al. (1998) obtiveram os primeiros resultados animadores neste sentido ao

utilizar a mitominica-C em pacientes com histérico de re-estenoses apds reconstrucéo
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laringea. Apbés o tratamento endoscopico com aplicagdo de mitomicina-C na

concentragcdo de 0,1mg/ml todos estes pacientes foram descanulados.

A mitomicina-C € um antibiético, comumente utilizado como quimiotergpico em
aplicacBes endovenosas ou tépicas, que € ativado intracelularmente e desta maneira
inibe a divisdo celular, a sintese protéica e a proliferacdo de fibroblastos, agindo sobre o
processo de cicatrizagdo, tornando-o menos intenso. Todas estas propriedades da
mitomicinaC despertaram 0 interesse dos pesquisadores para O Seu USO em
procedimentos cirdrgicos nos quais 0 processo cicatricia intenso poderia interferir no
resultado final. Nos anos que se seguiram, varios outros estudos vieram confirmar a
eficiéncia da mitomicina-C na prevencdo de re-estenoses laringeas através da sua
capacidade de interferir sobre o processo cicatricial (Correa et al., 1999; Rahbar et d.,

2000a,b; Garret et al., 2001; Sennes et al., 2003; Camargo et al., 2006).

No presente estudo, utilizamos a aplicacdo topica de solugdo de mitomicina-C na
prega vocal de coelhos previamente a enxertia de gordura com a finalidade de se obter
este efeito inibitério sobre o processo cicatricial em torno do enxerto, reduzindo a
proliferacdo de fibroblastos e assim diminuindo a producdo de fibras colagenas,
comparando com a prega vocal contra-lateral que foi submetida sempre a enxertia de

gordura sem a aplicagéo de mitomicina-C.

Segundo os autores Tsai et a. (2002), a aplicagdo topica de mitomicina-C deve ser

através de algoddo embebido com a solugcdo na concentracdo que pode variar entre
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0,4mg/ml a 2 mg/ml por um periodo de 3 minutos até 10 minutos, e sua acdo ocorre
somente se for utilizada em &rea cirdrgica. Estes autores recomendam ainda que apos a
aplicacdo, irrigar com solucéo fisioldgica aarea submetida a aplicacdo para remover 0
excesso da substancia. Foi determinada a concentracéo de 0,4mg/ml para aplicacdo
topica de mitomicina-C baseado no estudo original de Chen (1983) que consagrou o uso
desta concentragdo para prevenir re-estenoses em cirurgias de glaucoma na
Oftalmologia, bem como em estudos subsequientes que utilizaram esta concentragdo com
resultados seguros e poucos efeitos colaterais (Ingrams et a., 1998; Rahbar et al.,
2000a,b; Bradner, 2001, Garret et al., 2001, Tsai et al., 2002; Sennes et a., 2003;
Camargo et al., 2006). O tempo de aplicacdo topica de solucdo de mitomicina-C de 5
minutos também foi estabelecido baseando-se na descricdo da maioria destes estudos.
No entanto, ainda ndo foram definidos a concentracdo e o tempo ideais para a aplicacéo
da mitomicina-C nos casos de estenose laringea. Estabelecer ainda a menor dose efetiva
e com menor risco de efeitos colaterais € importante para aumentar a eficiéncia e

seguranca deste tratamento.

Uma outra grande preocupacao durante todo o estudo foi evitar a contaminacéo da
prega voca “controle” com solucdo de mitomicina-C aplicada na prega vocal sob
estudo. Durante todas as intervencgdes cirurgicas, a prega vocal esguerda (‘controle”)
sempre foi protegida a fim de se evitar 0 seu contato com a mitomicina-C durante a
aplicacdo na prega vocal direita. Isto exigiu bastante atencdo por parte do pesquisador,
auxiliado pela magnificagdo de imagem promovida pelo microscopio e uso de materiais

microcirurgicos apropriados permitindo movimentos delicados e precisos. A
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possibilidade de contaminagdo da prega vocal esquerda (“controle”) certamente

invalidaria os resultados deste estudo.

6.3 O USO DE ENXERTO AUTOLOGO DE GORDURA

Em vista da possibilidade de absorcéo e conseqliente perda de volume, a utilizagdo
de gordura como um tipo de enxerto na laringologia ainda é motivo de resultados
imprevisiveis (Hsiung et a., 2000; Nishimura et al., 2000; Steffen et al., 2006). Na
realidade, foi principamente a seguranca, a biodisponibilidade e o risco minimo de
reacOes indesgadas a0 enxerto que realmente perpetuaram o0 uso da gordura até o
presente momento (Murta, 2005; Carneiro, 2005). As taxas de absor¢éo parecem ser
bastante variaveis, sugerindo gque a sobrevivéncia da gordura ndo depende somente de

um, mas de varios fatores (Boyce et al., 1994).

Nas pregas vocais dos animais dos grupos G1 (sacrificio com 7 dias) e G2
(sacrificio com 14 dias) e G3 (sacrificio com 30 dias) a identificacdo do enxerto de
gordura foi f&cil e evidente. Talvez pelo processo de absor¢do que a gordura sofre com a
evolucéo do tempo, nos coelhos do grupo G4 (sacrificio com 90 dias) aparentemente as
dimensdes dos enxertos de gordura apresentavamse diminuidas quando comparadas
com 0s outros grupos. Mesmo assim, € importante ressaltar que os enxertos de gordura
foram encontrados em todas as pregas vocais dos coel hos analisados no presente estudo,

respeitando os critérios estabel ecidos para a andlise histol égica.
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Estes achados apresentam opinides controversas na literatura. Através de relato
de caso, Bauer et a. (1995) apresentaram resultado animador apos documentacdo de
enxerto persistente 5 meses apds a intervencao cirdrgica em um paciente com paralisia
de prega vocal submetido a injecéo de gordura. Em estudo experimental com cées, Woo
et a. (1999) utilizaram técnica de enxerto de gordura em pregas vocais de cées, e
através de andlise histolégica e video- laringoestroboscopia identificaram a presenca de
gordura viavel em todos 0s casos apos seis semanas. Por outro lado, Saccogna et al.
(1997) redizaram estudo experimental com injecdo de gordura em prega vocal de 6
gatos, onde os resultados identificaram persisténcia e viabilidade histoldgica do tecido
gorduroso até 8 meses apis 0 seu procedimento de injecdo, mas somente uma minima
quantidade de gordura restou no grupo sacrificado apds 12 meses. A gordura foi
considerada um método efetivo para corregdes temporérias de paralisias unilaterais das
pregas vocais. Em outro estudo experimental com modelo animal, Stein et a. (2000) ao
compararema histologia da reagéo tecidual local e a migracéo apos a injecéo de quatro
tipos diferentes de enxertos na prega vocal canina paralisada apds seccdo do nervo
laringeo recorrente (Teflor®, silicone, hidroxiapatita e gordura), descreveram que a
gordura autdloga demonstrou resultados bastante favoraveis como material destinado a
enxertia na mediaizacdo de pregas vocais e também foi identificada em seu sitio de
implantag@o ap0s 6 meses da intervengdo cirdrgica. Em estudo mais recente publicado
por Duprat et al. (2004), utilizando enxerto de gordura em pregas vocais de coelhos, ndo
observaram reacdo inflamatéria tecidual aos trés meses, sugerindo desta forma que ndo
poderia existir mais reabsor¢do da gordura apés esse periodo. Ainda, Murta (2005)

realizou estudo experimental com procedimento de enxertia de gordura e féscia
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muscular em 24 coelhos sacrificados ap6s 90 e 180 dias buscando observar a reacéo
inflamatdria celular em torno destes enxerto. Este autor, encontrou tanto os enxertos de
gordura quanto de fascia muscular nos dois grupos de estudos (90 e 180 dias).
Finamente, em estudo histomorfométrico para pesquisa de concentracdo de fibras
colagenas, Carneiro (2005) identificou enxertos de gordura e de fascia muscular
inseridos em pregas vocais de coelhos em todos 0s casos nos grupos analisados apos 3

meses e 6 meses.

6.4 METODO ESTEREOLOGICO OU MORFOMETRICO

Descrita inicialmente em 1848 pelo gedlogo francés Delesse, a estereologia,
também chamada de morfometria, € um conjunto de métodos para quantificagcdo de
estruturas morfoldgicas, constituindo um instrumento valioso na avaliacéo de resultados
de trabalhos experimentais. Segundo os trabalhos originais de Delesse (1848), Chalkley
(1949), Weibel & Gomez (1962) e Elias & Hide (1983), para que os métodos
estereol 6gicos possam ser utilizados, os cortes analisados devem ser isotrOpicos, ou sga,
os diversos elementos que o constituem devem estar distribuidos a0 acaso e
homogeneamente no espaco. Dessa forma qualquer corte bidimensional, aeatério e
uniformemente isotropico, torna-se representativo de um todo tridimensional,
independentemente da direcdo em que esse corte sga redizado. Ou sga, pela
observacdo de cortes com imagens bidimensionais (corte histologico, por exemplo) é
possivel determinar o aspecto tridimensional de um 6rgdo, tecido, céula ou mesmo um

compartimento celular.
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O pesqguisador utilizou métodos morfométricos neste estudo a fim de obter dados
guantitativamente objetivos e estati sticamente controlados, a partir de amostras de tecido

de pregas vocais de coelhos.

A pesguisa com uso de um programa de computador especifico € um método
simples e empregado em varios trabalhos, inclusive em nosso meio (Melo, 2004; Duprat
et d., 2004; Murta, 2005; Carneiro, 2005; Rispoli, 2006; Pereira, 2006; Camargo €t al.,
2006). O pesquisador utilizou o programa Image-Pro Plus® - versdo 4.1 que permite
criar uma mascara de gradiente de cores (azul) a partir do qual o computador consegue
reconhecer 0 objeto de estudo (fibras colagenas) e assim fornece quantitativamente a
area do colageno sem que houvesse interferéncia sobre a contagem por parte do

pesquisador.

Os cortes nas pregas vocais foram realizados obedecendo sempre uma mesma
metodologia. Todas as pregas vocais de coelho foram submetidas aum mesmo corte

perpendicular ao bordo livre pelo examinador (figura 27).

Na andlise histologica preliminar (aumento de 50X), ao identificar o enxerto de
gordura, ficou estabelecido como critério de selecdo aqueles enxertos que
necessariamente se encontravam acomodados entre a |1&mina préopria e o musculo
tireoaritendideo, bem como a auséncia de artefatos na lamina (p.ex.: bolhas gasosas de

ar) que pudessem eventualmente prejudicar a andlise do pesquisador.
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Figura 27. Esquema demonstrando sec¢do perpendicular (em
vermelho) ao bordo livre das pregas vocais direita (mitomicina-
C) e esquerda (controle), onde (LP) = lamina prépria; (M) =
muscul o tireoaritendideo €; (G) = enxerto de gordura

Com a finalidade de que o pesqguisador ndo pudesse identificar a origem anatbmica
das laminas e principalmente a possibilidade de aplicagdo da mitomicina-C, foi utilizada
atécnicade “examinador cego”, onde todas as laminas foram identificadas somente com
uma codificacdo do coelho, sem referéncia a aplicacéo de mitomicina-C na prega vocal

ou ao tempo de sacrificio.

Selecionadas as |&minas, Bmbém no presente estudo o pesquisador estabeleceu
sempre analisar no minimo cinco campos em cada |lamina ou até se esgotarem 0s
campos em que se identificava a presenca do enxerto. Todos os campos examinados
obedeceram a uma série de critérios estabelecidos (coloracdo através do método de

picrosirius-polarizacdo, aumento de 200X e padronizacdes de intensidade de luz do
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microscopio, da abertura do diafragma e da altura do condensador). Os campos ainda
foram selecionados aleatoriamente, sendo que todo o tecido (musculo tireoaritendideo e
[&mina propria) circundando o enxerto de gordura foi analisado pelo pesquisador,
excluindo-se somente as areas que correspondiam ao proprio enxerto, uma vez que o
objetivo do examinador neste estudo era a avaiagdo e quantificacdo do processo
cicatricial em torno dos enxertos de gordura. O programa Image-Pro Plus® - versio 4.1
utilizado nesta andlise permite esta exclusdo sem que haja nenhum tipo de prejuizo ou

interferéncia.

Desta maneira, 0 examinador respeitou os critérios para 0 emprego da
estereologia ou morfometria na andlise deste estudo o que demonstrouser um método de
quantificacdo confiavel, traduzindo numericamente os resultados de estudos
experimentais, devendo o seu emprego ser considerado nos trabalhos que necessitem a

comparacdo de alteracOes estruturais, quer sgja em model os animais ou em humanos.

6.5 METODO DE COLORACAO POR PICROSSIRIUS-POLARIZACAO

A quantificacdo morfométrica através da avaliacdo computadorizada da érea
corada pelo corante Sirius Red sob luz polarizada € um método bem estabelecido pela
literatura para avaliacdo da quantidade de deposicédo de colageno em estudos que visam
0 estudo do processo cicatricial (Fonseca, 2003; Santos et a., 2003; Ribeiro & Borges,
2004; Varela & Grellet, 2005; Carneiro, 2005; Camargo et a., 2006). Nesse trabalho,

para a identificacdo e quantificacdo da deposicéo de fibras colégenas, o pesquisador
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preferiu a utilizagdo do método de picrossirius-polarizacdo, pois além de ser bastante
especifico e sensivel, demonstrou ser simples, barato, de facil reproducéo e que
apresenta uma experiéncia acumulada em nosso meio (Montes & Junqueira, 1991; Melo

et a., 2003; Melo, 2004; Murta, 2005; Carneiro, 2005).

Toda esta especificidade se deve a presenca de aminoécidos basicos nas moléculas
do colageno que reagem fortemente com o corante Srius Red de natureza acida (Sweat
et a., 1964; Junqueira et al., 1979a,b). Esta reacdo promove um aumento especifico da
birrefringéncia das estruturas que contem coldgeno, quando se observa o corte de tecido
corado com picrosirius-red sob luz polarizada. Além disso, € possivel a diferenciacdo
dos vérios tipos de coldgeno através deste método, onde o tipo | € fortemente
birrefringente com fibras espessas de cores amarelas, adaranjadas ou vermelhas e o tipo
11 pouco refringente com fibras esverdeadas ou amarelo-esverdeadas (Montes &

Junqueira, 1991; Melo et a., 2003; Melo, 2004) — (figuras 28 e 29).

A escolha do pesquisador pelo uso do método de picrossirius-polarizacdo foi
bastante efetivo na identificacio e quantificacdo da concentragdo de fibras colégenas. E
um método amplamente aplicado em varios trabalhos, desde Montes €l at. (1985) que
utilizaram esta técnica para andisar fragmentos teciduais de uma mumia com mais de
2.000 anos até complexos estudos da arquitetura das fibras colagenas (Montes &
Junqueira, 1991; Mauad et al., 1996; Lemos et al., 1997; Fonseca, 2003; Santos et al.,
2003; Melo et a., 2003; Ribeiro & Borges, 2004; Varela & Grellet, 2005; Carneiro,

2005; Camargo et a., 2006).
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Figura 28. Fotomicrografia demonstrando o
aumento da birrefringéncia das fibras colédgenas em
tons de amarelo, amarelo-esverdeado, laranja e
vermelho, onde (M) = musculo tireoaritendideo €;
(G) = enxerto de gordura. Método de coloracdo por
picrossirius-polarizacdo, aumento de 200X; grupo
G1 (sacrificio com 7 dias)

Figura 29. Fotomicrografia demonstrando o
aumento da birrefringéncia das fibras colédgenas em
tons de amarelo, amarelo-esverdeado, laranja e
vermelho, onde (LP) = lamina propria € (G) =
enxerto de gordura. Método de coloragdo por
picrossirius-polarizacdo, aumento de 200X; grupo
G1 (sacrificio com 7 dias)

No presente trabalho, através do estudo histologico e morfométrico

computadorizado verificorse nas pregas vocais com aplicagdo de solugdo tdpica de

mitomicina-C submetidas a enxerto de gordura, uma reducdo na deposicdo de fibras

col&genas principamente do tipo | (bastante birrefringente) quando comparadas com as

pregas vocais sem aplicacdo de solugdo topica de mitomicina-C submetidas a enxerto de

gordura (Figuras 30, 31, 32 e 33).

6.6 DISTRIBUICAO DASFIBRAS COLAGENAS

Em torno dos enxertos de gordura, as fibras colagenas apresentaram uma

distribuicdo tipicamente reticular, formando uma espécie de “rede’

de colégeno.

Segundo Thibeault et a. (2002), o aumento na rigidez das pregas vocais secundaria a um

trauma se deve a uma ateracdo da arquitetura do colageno cicatricial, adquirindo uma
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distribuicdo anormal e desorganizada. Carneiro (2005) observou comportamento
histol6gico similar ao analisar 0 processo cicatricial apds 3 e 6 meses em torno de
enxertos de gordura e de fascia muscular inseridos em pregas vocais de coelhos. Esta
distribuicdo em torno da gordura foi descrita por este autor como vérios “blocos’
entremeados por gordura, que tinha o aspecto de rede. Ainda, segundo este autor, a
gordura com suas “ilhas’” envoltas por colageno, parece formar pequenas unidades que

podem contribuir para uma desorganizacdo maior na lamina prépria.

Figura 30. Fotomicrografia de prega vocal direita Figura 31. Fotomicrografia de prega voca

que recebeu aplicacdo tépica de mitomicina-C
(grupo G2 sacrificado com 14 dias) demonstrando
reducéo da concentracdo de fibras colégenas (tons
de amarelo, amarelo-esverdeado, laranja e
vermelho), onde (M) = musculo tireoaritendideo €;
(G) = enxerto de gordura. Método de mloragdo por
picrossirius-polarizacdo, aumento de 200X

esguerda que ndo recebeu aplicagdo de mitomicina-
C (grupo G2 sacrificado com 14 dias)
demonstrando 0 aumento da birrefringéncia das
fibras colégenas em tons de amarelo, amarelo-
esverdeado, laranja e vermelho, onde (M) =
musculo tireocaritendideo €, (G) = enxerto de
gordura. Método de coloragdo por picrossirius-
polarizacdo, aumento de 200X
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Figura 32. Fotomicrografia de prega vocal direita
gue recebeu @licacdo topica de mitomicina-C do
grupo G3 (sacrificio com 30 dias) demonstrando
reducdo da concentracdo de fibras colagenas (tons
de amarelo, amarelo-esverdeado, laranja e
vermelho), onde (LP) = I&mina prépria €; (G) =
enxerto de gordura. Método de coloragdo por
picrossirius-polarizagdo, aumento de 200X

A N T
Figura 33. Fotomicrografia de prega vocal
esquerda que ndo recebeu aplicacdo de mitomicina-
C do grupo G3 (sacrificio com 30 dias)
demonstrando o aumento da birrefringéncia das
fibras colédgenas em tons de amarelo, amarelo-
esverdeado, laranja e vermelho, onde (LP) =
I&mina propria e; (G) = enxerto de gordura. Método
de coloracdo por picrossirius-polarizagdo, aumento

de 200X

6.7 PROCESSO CICATRICIAL NA PREGA VOCAL DE COELHOS

A partir do estudo de Branski et al. (2005), observouse qualitativamente a
formagdo de tecido cicatricial em prega vocal de coelhos nos primeiros 21 dias apds a
intervencdo cirdrgica. Os autores identificaram uma proliferacéo celular abundante no
sitio cicatricia no 3° dia de pés-operatdrio, sendo que este infiltrado caracterizava-se por
uma combinacdo de células inflamatdrias e fibroblastos depositando material na matriz
extracelular. A partir do 5° dia de pés-operatério um depdsito de colageno é iniciado.
Este coldgeno parece ser mais denso que o coldgeno normal. No 7° dia de pos-
operatorio, mais colégeno € depositado na matriz extracelular. A partir do 10° dia de
pOs- operatorio, observa-se 0 depdsito de mais colageno denso e desorganizado com uma
completa cobertura epitelial. Entre 0 10° e 14° dias de pds-operatério as alteraces sio

minimas, mantendo a deposicdo de colageno denso e desorganizado. Apesar da
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subjetividade desta andlise qualitativa, os autores concluiram através destas observactes
que entre o 5° e 21° dias de pds-operatdrio houve um aumento progressivo do depdsito
de fibras coldgenas. Os autores sugerem ainda que os eventos da fase proliferativa da
cicatrizacdo que se iniciam no 3° dias ap6s alguma injlria representariam um periodo

critico para o decorrer do processo cicatricial.

6.8 COMPARACAO DO COLAGENO ENTRE ASPREGASVOCAIS

Segundo as observacbes de Hom (1994), a gordura é uma substancia
metabolicamente ativa, promovendo um estimulo do processo inflamatério e desta
maneira uma deposicdo maior de colédgeno cicatricial. Este coldgeno é o principa
componente da cicatriz fibrética, e a desorganizagdo de sua arquitetura norma é

marcadamente responsavel pelarigidez da prega vocal.

Baseado no fato de que esta fibrose cicatricial é diretamente proporcional a reacéo
inflamatoria induzida por uma substéncia de preenchimento e que a mesma dtera as
propriedades viscoeldsticas da prega vocal, acarretando evidentes prejuizos ao seu
padréo vibratorio, o ideal é que esta reacdo inflamatdria causada pelo enxerto sgja a

menor possivel (Murta, 2005; Carneiro, 2005).

A partir do estudo histol6gico e morfométrico computadorizado, através da andlise
estatistica, comparando as médias aritméticas das areas proporcionais de colédgeno (%)

através do teste “t” de Student entre as pregas vocais direitas (com mitomicina-C) e
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esquerdas (controle) - (anexo G), observou-se que ocorreu uma deposicdo menor de
colageno estatisticamente significativa (p= 0,05) em torno dos enxertos de gordura
naquelas pregas vocais que receberam enxerto de gordura e aplicacdo topica de

mitomicina-C em todos os grupos (7, 14, 30 e 90 dias) — (gréfico 3).

Gréfico 3. Comparag@o das médias aritméticas de érea proporcional de fibras colédgenas
(%) entre as pregas vocais direitas e esquerdas para cada grupo (G1, G2, G3 e G4)

0,25+

0,2-

0,15+

o
an

COLAGENO (%)

0,051

MEDIAS DE AREA PROPORCIONAL DE

O_
BPVD 7dias 14dias 30dias 90dias
B PVE

SACRIFICIO DOS GRUPOS

Onde: PVD = prega vocal direita com aplicagdo de mitomicina-C tépica (experimental);
PVE = prega vocal esquerda (controle); G1 = grupos de coelhos sacrificados com 7 dias;
G2 = grupos de coelhos sacrificados com 14 dias; G3 = grupos de coelhos sacrificados com
30 dias; G4 = grupos de coel hos sacrificados com 90 dias.

Esta deposicdo de fibras coldgenas menor em torno dos enxertos naquelas pregas
vocais que receberam aplicacdo de mitomicina-C, evidencia uma fibrose cicatricial
menos exuberante e desta forma, mantendo as propriedades viscoel asticas do enxerto de
gordura, supostamente resultaria em um padrdo vibratério mais adequado das pregas

vocais. Estudos futuros que comparem o padrdo vibratério das pregas vocais com o
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enxerto de gordura nesses dois tipos de situagdo (com e sem aplicacdo de mitomicina-C)
poderéo ajudar a elucidar o impacto dessa relagdo entre enxerto, mitomicina-C e o
processo cicatricial resultante (representado pela distribuicdo das fibras colagenas) sobre

avibragdo vocal.

6.9 DEPOSICAO DE COLAGENO NAS PREGAS VOCAISDE CONTROLE

Aparentemente, nas pregas vocais que nao receberam a aplicacdo de mitomicina-C,
manteve-se 0 comportamento de depdsito do colageno no periodo correspondente a fase
proliferativa de 7 a 30 dias (G1-G2-G3), bem como a estabilizacdo e redistribuicdo das
fibras colagenas no periodo correspondente a fase de remodelacdo (G3-G4) — (gréafico

2).

No presente estudo, analisando-se estatisticamente (one-way repeated measures
ANOVA e teste de Tukey) a partir do estudo histologico e morfométrico
computadorizado, ao comparar as médias aritméticas de area proporcional de colageno
(%) entre os grupos daguel as pregas vocais que ndo receberam aplicacdo de mitomicina-
C tdpica (controle), observa-se que a concentracdo de fibras coldgenas aumenta
progressivamente entre o grupo G1 (7 dias) e os grupos G2 (14 dias) e G3 (30 dias),
representando a fase proliferativa do processo cicatricial. Na fase proliferativa, o
depdsito de colégeno foi significativo (p= 0,05) entre os grupos G1 (7 dias) e G2 (14
dias). Ainda na fase proliferativa, a partir do 14° dia ap0s a enxertia de gordura, 0

depdsito de fibras coldgenas se mantém, apesar da diferenca das médias aritméticas das
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areas proporcionais de colageno (%) entre os grupos G2 (14 dias) e G3 (30 dias) ndo ser
significante (p> 0,05). Ja representando a fase de remodel agdo, ocorre uma estabilizacéo
do processo de depdsito de fibras colagenas, caracterizado pela auséncia de diferenca
estatisticamente significativa (p> 0,05) entre os grupos G3 (30 dias) e G4 (90 dias) -

(gréfico 2) - (anexo H).

A diferenca das médias aritméticas de area proporciona de colageno (%) entre os
grupos G1 (7 dias) e G4 (90 dias) é edtatisticamente significativa (p= 0,05),
demonstrando que o incremento final de depdsito de fibras colégenas em torno dos
enxertos de gordura do 7° dia (fase proliferativa) até o 90° dia pos-operatério (fase de
remodelacdo) é significativo (p= 0,05) naguelas pregas vocais que ndo receberam

aplicacdo de mitomicina-C topica(controle) — (anexo J).

6.10 DEPOSICAO DE FIBRAS COLAGENAS NAS PREGAS VOCAIS COM

MITOMICINA-C

Aparentemente, nas pregas vocals que receberam a aplicagdo topica de
mitomicina-C, também se manteve o comportamento de depésito do colageno no
periodo correspondente a fase proliferativa de 7 a 30 dias (G1-G2-G3), bem como a
estabilizacdo e redistribuicdo das fibras colagenas no periodo correspondente a fase de

remodelacdo (G3-G4) — (gréfico 2).
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A partir do estudo histolégico e morfométrico computadorizado deste estudo,
analisando-se estatisticamente (one-way repeated measures ANOVA e teste de Tukey),
ao comparar as médias aritméticas de area proporcional de colageno (%) entre os grupos
daguelas pregas vocais que receberam aplicacdo de solugdo topica de mitomicina-C,
observa-se que a concentracdo de fibras colagenas aumenta progressivamente entre o
grupo G1 (7 dias) e os grupos G2 (14 dias) e G3 (30 dias), representando a fase
proliferativa do processo cicatricial. Apesar de se evidenciar o depdsito de colageno
entre os grupos G1 (7 dias) e G2 (14 dias), este aumento ndo foi significativo (p> 0,05),
demonstrando as propriedades da mitomicina-C de inibicdo sobre a proliferacéo de
fibroblastos e a sintese de fibras colagenas que se iniciam aproximadamente a partir do
3° e 0 5° dias apds a enxertia de gordura, respectivamente. Ainda na fase proliferativa do
processo cicatricial, a partir do 14° dia pos-operatério, 0 depdsito de colageno se
mantém, caracterizado no entanto por uma diferenca significativa (p= 0,05) entre os
grupos G2 (14 dias) e G3 (30 dias). Na fase de remodelacdo, inicia-se 0 processo de
estabilizacdo e redistribuicdo das fibras colagenas, caracterizado pela auséncia de
diferenca significativa (p> 0,05) entre os grupos G3 (30 dias) e G4 (90 dias) — (gréfico

2) - (anexo I).

E importante ressaltar que a diferenca das médias aritméticas de area proporcional
de colageno (%) entre os grupos G1 (7dias) e G4 (90 dias) néo foi significante (p> 0,05),
demonstrando que a aplicacdo topica de mitomicina-C nas pregas vocais interferiu no
incremento final de depdsito destas fibras coladgenas do 7° dia (fase proliferativa) ao 90°

dia (fase de remodelacéo) apos a enxertia de gordura, tornando-o menos significativo
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(anexo J). Estes achados sugerem que 0s eventos que ocorrem nos primeiros momentos
da fase proliferativa podem representar significativamente para o decorrer do processo
cicatricial. As propriedades da mitomicina-C sobre a sintese de fibroblastos e o colageno
na fase proliferativa da cicatrizagdo ja eram sugeridas em outros estudos, no entanto
inexistiam analises comparando os efeitos da mitomicina-C topica sobre as fases
proliferativa e de remodelacéo do processo cicatricial em torno de enxertos de gordura

nas pregas vocais.
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7 CONCLUS@ES

O presente estudo permitiu concluir que:

- A area proporcional de coldgeno (%) em torno dos enxertos de gordura foi
significativamente menor nas pregas vocais que receberam aplicacdo topica de
mitomicina-C na concentragdo de 0,4mg/ml durante 5 minutos em todos os grupos

analisados de 7, 14, 30 e 90 dias (p< 0,05);

- A aplicagdo prévia de solugdo topica de solugdo de mitomicina-C em pregas
vocais submetidas a enxerto de gordura demonstrou promover uma reducao significativa
na deposi¢do de fibras coldgenas peri-enxerto até o 14° dia pds-operatério na fase
proliferativa do processo cicatricial quando comparada com as pregas vocais de

controle;

- A comparacao da 4rea proporcional de colageno (%) entre o 30° dia e o 90° dia

pos-operatorio (fase de remodelacdo) ndo apresentou diferenca significativa (p> 0,05)
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em ambas pregas vocais, persistindo menor naquelas que receberam aplicacao topica de

mitomicina-C;

- Nao houve incremento significativo do depdsito de coldgeno entre o 7° dia (fase
proliferativa) e o 90° dia (fase de remodelagdo) apos a enxertia de gordura nas pregas
vocais que receberam aplicag¢ao topica de mitomicina-C (p> 0,05) em comparagcdo com

as pregas vocais de controle (p< 0,05).
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ANEXO B

EVOLUCAO POS-OPERATORIA DOSDIFERENTES

GRUPOS DE COELHOS

GRUPO COELHO MASSA (g) POS-OPERATORIO INTERCORRENCIA

1 2900
2 2800
G1 3 3000 7 dias Ausente
4 2850
5 2750
6 2600
7 3200
8 2750
G2 9 2800 14 dias Ausente
10 3100
11 2500
12 3000
13 2950
14 2900
G3 15 3100 30dias Ausente
16 3000
17 3200
18 3050
19 2700
20 2950
G4 21 2800 90 dias Ausente
22 3050
23 3500
24 2800

Foram operados no total 28 coelhos: 24 animais foram utilizados no estudo, 2 coelhos foram empregados no
estudo piloto, 1 animal sofreu 6bito no pds-operatério imediato por insuficiéncia respiratoria aguda e outro
coelho foi eliminado do estudo por ter sido identificado formacdo de abcesso cervical no 7° dia de pés-
operatorio
Onde: G1 = grupo de coelhos sacrificados com 7 dias; G2 = grupo de coelhos sacrificados com 14 dias, G3 =
grupo de coel hos sacrificados com 30 dias; G4 = grupo de coel hos sacrificados com 90 dias
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ANEXO C

LEITURA DASLAMINAS DO GRUPO G1 (7 DIAS)

132

GRUPO

Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
MEDIA
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
MEDIA
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
MEDIA
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl

COELHO

AR PRPOOWLOWWWWWWWWWWWNNNDNNNNNNRERPREREPRPRERPERRERERERER

AMOSTRA

co~NO O WNE

11
12
13
14
15
16

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

29
30
31
32
33

PVD

0,1812
0,1691
0,0194
0,0255
0,0252
0,4204
0,0840

0,0840
0,0073
0,0327
0,0340
0,0267
0,0510
0,0424
0,0544
0,0686
0,0396
0,0534
0,0237
0,0239
0,0593
0,0609
0,0346
0,1173
0,1524
0,1660
0,1301

0,0811
0,0776
0,0774
0,0405
0,0958
0,0272

PVE

0,1381
0,0441
0,1703
0,0420
0,2355
0,0572
0,2352
0,0678
0,1238
0,0957
0,1723
0,1420
0,1057
0,1708
0,0901

0,1294
0,1438
0,1150
0,1499
0,1578
0,1288
0,0830
0,1482
0,0897
0,0602
0,0584
0,0752
0,1416
0,1130
0,1215
0,0736
0,0334
0,0325
0,0705




Anexos

133

Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl

MEDIA
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl

MEDIA
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl

MEDIA
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35
36
37
38
39
40
41
42

45
46

47
48
49
50
51
52
53

55
56

57
58
59
60
61
62
63

65
66
67
68

0,0309

0,0582
0,0123
0,0358
0,0305
0,0397
0,0342

0,0305
0,1462
0,0984
0,1075
0,0686
0,0480
0,0952
0,0957
0,0887

0,0935

0,0535
0,0861
0,0572
0,0363
0,0536
0,0655
0,0470
0,0612
0,0758
0,1235
0,0748
0,0640
0,0719
0,0858
0,1671
0,1322
0,1619
0,1518
0,1401
0,0687
0,1028
0,0614
0,0670
0,1004
0,1153
0,1178
0,1020
0,1933
0,2506
0,1861
0,1189
0,1093
0,0922
0,0856
0,0950
0,0972
0,1501
0,1332
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ANEXO D

LEITURA DASLAMINAS DO GRUPO G2 (14 DIAS)
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GRUPO

G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
MEDIA
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
MEDIA
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2

COELHO

O OO OVWWOWWOWWOWOOOMWOO0OWOO0OWOKMWOOWMWMOMWOWOONNNNNNNNNNNNANAN

AMOSTRA

O©ooO~NO O, WNE

PVD

0,0305
0,0486
0,0224
0,1176
0,0240

0,0486
0,1281
0,0517
0,0546
0,0605
0,1081
0,0939
0,0628
0,0537
0,0628

0,0751
0,0663
0,0758
0,2701
0,0385
0,0550
0,2705

PVE

0,1504
0,2070
0,1046
0,0813
0,1700
0,1786
0,1286
0,1882
0,1878
0,1418
0,1401
0,1023
0,2518
0,1563
0,1125
0,1048
0,0921
0,1410
0,2243
0,1510
0,1083
0,0897
0,1060
0,0872
0,1176
0,1349
0,1547
0,2257
0,1321
0,2513
0,2793
0,1732
0,3266
0,1989
0,2386
0,1445
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G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
MEDIA
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
MEDIA
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
MEDIA
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
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35
36
37
38
39
40
41
42

46
a7

48
49
50
51
52
53

55
56
57

58
59
60
61
62
63

65
66
67

68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

0,1294
0,1272
0,0620
0,0543
0,1098
0,1596
0,1065
0,0973
0,1080

0,1030
0,0571
0,1642
0,0386
0,0220
0,0308
0,0178
0,0306
0,0227
0,0512

0,0483
0,0936
0,1588
0,1304
0,1026
0,1710
0,0846

0,2580
0,1222
0,2794
0,0889
0,3216
0,1871
0,2339
0,1410
0,1890
0,1851
0,2112
0,1531
0,1903
0,2087
0,1732
0,2387
0,1951
0,1589
0,1229
0,1071
0,1131
0,2295
0,2399
0,1669
0,1745
0,1647
0,1987
0,1364
0,2064
0,0983
0,0804
0,0822
0,0979
0,2203
0,1150
0,1400
0,2307
0,1349
0,2759
0,2035
0,1129
0,2103
0,1964
0,2141
0,2369
0,1886
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G2 12 78 0,1895
MEDIA 12 0,1235 0,1994
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LEITURA DASLAMINAS DO GRUPO G3 (30 DIAS)
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GRUPO

PRRNBRTLRBBLRBBRBBIVBTRBYIIBLBL

COELHO

13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
15
15
15
15
15
15

AMOSTRA

Boo~v~ouhrwnr

11

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

29
30
31
32
33

PVD

0,0763
0,0894
0,1509
0,0856
0,0734
0,0493
0,0525
0,0912
0,1136

0,0869
0,1323
0,1356
0,1674
0,1778
0,1746
0,0851
0,1368
0,1218
0,1691
0,1525
0,1519
0,1421
0,1425
0,1874

0,1484
0,1284
0,0732
0,1229
0,1857
0,2490
0,2384

PVE

0,1741
0,2393
0,1993
0,1607
0,1239
0,1772
0,2345
0,1581
0,1249
0,0922
0,1684
0,2066
0,1872
0,1669
0,1973
0,2594
0,2850
0,2787
0,2867
0,1658
0,1725
0,1273
0,1666
0,1541
0,1606
0,2459
0,1450
0,1263
0,1144
0,1915
0,1303
0,0945
0,1096
0,1252
0,2323
0,2279
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15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17

35
36
37
38
39
40
41
42

46

47
48
49
50
51
52
53

55
56
57
58

59
60
61
62
63

65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78

0,2220
0,2095
0,2020

0,1812
0,1650
0,1843
0,2150
0,2119
0,1730
0,1956
0,1805
0,1389
0,1293

0,1593
0,1186
0,1223
0,1701
0,1110
0,1195
0,1073
0,0796

0,2851
0,3388
0,3268
0,2783
0,2907
0,2897
0,2217
0,2334
0,2296
0,2329
0,2177
0,2321
0,2276
0,2756
0,2293
0,2318
0,2807
0,2660
0,2820
0,2598
0,1494
0,1594
0,1983
0,1758
0,2443
0,2294
0,1826
0,1603
0,2784
0,1391
0,1262
0,1785
0,1384
0,1652
0,1718
0,2139
0,1786
0,1771
0,2072
0,1446
0,1732
0,1834
0,2033
0,2339
0,2389
0,2476
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MEDIA

oRBYBEL

17
18
18
18
18
18
18
18

79
80
81
82
83

85

0,1183
0,1221
0,0426
0,1581
0,2111
0,2101
0,0576
0,1336

0,1871
0,1785
0,2165
0,1723
0,2830
0,2318

0,2165
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ANEXO F

LEITURA DASLAMINAS DO GRUPO G4 (90 DIAS)
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GRUPO

R R RRRRRRRURRRRRRRRRRURRRRRRRRRRE

COELHO

19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21

AMOSTRA

PR
PBoo~v~ouhrwNr

PVD

0,0534
0,0237
0,0239
0,0593
0,0609
0,0346
0,1173
0,1524
0,1660
0,1301

0,0821
0,2000
0,1728
0,0186
0,0255
0,0286

0,0891
0,1411
0,1399
0,1414
0,1127
0,0934
0,1155
0,0944

PVE

0,1432
0,1161
0,0663
0,0674
0,1388
0,1690
0,1949
0,1643
0,2428
0,2296
0,1899
0,1566
0,1178
0,1314
0,1709
0,1339
0,1448
0,1927
0,1762
0,2461
0,2165
0,2032
0,1733
0,1746
0,2068
0,1361
0,2506
0,2201
0,3027
0,2238
0,2752
0,2401
0,2748
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MEDIA

<

<

<

CRRRRRURRRRRRRRTRRRRRRRRQR

21
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
23
23
23
23
23
23
23
23
23
24
24
24
24
24
24

32
33

35
36
37
38
39
40

41
42

45
46
47
48

49
50
51
52
53

0,1197
0,1107
0,0825
0,0686
0,1170
0,0843
0,0767
0,0452
0,0509
0,0834
0,0777
0,0227
0,0221
0,1194
0,0224
0,1472
0,1454
0,1482
0,1213
0,0936
0,1640
0,1702
0,0606
0,0877
0,0541
0,1073

0,2309
0,4067
0,2826
0,2384
0,1736
0,2953
0,2006
0,1329
0,2253

0,2444
0,2597
0,2275
0,2073
0,2180
0,1538
0,1679
0,1901
0,1493
0,1748
0,1782
0,1379
0,1915
0,2491
0,2004
0,1914
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ANEXO G

a

R L -

EPEARIANB N0 O rwR

TESTE “t” DE STUDENT

7 dias 7 dias
Antes Depois
D PVE
0,084 01238
0,0396 0,1294
0,081 0,113
0,0562 0,0858
0,0305 0,153
00835  0,133166116
!
14 dias. 14 dias
Antes Depois
PVD PVE
0,1235 0,1994
0,0486 0,1563
0,0751 01321
0129360039 0,208664125
0,103 0,174519006
0,0483 0,14

d
0,04
0,09
0,03
0,03
0,08
0,04

0,08
0,11
0,06
0,08
0,07
0,09

Teste F Teste t - var. equival
d? ) _ Fme Diferencas a [ tean Diferencas
1] 1% 2,2793 103670 Néo 1% 41464 31693 Sim
0,01 5% 2,2793 5,0503 Néo 5% 41464 2,2281 Sim
0 10% 2,2793 3,4530 Naéo 10% 4,1464 18125 Sim
0 i )= _0,183468052 plvalue) = 0,001991416
0,01 Teste t - ObservacSes Pareadas Teste t - var. diferentes
0 o [ [ Diferengas | o toal teap Diferengas
1% 4,6407 4,0321 Sim ‘l' 1% 4,1464 3,3554 Sim
5% 4,6407 25706 Sim | 5% 41464 23060 Sim
10% 4,6407 2,0150 Sim | 10% 4,1464 1,8595 Sim
| plvalue) = 0,00562812 | | plvalue)= 0,00322489
0,31356612 7 dias
0,02019189 Antes gl.=5 gl=in-1)
000076092 PVD
média d = 0,05226102 n 3
Média 0,06 g.l. =10 gl=(n+n,-2)
Varilncia ponderada 5 0,03 Menor 0,0305 0,0858
0,00 & 0,00 Maior 0,0935 0,13316612
o 0,3992 Q1 0,04425 0,113575
Ic 95% Me 0,06965 0,11955
tar2 25708 2,5708 Q3 0,083275 0,128
Ep 0,0105 0,0070 DQ 0,0195125 0,0072125
Eo 0,0270 00179 DQr 28,02% 6,03%
a 004 0,10
b 009 0,13
Teste F tes
o |‘ 1 | Feu " __fw Diferencas|
001 1% 13273 109670 31693 Sim
U.l!ll 5% 13273 5,0503 22281 Sim
o | 0% 13273 3,4530 1,8125 Sim
0,01 pivalue) = 0,381806166 pivalue) = 20:

0,01 Teste t - Observacies Pareadas Teste t - var. diferentes re
0,01 x tea oot Diferengas a Ctw b Diferencas
| = | n3oe3 40321  Sm | 1% 4134 32498 Sim
i 5% 112093 25706 S L33 i 4134 22622 S
z R ; 51 308 Pz Biw $0h P § a3 St
Lo i soanwe LENTIESS. 30 v, = N & O 2 ]

o
e celaeionROeE
gh o= & Gl if
s incdapbeontae
@@ 1 =l
Hepar | G082 40333
Palor . DIZOTE0GA | D20ESE4I2

LFPRT W 287G [ T ameme 31 Sin
§,FFET L) b BE ; =S58 E&-=2 S
[ 34635 i wh 1 asmy 15830 Sim
gy DAMTIGR I pleatuenw OD0GUSDRRE .
Tadie & - Obsevvagloes Parcadis Teste ¥ - yor. diinrsntay
s [ tw t  erenghs, «
"o 9T (=11 £ %
cwm | oeawer amms S £
Wk | gasy e iy %
R ) phei s
e DFRFNE Gripse ralacinaden
P e DERFISER Ardas b ghaf plep-t
¥ BN o
i o u DSRARET & Grupa indepsndantas
: i b= 1% ol e fmeay -2
Varifnsia yosdmda | Smonr C DEG ; BEsd
w0 e BAH1Z . SN
. Gh | BamEs

L
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N e M EwN = E

90 dias

00821
0,0881
0,1187
00777

0,1073

Ic 95% Me 0,14097712 0,20397833
/2 2,5708 25706 Q3 0,15659655 0,22482582
Ep 00135 0,0101 DQ 0,01722045 0,01831543
Eo 00348 0,0260 DQr 12,22% 8,98%
a 0,10 0,18
b 0,17 023
20 dias.
Depols Teste F Teste t - var. equival 3
PVE d u’-| o Feat Fiab Diferencas [+ teat tiap Diferencas
01568 0,07 0,01 1% 48247 109670 Naa 1% 6,4050 31693 Sim
0173344688 0,08 0,01 5% 4,8247 5,0503 Naa 5% 6,4050 2,2281 Sim
0,230811818 0,11 0,01 10% 4,8247 34530 Sim 10% 6,4050 18125 Sim
0,244433344 0,17 0,03 | plvalue) = 0054560134 pivalue) = 7,7B204E-05

0,1748 0,08 0,01 Teste t - Observacdes Pareadas

Teste t - var. diferentes

0,1514 0,08 0,01 « tan Diferengas o tea tean Diferengas
1% 40321 Sim 1% 6,4050 37074 Sim
5% 25706 Si 5% 6,4050 2,4469 Sim
10% 2,0150 Sim 10% 6,4050 19432 Sim

pivalue) = 0,00088858 pivalue) = 0,000682784
d= 060198985 90 dias
d® = 0,08848174 Antes gl=n-1)
&= 000121662 PVD \
média d =0,10033164 n 6 [} s ind e
Média 0,09 0,20 gl =10 al=im+n-2)
Varidncia ponderada s 0,02 0,03 Menor 0,0777 0,1566
0,00 st 0,00 0,00 Maior 0,1197  0,24443334
oV 0,1675 0,1789 QL 0,08385  0,17370852
ic 5% Me 0,09135 0,1831
a2 25706 25706 Q3 0,103875 0,22103386
Ep 0,0065 0,0143 oQ 0,0100125 0,02366267
Eo 0,0167 0,0866 DQr 10,96% 12,92%
a 0,08 0,16
b Q11 023
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ANEXO H

TESTE DE ANALISE DE VARIANCIA DE UM FATOR COM

REPETICAO (PREGA VOCAL ESQUERDA)

A B [ ] E F G H | o [ L ]
1 ANOWA - One Way (1 Fatar) K 4
2 PVE PYE PVE PVE n 24
3 [Repetigfies 7 dias 14 dias 30 dias 90 dias G H n-k 20
4 1 0,1238 0,1994 0,1684 01566 o 008 +Significance level
5 2 0,1294 0,1563 0,1914567 0,1733447 0.l Total 23
[ 3 0,113 0,1321  0,2276011 0,2309118 (& 0,702
7 4 0,08568 0,208664 0,2293788 0,2444333 SQT 0,043
g g 0,1153  0,174519 0,1871077 01748 SQTr 0,028
k] ] 0,13318¢ 0,14 0,2165 01914 SR 0,016
10 7 QMTr 0,009
il =] QMR 0,001
12 9 Fcal 11,83562
13 10 Ftat 3,09839
14 11 p= 0,0001
15 12
6 13 Conclusdo:
7 14 Ha diferencas
1 15
5] 16
20 17
2 18
erl 19
» 28
n 30
3 3
35 32
k] 33
7 34
38 35
39
40 0,7004661 1,0109831 122044425 1,1714699 4,103383347
41 6 6 6 6 24
42 [Meéd 0,1167444 0,1684972 0,20340738 0,1952483
£ 0,0002307 0,000378 000061306 0,0012195
44 04906528 1,0220869 148948417 1,3723885 4374612308
45 0,0817755 0,1703478 0,24824736 0,2287314 0,729102051
46 n 4
47 | Media  0,1709743
48 3 0,0391074
19 Informe! a= 0.04
50 Média = s n>30 z= 20837
51 DP = 15 EP= 1500
52 n= 00 Eo= 3081 %=
53
54
55
56 |RESUMO i H i H Intervalos de Confianca
57 Grupo |Contagem  Soma Média Varidncia s v EP Eo a b
58 A [ 0,7004661 0,1167444 0,000251 0,017049 14,60%  0,00696 0,018 0,099 0,135 ns30 t= 25708
59 B [ 1.0109831 0,1684972 0,000978 0,031274 18,56% 0,012767 0,033 0,136 0,201 ns30 L 2576
60 c [3 12204443 0,2034074 0,000613 0,02476 12,17% 0,010108 0,026 0,177 0,229 n30 = 25706
61 D 6 1,1714899 0,1952483 0,001219 0,034%21 17,89% 0,014257 0,037 0,159 0,232 ng30 te 25706
62 E
[:x] F
64 G
65 H
66 Confianga = 0,95
67 ANOVA
63 Fonte de variagdo sQ g.l. QM F cal p F tab
59 |Entre grupos (tratamentos) 0,028 3 0,009 11,83562 0,0001  3,0983%
70 Dentro dos grupos (Residuo) 0,016 20 0,001
al
72 Total 0,043 23
n
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A B [ u] E F [E] H
3
4 .
75 | Tukey Multiple Comparisons Test. LIS e
7R Yalor Tabelado O tab sy 3,96
T
78 Pares de medias d.m.s. Diferenca (Abs) Significante? g cal
79 AeB 0,045 00318 sim * 4 553
20 AeC 0,045 0,0867 sim * 7,624
a1 AeD 0,045 00785 sim * 6,906
a2 AeE
a3 AeF
24 ABG
a5 AeH
26 BecC 0,045 0,0349 nao 3,071
a7 BeD 0,045 00268 nao 2,353
28 EeE
a9 BeF
90 BeG
91 BeH
92 CeD 0,045 0,0082 nao 0,718
93 CeE
94 CeF
95 Ce
96 CeH
97 DeE
93 DeF
99 DeG
100 ODeH
01 EeF
oz EeG
o3 EeH
104 FeG
05 FeH

06
o7

GeH
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ANEXO I

TESTE DE ANALISE DE VARIANCIA DE UM FATOR COM

REPETICAO (PREGA VOCAL DIREITA)

& B [ D E F G H | J [ L ]
1 |ANOWA - One Way (1 Fator) K 4
2 PvD PYvD D D n 24
3 Repeticies 7 dias 14 dias 30 dias 90 dias G H n-k 20
4 1 0,084 0,1235 00,0869 0,0821 o 0,05 «+Significance level
5 2 00,0335 0,048  0,1483542 0,0891 g.l. Total 23
3 | 0,0811 0,0751 0,1812 0,1197 [ 0,223
7 4 0,0582 0,12936 0,159344 00777 SQT 0,033
8 5 0,0305 0,103 0,1183409  0,0936 sQTr 0,017
El G 0,0935 0,0483 00,1336 0,1073 SQR 0m7z
1 7 QMTr 0,006
il &} QMR 0,001
12 a Fcal 6,82791
13 10 Ftab 3,09539
" 1 p= 0,0024
1B 12
5 13 Conclusfo:
ﬂ 14 Ha diferengas
B 13
1 16
20 17
37 34
38 35
33
40 |Tatal 0,3869 0,52786 082773908 05695 2,311989132
41 | Repetighes 3 ) ) ) 24
42 Wedia 006445833 0,0879767 013795652 0,0949167
43 Variancia 00006625 00012982 000108521 0,0002528
a4 (TEltaI)2 01496816 0,2786362 068315201  0,3243303 1437810087
45 Tatal 00249486 00464394  0,114182 0,054055 0,238635014
45 n 4
a7 Media 0,08963333
43 k] 0,0306526
49 Informe! w= 0.04
50 Média = 175 330 2= 20537
51 DP= 15 EP= 1500
52 n= 100 En- 3,081 6 =
53
54
55
56 RESUMO Intervalos de Confianca
57 | Grupo | Contagem Soma Média Waridncia s (9] EP Ea a b
5% A & 0,3868 0,0644333 0,000663 0,02573%9 39,92% 0,010508 0,027 0,037 0,091 n=30 t= 25706
53 B 53 052786 0,0879767 0,001298 0,03603 40,35%  0,014703 0,038 0,050 0,126 n=30 t= 25706
&0 ® 3 0,8277391 0,1379565 0,00108%9 0,033003 23,92% 0,013473 0,035 0,103 0,173 n=30 t= 25706
61 D & 05695 0,0949167 0,000253 0,015893 15,75% 0,006491 0,017 0,078 0,112 nz30 t= 25706
62 E
63 F
64 G
65 H
B Confianga = 0,95
67 |ANOWA
62 Fonte de variagdo SQ a.l. QM F cal p F tab
69 Entre grupos (tratamentos) 0,017 3 0,006 6,827905 0,0024 3,09839
70 Dentro dos grupos (Residuo) 0,017 20 0,001

72 Total 0,033 23
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& =] C D E F G H
71
72 | Total 0,033 23
¥3
74 :
75 | Tukey Multinle Comparisons Test. gl
7E YYalor Tabelado 0 tab g+ 3,96
77
78 Pares de medias d.rm.s. Diferenca (Abs) significante? g cal
79 AeB 0,046 0,0235 nao 2,003
80 AeC 0,046 0,0735 sim * 6,263
81 AeD 0,046 0,0304 nao 2,554
82 AeE
83 AeF
84 AeG
85 AeH
86 BeC 0,046 0,0500 sim * 4 261
87 BeD 0,046 0,0082 nao 0,592
88 BeE
839 BeF
30 Bels
| BeH
92 CeD 0,046 0,0430 nao 3,662
93 CeE
94 CeF
95 Cei
95 CeH
97 DeE
95 DeF
93 DeG
100 CeH
a1 EeF
02 EeG
03 EeH
104 Fei
105 FeH

06
7

GeH
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ANEXO \J

INCREMENTO DE COLAGENO ENTRE OS GRUPOS
Gl1E G4

Comparagdo das médias aritméticas de area proporcional de fibras colagenas (%) entre os grupos G1 e G4 das

pregas vocais com e sem a aplicagdo de mitomicina-C prévia ao enxerto de gordura representando o
incremento de colageno entre o 7° dia (fase proliferativa) e o 90° dia (fase de remodel agdo)

0,25

0,2

PVE

0,15 —o— experimental
(mitomicina-

C
01 -.-C())ntrole
PVD _Zd—

0,05

G1 (7 dias) G4 (90 dias)

G1 = grupo de coelhos sacrificados com 7 dias; G4 = grupo de coelhos sacrificados com 90 dias;, PVD =
prega vocal direita com aplicacdo de solucdo topica de mitomicna-C (experimental); PVE = prega vocal
esquerda (controle)

Onde o incremento de colageno foi significativo (p= 0,05) entre o grupo G1 e G4 nas pregas vocais de
controle enquanto ndo foi significativo (p> 0,05) entre 0s mesmos grupos has pregas vocais que receberam
mitomicina-C.
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