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RESUMO

Murta AA. Implante de fascia lata e de gordura na prega vocal de coelho: analise
quantitativa do processo inflamatdrio [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2005. 73p.

Vérios materiais tém sido introduzidos nas pregas vocais na tentativa de solucionar a
incompeténcia glética, porém poucos sdo 0s estudos que avaliam o0 processo
cicatricial decorrente da enxertia destes materiais. O objetivo desta pesquisa foi
quantificar o processo inflamatorio celular na prega vocal de coelhos submetidos a
enxerto unilateral de gordura ou fascia muscular. Estudamos 24 coelhos, divididos
em 2 grupos, nos quais gordura ou fascia foi enxertada. O grupo controle foi formado
pela prega vocal contralateral, a qual foi submetida ao mesmo procedimento,
excetuando-se a colocacdo do enxerto. Metade dos coelhos de cada grupo foi
sacrificada apds 90 dias, enquanto a outra metade foi sacrificada ap6s 180 dias da
cirurgia. A densidade celular inflamatéria peri-enxerto foi avaliada em todas as
pregas vocais. Houve um aumento do infiltrado inflamatério no grupo submetido a
enxertia de gordura, quando comparado ao submetido a enxertia de fascia. Bem
como ao grupo controle, apés 90 dias. Quanto aos coelhos sacrificados ap6s 180
dias, ndo houve diferenca entre 0s grupos entre si e em relagdo ao grupo controle.
Esse estudo sugere que o enxerto de fascia parece ser mais aceitavel que o enxerto de

gordura para a prega vocal, uma vez que origina menor reacdo inflamatéria tecidual.

Palavras-chave:
Incompeténcia glotica, fascia, prega vocal, implante de gordura, cirurgia vocal,

coelho.



SUMMARY

Murta AA. Fat and fascia lata implantation in rabbit vocal fold: quantitative
analysis of the inflammatory process [thesis]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2005. 73pp.

Several material have been introduced into the vocal folds in attempt to solve glottic
incompetence, however just a few studies are related with the consequent
inflammatory process. The aim of this article was to quantify the cellular
inflammatory process in rabbit vocal fold, which have undergone unilateral fat or
muscular fascia introduction. Twenty-four rabbits were allocated into two groups, in
which muscular fascia or fat were implanted. The control group, formed by the
contra-lateral vocal fold, underwent the same surgical procedure, except for the
grafting. Half the rabbits from each group were sacrificed after 90 days from the
surgery, while the other half was sacrificed after 180 days. The inflammatory cellular
density around the graft was measured in all vocal folds. There was a higher cellular
inflammatory reaction in the group submitted to fat grafting when compared to the
group submitted to muscular fascia grafting, and to the control group, after 90 days.
As for the rabbits sacrificed after 180 days, there was no significant difference
between the implanted groups with each other, and with the control group. This study
suggests that muscular fascia graft seems to be more acceptable than fat grafts for the

vocal fold, as it produces a lower local inflammatory reaction.

Key Words

Glottic incompetence, fascia, vocal fold, fat implantation, voice surgery, rabbit.
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Abstract

Several material have been introduced into the vocal folds in attempt to solve
glottic incompetence, however just a few studies are related with the consequent
inflammatory process. The aim of this article was to quantify the cellular
inflammatory process in rabbit vocal fold, which have undergone unilateral fat or
muscular fascia introduction. Twenty-four rabbits were allocated into two groups, in
which muscular fascia or fat were implanted. The control group, formed by the
contra-lateral vocal fold, underwent the same surgical procedure, except for the
grafting. Half the rabbits from each group were sacrificed after 90 days from the
surgery, while the other half was sacrificed after 180 days. The inflammatory cellular
density around the graft was measured in all vocal folds. There was a higher cellular
inflammatory reaction in the group submitted to fat grafting when compared to the
group submitted to muscular fascia grafting, and to the control group, after 90 days.
As for the rabbits sacrificed after 180 days, there was no significant difference
between the implanted groups with each other, and with the control group. This study
suggests that muscular fascia graft seems to be more acceptable than fat grafts for the

vocal fold, as it produces a lower local inflammatory reaction.
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Introduction

Among the surgical options for glottic incompetence treatment, the
implantation of autologous materials into the vocal fold became more popular in the
past two decades'. From those, fat and muscular fascia grafts appeared to show
promising results, due to its safety, low risk of undesirable reactions, and simple
harvesting 2.

However, in attempt to define the best tissue graft for the larynx, many
studies have been carried out, regarding the graft yield and the consequent fibrous
scar °. These characteristics are closely and directly related to the inflammatory
process induced by the graft: when the inflammatory process is more exuberant, the
possibility of graft reabsorbing and scar tissue formation are greater >°. Both
represent undesirable consequences to larynx surgery, as they decrease the
therapeutic capacity of the vocal fold augmentation, as they change the viscoelastic
properties of the lamina propria and its vibratory characteristics "®.

Doubts still remain concerning the behavior of the inflammatory response
resulting from those tissue implants, and its reflex ion on larynx physiology.
Nevertheless, this study was planned to quantify the cellular inflammatory densities
in rabbit vocal fold after fat and muscular fascia implantation, and compare them

with each other and with the control group.

Materials and Methods
Twenty-four New Zealand male rabbits, healthy, weighing between 2.5 and
3.5 kg were selected for this study. A laringofissure approach was used to expose

both vocal folds, in which a 1.0 mm incision was performed on its superior aspect. A



pocket was carefully dissected between the muscle and the mucous membrane. The
fat or fascia graft, measuring 3 x 1 mm, was introduced into this pocket, in the right
vocal fold. The opposite fold underwent the very same procedure, except for the graft
placement, in order to form the control group. The fat graft was harvest from the
cervical incision, and the fascia from the anterior-lateral aspect of the right thigh.

After 3 or 6 months from the surgery, rabbits were sacrificed, and divided
into 4 groups, accordingly to the tissue implanted: fascia after 90 days (F1); fat after
90 days (G1); fascia after 180 days (F2); and fat after 180 days (G2). Three
transverse slices were taken from each vocal fold, stained with hematoxilin-eosin for
histologic analysis in optic microscope. In every histologic section 5 visual fields
were taken at random, tangent to the graft. Each visual field was studied using a 200x
optical magnification, over which a translucent grip was placed. The dots resulting
from the intersection of vertical and horizontal grid lines were properly divided into
two groups, named: dots of inclusion, and dots of coincidence. Those dots of
inclusion referred to those grid dots that overlapped areas of interest to cellular
counting, and the dots of coincidence referred to those grid dots that were exactly
overlapping an inflammatory cell. Thus, the grid dots related with areas of no
importance at all for this study, as cartilages, void regions, the glottic lumen, the
interior portion of the graft, could be properly rejected. As every visual field had a
different rejected area, a mathematic correction method was applied, taking into
account just the representative area. Therefore, a relative inflammatory density was
calculated for each visual field.

For statistic evaluation and data comparison Student t test was applied for

independent samples. Tests were bilateral and significance level adopted was 5%.



Results

Table 1 shows the means of the inflammatory cells density, for the groups
submitted to muscular fascia and fat graft, sacrificed 3 and 6 months after the
surgery, as the respective control groups.

The inflammatory process evolution of the groups submitted to muscular
fascia and fat graft, at 3 and 6 months, as the control groups, is graphically

represented on Graphic 1.

Discussion

A complete vocal fold closure is needed in order to achieve an adequate voice
function °. In glottic incompetence, as in cases of mobility alterations, fibrosis,
atrophy, vocal fold bowing, several surgical procedures have been suggested to close
the glottic gap. One of these procedures is the orally vocal fold implantation of
substances, in order to augment the vocal folds volume and help its closure *°.

It is already known that the inflammatory process induced by an implantation
substance is directly proportional to the scar fibrosis, which changes the viscoelastic

11t is also

properties of the vocal fold, disturbing its vibratory characteristics
proportional to the aggressiveness against the graft, and inversely proportional to
graft survival and yield 8. In other words, the more intense is the inflammatory
process, the more the grafts are reabsorbed, and the more the scar fibrosis is
produced. Therefore, it is highly desirable that the implantation substance induces to
as minimal inflammatory process as possible.

Laryngeal inclusions of fat and muscular fascia are calling special attention as

they are autologous grafts, easily to harvest, with a low morbidity. In this study, the
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cellular inflammatory density was higher in those groups submitted to fat and fascia
implantation, after 3 months (G1 and F1), when compared to the control group
(p<0,001), demonstrating that the chronic inflammatory process persists, due to the
presence of the grafts. When the two groups are compared with each other, a greater
inflammatory reaction in found in the group of fat (p<0.001). This difference shows
us that fat graft provoke a greater inflammatory reaction in the tissue, eventually due
to its higher metabolic rate, which makes fat more vulnerable to changes in its
primary site '?, and causes fat liberation of decomposing products, which induces the
inflammatory process. Because of this, fat yield is so inconstant, varying from 30%
to 60% of graft survival, depending on the method of harvesting, purification, and
introduction **. Duke et al ° using dogs, did not find difference in the
inflammatory process between fat and fascia grafts, after 3 months, although they
used small sample of 8 dogs, and did not compared to a control group. Duprat el al
did not observed difference in the inflammatory process between fat implant in vocal
fold and the control group, after 1 week, 3 weeks, and 3 months *.

Considering the undesirable consequences of the inflammatory process to the
vocal fold and to the graft, as well as its effects to the glottic function, these findings
suggest us that, from as inflammatory point of view, muscular fascia seems to be
more acceptable than fat as an augmentation graft. Resulting in a more exuberant
inflammatory response, fat would be more reabsorbed than fascia, with greater scar
production in the vocal fold, with disturbance to its vibratory pattern.

In the other hand, it is important that the implanted material presents
viscoelastic properties similar to the characteristics of the vocal fold ™. Fat graft

presents characteristics more similar to the vocal fold lamina propria than muscular



vii

fascia. Studies to evaluate the impact of fascia and fat grafts in viscoelastic
characteristics of the vocal fold are warranted to help selecting the best choice of
implantation.

When we observe the rabbits sacrificed after 6 months, we notice that there is
no difference between the vocal folds submitted to fat (G2) and fascia (F2)
implantation, and between the control groups (p=0.012 e p=0,034). This suggests us
that the tissue reaction returned to normal levels of repair, reducing the possibility of
graft reabsorbing after this period, although graft absorption depends on other events,
as vocal fold vibration *.

Other authors had different impressions, as Saccogna et al ¢, who performed
fat implantation in 6 cat vocal folds, but did not found any viable fat in 2 animals (6
and 12 months). Reijonen et al implanted fascia in dogs, but could not find any
inflammatory process in vocal fold after 6 and 12 months *°. Also Rodgers et al *7,
after fascia injection in dogs’ vocal fold, could not observe the graft presence in any
animal, after 12 months.

Due to the important role played by fat and muscular fascia grafts in larynx
surgery, additional studies are warranted to better clarify and predict the method,
related with other inflammatory process variables, graft yield, and the impact on

viscoelastic properties of the lamina propria.
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Conclusion

The inflammatory reaction in vocal folds submitted to fat and muscular fascia
implantation, after 3 months, was more exuberant than the vocal folds submitted just
to surgical dissection (control group), and was more evident in the group with fat
grafts than with fascia grafts. After 6 months there was no significant difference
between the groups implanted with fat and fascia, as well as comparing to the control

groups.
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Tables

Xi

Table 1 — Inflammatory cells density and standard deviation of the implanted

groups and control groups, after 3 and 6 months:

Fascia Fat
Graft Control Graft Control
3 months 12.92 (+1.30) | 4.90(+1.01) | 15.83 (+2.20) | 4.94 (+1.21)
6 months 5.03 (+1.02) | 4.82 (+0.99) | 4.96 (+1.04) | 4.65 (+ 0.99)

Fascia (F1) x Fat (G1): p < 0,001

- Fascia (F1) x Control F1: p < 0,001

- Fat (G1) x Control G1:

p < 0,001

- Controls de F1 x G1: p =0,754

- Fascia (F2) x Fat (G2): p=0,618

- Fascia (F2) x Control F2: p = 0,342

- Fat (G2) x Control G2:

p=0,012

- Controls de F2 x G2: p = 0,254

* Student t Test for independent samples
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Graphics

Graphic 1 — Graphic representation comparing inflammatory cells density
from groups submitted to muscular fascia and fat implantation, after 3 and 6 months,

to the respective control groups:
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1 INTRODUCAO

A incompeténcia ou insuficiéncia glética pode ser causada por alteracdes
de mobilidade, fibroses, atrofias ou arqueamento das pregas vocais, levando a
disfonia além de aspiracéo e tosse pouco efetiva (Benninger et al, 1994). A qualidade
de vida do paciente pode comprometer-se significativamente pela voz fraca ou
soprosa, cansaco ao falar, e pelas alteracdes da tosse (Brandenburg et al, 1992). Entre
as causas mencionadas, a fibrose ou cicatriz talvez seja a que mais se caracteriza pelo
impacto social negativo, e pela caréncia de tratamentos efetivos (Kriesel et al, 2002).

As opcdes cirurgicas para tratamento da incompeténcia glotica podem ser
divididas em: preenchimentos variados da prega vocal, cirurgia do arcabouco, e
procedimentos de reinervacdo laringea (Shindo et al, 1996).

Historicamente, diversas substancias heterdlogas foram introduzidas no
espaco paraglético na tentativa de recuperar a competéncia aerodindmica e valvular
da glote.O primeiro material a ser usado foi a parafina, abandonada em seguida
devido a reagdes de corpo estranho chamadas de parafinoma.

Os preenchimentos laringeos ndo foram mais empregados até que Arnold
(1962), propbs a injecdo de teflon nas pregas vocais. Inicialmente os resultados
foram extremamente animadores, porém as reacdes de corpo estranho, a fibrose, a
formacédo de granuloma e a possibilidade de extrusdo inviabilizaram a escolha do

procedimento como tratamento definitivo. Outra substancia proposta foi o Gelfoam®
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(Schramm et al, 1978) que teve seu uso restrito como tratamento definitivo devido a
sua longevidade limitada.

Baseando-se nas mesmas inten¢fes dos preenchimentos com substancias
sintéticas, diversos implantes bioldgicos e enxertos foram sugeridos. Segundo Ford
et al (1992), o colageno bovino permitiria melhor integracdo a prega vocal por ser
histologicamente similar a camada profunda da lamina propria, além de ser
facilmente transportado pela seringa de injecdo. Estudos ainda mais recentes
propdem o uso do coldgeno humano. As principais vantagens seriam a maior
longevidade do preenchimento com uma menor reacdo imunoldgica. Inicialmente
Ford et al (1995) e posteriormente Remacle et al (2000) utilizaram o colageno
autologo, ou seja, obtido a partir do mesmo individuo a ser empregado, enquanto
Courey (2001) utilizou o colageno homdlogo proveniente da pele de cadaveres. Os
custos elevados e a falta de aprovacéo pelo 6rgao de saude americano — “Food and
Drug Administration” (FDA) - ainda nédo estimularam seu uso.

A gordura e a fascia muscular mostraram resultados promissores quando
empregadas como enxertos autodlogos, gracas a sua seguranca e risco reduzido de
reacdes indesejadas. A gordura foi utilizada pela primeira vez na cirurgia reparadora
em 1893 por Neuber (apud Boyce et al, 1994), para correcdo da oOrbita apds osteite
tuberculosa. Hill (1991) realizou estudo experimental com laringe de cées e
Mikaelian (1991) foi o pioneiro utilizando na prega vocal de pacientes com paralisia
unilateral.

Outra vantagem da gordura seria sua facilidade de obtencdo (Shindo et al,
1996) e introducdo, podendo ser injetada ou mesmo inserida na prega vocal

(Mikaelian et al, 1991; Bradenburg et al, 1992; Shindo et al, 1996; Sataloff et al,
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1997; Woo et al, 1999). A reabsorcéo e longevidade do enxerto foi questionada por
Boyce et al (1994), sugerindo ser dependente de fatores como: tamanho e grau de
manipulacdo do enxerto, regido anatdmica de coleta e regido anatdbmica a ser
implantada.

Quanto ao emprego da fascia muscular em cirurgia, 0 primeiro cirurgido a
sugeri-la foi Bruns (apud Boyce et al, 1994) que em 1905 corrigiu um prolapso retal
usando fascia lata. E um enxerto familiar & otorrinolaringologia, principalmente
através da otologia, que sustenta o uso da fascia do musculo temporal como enxerto
reparador de perfuracdes da membrana timpanica. Previamente teve sua utilizacéo
difundida na cirurgia plastica reparadora. Segundo Boyce et al (1994), a fascia
muscular representa uma valiosa opcao de enxertia, uma vez que suporta tenséo, é
rica em colageno, apresenta boa biodisponibilidade, além de ser um tecido de
manuseio delicado. Na laringe, a fascia muscular também pode ser injetada
(Rhikanen, 1998) lateralmente ao musculo vocal ou inserida (Tsunoda et al, 1999) na
camada superficial da lamina propria da prega vocal.

Muitos trabalhos discutem a distribuicdo dos enxertos de gordura e fascia
(Imamura et al, 2003), o processo de reabsorcdo (Bauer et al., 1995; Reijonen et al.,
2001), e sua repercussdao na qualidade vocal (Rhikanen et al, 1999; Duprat et al,
2001; Duke, 2001). No entanto, ainda existem dividas quanto ao comportamento da
resposta inflamatdria tecidual originada apds o enxerto desses materiais, e suas
possiveis repercussoes.

A substéncia ideal de preenchimento deve valer-se de caracteristicas que
viabilizem seu uso clinico, como originar a menor reacdo inflamatéria tecidual

possivel, tanto aguda quando cronica, uma vez que a reabsor¢do do material
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enxertado e a fibrose perienxerto sdo diretamente proporcionais a intensidade dessa
reacdo inflamatdria (Duke et al., 2001). Como tal fibrose altera as propriedades
viscoelasticas da prega vocal, acarretando prejuizo ao seu padréo vibratdrio e a voz, e
como a reabsor¢do do enxerto leva a um tratamento insuficiente, o enxerto de
preenchimento deve gerar a menor reacdo inflamatoria possivel.

Este estudo foi idealizado para comparar a intensidade da reagédo
inflamatdria celular na prega vocal apds enxerto de gordura e de fascia muscular,
entre si e em relacéo ao grupo controle, com o0s objetivos a seguir:

1. Estabelecer a densidade de células inflamatdrias na lamina propria e
no musculo tireoaritendideo das laringes dos coelhos que foram submetidos a enxerto
unilateral de gordura e fascia muscular.

2. Avaliar se houve diferenca estatistica entre 0s grupos submetidos a
enxerto de gordura e os submetidos a enxerto de fascia, no mesmo espaco de tempo,

e em relacdo ao grupo controle ndo enxertado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histologia da prega vocal do coelho

Houve um estimulo muito grande para o estudo da fisiologia laringea a
partir da compreensdo das propriedades histologicas (Hirano, 1974) e dos padrdes
vibratdrios das pregas vocais (Isshiki et al., 1999).

Segundo Suarez Nieto (1986), algumas fibras do musculo tireoaritendideo
do coelho inserem-se no ligamento vocal, assim como no homem.

De acordo com Kurita et al. (1995), a prega vocal do coelho apresenta sua
por¢do membranosa com aproximadamente quatro milimetros de comprimento e a
mucosa apresenta 0.3mm de espessura (Figura 1). A lamina prépria pode ser dividida
em duas camadas distintas. A superficial & pobre em componentes fibrosos e a
profunda é densa em fibras elasticas e coldgenas. Nao ha estrutura comparavel ao

cone elastico.
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Figura 1. Fotomicrografia de corte histoldgico transversal de prega vocal
demonstrando sua estruturacdo em camadas: (A) prega vocal de coelho,
corada com HE, x10; (B) prega vocal humana, corada com H.E., x5.

2.2 Enxerto de gordura autéloga nas pregas vocais - Estudos

experimentais

Hill et al. (1991) realizaram estudo com cées, submetidos a injecdo de
gordura autéloga no 1/3 médio das pregas vocais. Os animais, previamente
submetidos a seccdo do nervo laringeo recorrente, foram sacrificados apos quarenta e
oito horas (primeiro grupo) e trés semanas (segundo grupo) ap0s o procedimento,
tendo as laringes removidas para estudo histolégico com microscopia de luz. No
primeiro grupo, foi identificado processo inflamatorio agudo com presenca de células
inflamatdrias e sinais de hemorragia. No segundo grupo, a gordura foi identificada
com presencga de revascularizagdo e auséncia de necrose, caracterizando assim sua

viabilidade.
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Zaretsky et al. (1995) avaliaram a prega vocal de cées apds injecdo de
gordura, retirada da regido supraclavicular. Os animais foram previamente
submetidos a seccdo do nervo laringeo recorrente. A gordura foi irrigada com
solucdo salina para remocdo de elementos sanguineos e posteriormente injetada
lateralmente na porcdo mediana da prega vocal. Foi realizado analise histoldgica com
microscopia de luz apds um, trés e seis meses. A gordura foi identificada em todos
grupos sendo em menor quantidade no grupo dos seis meses.

Mikus et al. (1995) comparou a injecdo de gordura na prega vocal de cées
utilizando duas técnicas: 1) lipossuccdo exclusiva e 2) lipossuccdo seguida de
purificacdo com homogeinizacdo do tecido, centrifugacdo e solucdo tampao. Com
relacdo ao processo inflamatdério gerado pela enxertia, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos. Comparando o rendimento do tecido enxertado, notou-
se que a técnica de lipossucgdo promoveu menores taxas de absorcéo.

Saccogna et al. (1997) utilizaram seis gatos domésticos para avaliar a
injecdo de gordura na prega vocal paralisada ap0s seccdo do laringeo recorrente. A
gordura foi removida da regido infra-umbilical, lavada com solucdo salina e
posteriormente injetada na regido do musculo vocal. Os animais foram sacrificados
com seis semanas ap0s 0 procedimento e também ap0s quatro, seis, oito e doze
meses. Foi sacrificado um animal por grupo exceto com seis meses que dois animais
foram sacrificados e analisados. O gato sacrificado com seis semanas apresentou
formacdo de granuloma e pequena quantidade de gordura viavel. Aos quatro meses, a
analise mostrou volume significante de gordura vidvel, com células gigantes de
corpo estranho ao redor do enxerto. Aos seis meses, em um dos gatos, a gordura foi

identificada associada a processo inflamatorio ao redor. O outro gato do grupo dos
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seis meses ndo apresentava gordura viavel. Aos oito meses, a gordura foi identificada
e associada a células gigantes de corpo estranho ao redor. O animal sacrificado ap0s
um ano ndo mostrou gordura viavel na analise histoldgica. Os autores consideram a
gordura ser um metodo efetivo para correcdes temporarias apos paralisias unilaterais
de pregas vocais.

Woo et al. (1999) realizaram estudo experimental com laringe de cdo, com
implante de gordura autdloga atraves de microcirurgia de laringe e sacrificio do
animal apds 6 semanas. Os autores demonstraram a presenca de células adiposas
viaveis apés este periodo, além de demonstrar um aumento no espago de Reinke em
comparagdo com a prega vocal contralateral.

Stein et al. (2000) compararam, em modelo animal, a migragéo e a reacao
tecidual local apos injecdo de quatro diferentes tipos de enxertos na prega vocal
canina, sendo trés heterdlogos (teflon, silicone e hidroxiapatita) e um autologo
(gordura). Os autores observaram que apés seis meses a hidroxiapatita e a gordura
foram os materiais que causaram menor reacdo inflamatdria tecidual e auséncia de

migracao para nddulos linfaticos cervicais.

Imamura et al. (2003) em estudo experimental com laringes excisadas,
observou que a gordura injetada no musculo tireoaritendideo no tergco médio da prega
vocal tende a ocupar um espaco cilindrico ao longo do maior eixo da prega vocal.
Quando a injecdo foi realizada no terco médio e lateralmente ao processo vocal,

facilitou o fechamento da glote posterior e anterior.

Duprat et al. (2004) em estudo com coelhos, observou que o enxerto de

gordura em prega vocal ndo ocasiona maior reacdo inflamatoria tecidual ou fibrose
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reacional, apds 1 semana, 3 semanas, e 3 meses do procedimento, usando como

controle a prega vocal ndo enxertada.

2.3 Enxerto de gordura autéloga nas pregas vocais — Estudos clinicos.

Mikaelian et al. (1991) injetaram gordura abdominal removida por
lipoaspiracdo em prega vocal de trés pacientes com paralisia vocal, com um periodo
méaximo de acompanhamento de 12 meses. Relatam que os resultados clinicos eram
animadores.

Shindo et al. (1996) avaliaram vinte e um pacientes submetidos a injecao
de gordura na prega vocal devido a paralisia unilateral de etiologias variaveis. Os
pacientes foram submetidos a videolaringoestroboscopia, avaliagdo vocal e
ressonancia magnética. Apos trés meses, houve melhora da medializacdo da prega
vocal injetada em setenta e cinco por cento dos pacientes. A ressonancia magnética
mostrou a presenca da gordura em até seis meses ap0s a cirurgia, porém com sinal
menor quando comparada aos trés meses. Os autores afirmam que a gordura
apresenta resultados previsiveis e seguros até dois meses apds o procedimento, e
pode ser considerada confiavel para a correcdo temporaria da paralisia unilateral de
prega vocal.

Sataloff et al. (1997) estudaram quatro pacientes com cicatriz de prega
vocal secundaria a manipulacdo cirurgica prévia e que foram submetidos a implante

de gordura. Descrevem a criacdo de uma bolsa no espaco de Reinke seguida do



Revisdo da Literatura 24

preenchimento de gordura injetada com seringa de Bruning. Utilizando a
laringoestroboscopia, os autores observaram melhora nos padrdes vibratorios.

Duprat et al. (2001) relatam sua experiéncia com 0 uso da gordura no
manejo de onze pacientes com insuficiéncia glotica causada por sulco, cisto aberto e
cicatriz poés-operatéria. Houve melhora dos padrdes vocais e dos parametros
estroboscopicos além da satisfacdo da maioria dos pacientes. A gordura foi
transportada em bloco com o uso de instrumental convencional utilizado em
microlaringoscopia.

Tucker (2001) avaliou vinte e trés pacientes apds um a quatro anos de
enxertia de gordura em laringe por paralisa vocal, através de exame estroboscépico e
satisfacdo do paciente, encontrando melhoria da qualidade da voz em todos 0s casos.

Hsiung et al. (2003) avaliaram vinte e um pacientes com diagndstico da
atrofia das pregas vocais sem comprometimento significativo do fechamento glotico,
que foram submetidos a injecdo de gordura na prega vocal. A gordura foi retirada da
regidao infraumbilical, separada de componentes sanguineos e posteriormente injetada
sempre em guantidade superior considerando a taxa de absorcdo. O tempo médio de
seguimento foi de nove meses e meio e houve melhora no fechamento glotico e nos
padrdes acusticos da voz em quinze pacientes.

Chen et al. (2003) avaliaram vinte e quatro pacientes com diagndstico de
insuficiéncia glética, sendo dezesseis por atrofia de pregas vocais e oito por sulco
vocal. A gordura foi removida da regido infraumbilical e a injecdo realizada
lateralmente ao masculo vocal da prega vocal comprometida, sempre em quantidade

maior descontando a provavel taxa de reabsorcdo. Houve melhora nos padroes
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acusticos da voz em dezesseis pacientes ap0s um seguimento de dezenove meses e
meio.

Havas et al. (2003) avaliaram quarenta e cinco pacientes submetidos a
injecdo de gordura por paralisia unilateral de prega vocal. A gordura a ser injetada foi
coletada da regido periumbilical. O tempo médio de seguimento foi de trinta e trés
meses e houve melhora significativa de acordo com os padrdes de analise acustica

além da satisfacdo da maioria dos pacientes.

2.4 Enxerto de fascia muscular em prega vocal - Estudos

experimentais.

Kononas et al. (1993) estudaram o rendimento do tecido gorduroso
enxertado em coelhos, utilizando dois métodos de colheita: lipoaspiracdo e
ressecc¢do. Encontraram maior viabilidade de enxerto nas amostras ressecadas.

Rodgers et al. (2000) avaliaram em um estudo experimental, o
comportamento histoldgico da fascia muscular (lata) injetada na prega vocal de cées.
Os animais que inicialmente foram submetidos a sec¢do unilateral do nervo laringeo
recorrente, foram sacrificados apos trés, cinco, oito, dez e doze meses seguido de
remocao da laringe e preparo das ldaminas. A fascia muscular ndo foi identificada em
nenhum dos cortes.

Reijonen et al. (2001), também em estudo experimental, apresentam
resultados diferentes. Apos injecdo de fascia lata na prega vocal paralisada de nove
cdes, foi realizado laringectomia seguido de analise histoldgica das laminas

preparadas em trés e dez dias, seis e doze meses. Foram excluidos dois animais em
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que o preparo das laminas foi falho. A fascia muscular ndo promoveu reacéo
inflamatdria intensa nem formacdo de granuloma. Apesar da analise histologica ter
sido quantitativa e o rendimento final do enxerto néo ter sido avaliado, 0 mesmo foi
identificado até apos doze meses da injecéo.

Duke et al. (2001) publicaram estudo experimental comparando
histologicamente a fascia muscular e a gordura. Foram utilizados oito cées, os quais
foram submetidos a injecdo de gordura, previamente purificada, em uma das pregas
vocais e fascia muscular picada na prega vocal contralateral. Ndo houve diferenca
estatistica comparando a resposta inflamatdria e o rendimento final entre os enxertos

(gordura e fascia) ao final de 12 semanas.

Tamura et al (2002) propfe estudo com o objetivo de avaliar as
propriedades histoldgicas da fascia muscular confeccionada pelo método “freeze-
dried” e injetada em prega vocal de seis cachorros. Acredita-se que a forma de
confeccdo e processamento da fascia muscular pode interferir no comportamento
histologico. A fascia muscular foi removida e congelada a uma temperatura de
sessenta e cinco graus Celsius negativos por vinte e quatro horas e adicionada a acido
hialurdnico. Esse processo diminui o volume e o peso do enxerto em cingienta e
seis por cento, mas ndo destruiu o coldgeno que é o principal componente da fascia

muscular.

2.5 Enxerto de fascia muscular em prega vocal — Estudos clinicos.

Rihkanen (1998) foi o pioneiro a incluir a fascia muscular entre as
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possibilidades cirdrgicas também autélogas para uso em laringologia. O mesmo
descreve a injecdo de fascia lata “picada” para correcdo da insuficiéncia glotica em
nove pacientes. Tendo em vista 0s bons resultados iniciais, 0 mesmo grupo -
Rihkanen et al (1999) - avaliou dezoito pacientes com diagndstico de paralisia
unilateral de prega vocal de etiologia e duracdo variaveis. Dos dezoito pacientes,
nove pertenciam ao grupo estudado em 1998 e foram incluidos no trabalho de 1999.
A fascia foi removida sob anestesia local e cortada em pequenos pedacos usando
bisturi. A injecdo foi feita sob microlaringoscopia direta, utilizando seringa de
pressdo, em trés ou quatro pontos, sendo que o primeiro lateral ao processo vocal da
aritenoide e dois ou trés adicionais lateralmente ao musculo tireoaritendideo, até o
terco anterior da prega vocal. Foi utilizada pequena quantidade de gordura adicional
para facilitar o transporte pela seringa. As analises perceptiva e acustica da voz,
assim como o tempo maximo de fonacdo mostrou melhora estatisticamente
significativa ap0s seis meses do tratamento proposto. O tempo meédio de analise ap0s
o procedimento foi de 0,83 ano. Os autores relatam que houve melhora significativa

nos niveis de jitter, shirmer e tempo maximo de fonacao.

Horl et al. (1991) estudaram o rendimento da gordura enxertada em
diversos locais da face, através de exame de ressonancia magneética. Observaram uma
grande variabilidade no volume remanescente do tecido enxertado, variando entre 30

a 60%.

O implante da fascia do musculo temporal para correcdo da insuficiéncia
glética causada por sulco vocal foi descrito por Tsunoda et al. (1999). A técnica
utilizada tinha trés etapas basicas: confeccdo da “bolsa” através da separacdo

minuciosa da aderéncia entre a mucosa e o ligamento vocal, preparacdo da fascia e
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transplante para a prega vocal. Em situacdes onde a adesdo da mucosa ao ligamento
vocal era muito pronunciada, a “bolsa” penetrava nos limites do muasculo vocal no
sentido de evitar dano ao epitélio. Os resultados dessa técnica proposta para quinze
pacientes foram estudados e publicados pelo mesmo grupo (Tsunoda et al, 2001).
Apdbs o seguimento médio de um ano, houve melhora gradual no tempo maximo de
fonacdo a partir do terceiro més. Os autores referem melhora do fechamento glético e

da onda mucosa.

Reijonen et al. (2002) publicam a avaliagdo de quatorze pacientes com
diagnostico de paralisia unilateral de prega vocal, que foram submetidos a injecéo de
fascia lata picada. O tempo de seguimento variou de cinco a trinta e dois meses e
houve melhora estatistica nos padrdes acusticos e perceptivos da voz.

Rhikanen (2002) estudou 0 uso de tesoura para picar a fascia muscular e
avaliar histologicamente a integridade do enxerto. Os achados histomorfologicos
mostraram 0 enxerto integro, vascularizado e sem reacdo inflamatdria aguda ou
cronica.

Nishiyama (2002) descreve técnica com confeccdo de bolsdo para receber
0 enxerto e insercdo do mesmo por laringoscopia direta. A paralisia unilateral de
prega vocal foi o diagnostico dos oito pacientes operados. Essa técnica difere da
anterior por usar sutura para evitar a extrusdo do enxerto além de enrolar a fascia
muscular. Houve melhora nos padrdes de analise acustica e perceptiva da voz em

todos pacientes.
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2.6 Processo inflamatorio e cicatricial

As fases de resposta a agressdo tecidual podem ser divididas em quatro:
hemostasia, inflamacdo, proliferacdo e remodelacdo (Peacock, 1984). A fase
inflamatdria ocorre até trés dias apds a enxertia. Conforme a infamagéo prossegue ha
migracao de neutrofilos e histiocitos. Os neutrdfilos ficam na cicatriz por varios dias
e sdo substituidos por histidcitos. Os histiocitos realizam a fagocitose bacteriana e
direcionam o processo inflamatorio. Quando ativados, produzem os fatores de
crescimento levando ao aumento do numero de fibroblastos e de células endoteliais,
promovendo a formacéo de granulacéo e formacéo de tecido (Robbins, 1991).

Na fase de proliferacdo, até duas semanas apds a agressao, os fibroblastos
sdo as celulas chaves. Os fatores de crescimento angiogénicos deflagram a
neovascularizacéo, epitelizacao e formagéo de tecido de granulagéo.

A remodelacéo é a fase mais longa. O tecido de granulacdo recrudesce, 0
colageno se remodela e forma-se uma cicatriz madura.

De acordo com Hom (1994), a presenca de um enxerto prolonga as fases
inflamatdria e proliferativa devido ao estimulo continuo. Os neutrofilos ao redor do
enxerto promovem a degradacdo deste. O produto dessa degeneracdo, ativa 0S
sistemas do complemento e imune. Os histiécitos aproximam-se da periferia do
enxerto, liberam quimiotaxicos induzindo a proliferacdo de fibroblastos, sintese de

colageno, e colagenase, que degrada o colageno do tecido ao redor do enxerto.
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3 CASUISTICA E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para Anélise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria do Hospital das Clinicas da Faculdade

de Medicina da Universidade de S&o Paulo (protocolo de pesquisa 200/02),

3.1 Amostra

A amostra foi constituida por trinta e cinco coelhos albinos da raca New

Zealand, todos sadios e do sexo masculino, pesando entre 2,5 e 3,5 kg.

3.2 Formacéo dos grupos de estudo

Do total da amostra, seis coelhos foram utilizados para o estudo piloto,
houve trés perdas e outros dois coelhos foram excluidos por problemas técnicos na
confeccdo das laminas. Sendo assim, os vinte e quatro animais foram divididos em

quatro grupos de seis coelhos cada. Nos dois primeiros (Grupos F1 e F2), os coelhos
foram submetidos a insercdo de enxerto de fascia lata na prega vocal direita. Nos

outros dois grupos (Grupos G1 e G2), os coelhos foram submetidos a implante de

gordura aut6loga em bloco também na prega vocal direita. Nos coelhos dos quatro
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grupos citados, o grupo controle foi formado pela prega vocal esquerda que foi
submetida ao mesmo procedimento cirirgico, com excecao da colocagédo do enxerto.

Os procedimentos cirurgicos e os cuidados pos-operatérios imediatos foram
realizados integralmente no Laboratorio de Investigacdo Médica da
Otorrinolaringologia (LIM-32) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (FMUSP).

Apds a cirurgia, os animais foram enviados para a Granja RG, biotério
localizado na cidade de Suzano, com supervisdo de zootecnistas e veterinarios onde
permaneceram com cuidados diarios de alimentacdo e temperatura até o sacrificio.
Todos foram sacrificados pelo mesmo método de injecdo endovenosa de 2,0 ml de
KCI 20%, sendo que:

- As pregas vocais direitas dos animais sacrificados apds um periodo de 90
dias do procedimento cirargico formaram os grupos Fascia (F1) e Gordura (G1) e
as pregas vocais esquerdas 0s respectivos grupos controle;

- As pregas vocais direitas dos animais sacrificados apds um periodo de
180 dias do procedimento cirargico formaram os grupos Fascia (F2) e Gordura

(G2) e as pregas vocais esquerdas 0s respectivos grupos controle.
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3.3 Técnica Cirurgica

3.3.1 Anestesia dos coelhos

Os animais foram anestesiados com Xilazina (5 mg/kg) associado a
Quetamina (50 mg/kg) por via intramuscular. Foram mantidos em ventilagdo
espontanea, através da incisao laringea, sem necessidade de canula traqueal, e fixos a
mesa cirurgica pelas patas, sendo que as dianteiras foram mantidas ao longo do

corpo.

3.3.2 Obtencéo dos enxertos

3.3.2.1 Obtencao do enxerto de gordura

Através da incisdo na regido cervical para acesso a laringe, a gordura

subcutanea foi captada para posterior inser¢do. A mesma foi mantida em cupula de

aco contendo soro fisioldgico a 0,9%.

3.3.2.2 Obtencao do enxerto de fascia lata

Foi realizado tricotomia na face anterior e lateral da coxa direita seguido de

anti-sepsia com PVP-I tintura (polivinilpirrolidona-iodo a 10%). A inciséo foi feita

na pele da regido antero-lateral da coxa, medindo 2x2 centimetros, seguido de

hemostasia. A pele e o subcutaneo foram afastados para facilitar a exposicdo da



Casuistica e Métodos 33

fascia muscular a qual foi delicadamente dissecada (1X1centimetro). O plano

subcutaneo e a pele foram suturados com fio de Nylon 5-0.

3.3.3 Acesso a laringe e insercdo do enxerto

Foi realizada tricotomia na regido cervical anterior, estendendo-se desde a
mandibula até a furcula esternal, e antissepsia com PVP-lI tintura
(polivinilpirrolidonaiodo a 10%). Os coelhos foram submetidos a incisdo na linha
média, a partir da margem superior da cartilagem tiredidea até a borda inferior da

cartilagem cricéidea, utilizando-se bisturi lamina 15, na pele e subcutaneo,

permitindo a exposicdo das cartilagens tiredidea e cricoidea (Figura 2). Com 0 uso

do microscopio cirdrgico (modelo Inami L 860, lente de 200 mm, binocular
angulada, ocular de 12,5 x, iluminacgéo por fibra dptica e fonte de luz halégena de 15
volts e 150 watts) a membrana cricotiredidea foi incisada na linha média, com bisturi
lamina 15, permitindo a visualizacdo da subglote. A cartilagem tiredidea aberta
anteriormente permitiu a exposicdo das pregas vocais. Ambas pregas vocais foram
submetidas a incisdo de 1,0 mm em sua face superior seguindo-se de minucioso
descolamento da mucosa ao longo da margem medial estendo-se também em direcao
inferior a subglote, utilizando-se estilete Hollemback 3s, empregado em dentistica.
Dessa forma, um bolsdo foi confeccionado seguindo o eixo longitudinal da prega
vocal, utilizando-se 0 mdsculo tireoaritendideo como referéncia principal. Foi
necessaria cautela para evitar a penetracdo do musculo tireoaritendideo. O enxerto
(fascia muscular ou gordura) foi cortado sobre placa de aco em fragmento de

aproximadamente trés milimetros de diametro e 1mm de altura, medido com
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paquimetro, e foi posicionado em tal bolsdo dissecado entre o mdasculo
tireoaritendideo e a mucosa da prega vocal direita. A prega vocal esquerda foi
submetida a0 mesmo procedimento com excecdo da enxertia. Foi usado fio de Nylon
5-0 para o fechamento da cartilagem tiredidea, da membrana cricotiredidea e da pele.

Todos os animais operados foram mantidos vivos, com cuidados diarios e controle
do processo de cicatrizagdo. Os coelhos receberam antibioticoterapia com
Benzilpenicilina procaina 300000 Ul, Benzilpenicilina potassica Ul, diluida em 3 mL

de &gua destilada, sendo aplicado 0,4 mL intramuscular por dose. A primeira dose foi

aplicada durante o procedimento, e duas outras, a cada 24 horas.

Figura 2: Exposicdo da face anterior da laringe de coelho através de incisdo
cervical.
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3.4 Remocao da prega vocal

Apdbs o sacrificio do animal, foi removida a laringe através de incisdo
cervical em um bloco que se estendia desde a base da lingua até o quinto ou sexto
anel traqueal. As pecas foram dissecadas preservando-se apenas a laringe,
removendo-se as partes moles. A seguir a laringe foi aberta, através de inciséo
longitudinal posterior, entre as cartilagens aritendideas. Ressecou-se a cartilagem
tiredidea, prega vocal e aritendide de uma hemilaringe, em bloco, entre o ventriculo
laringeo e a subglote. Por fim isolou-se a prega vocal entre a comissura anterior e 0

processo vocal da cartilagem aritendidea.

3.5 Preparac0es histologicas.

Todas as pregas vocais medindo cerca de 0,3 x 0,5 cm foram fixadas em
formalina a 10% e colocadas em cassetes ap0s identificacdo com o nimero do animal
e origem anatdmica da amostra. Foram entdo encaminhadas ao Laboratorio de
Anatomia Patologica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
(FMUSP) para processamento. Nesse laboratério foram desidratadas com alcool
etilico a 95%, clareadas em xilol, impregnadas pela parafina fundida em estufa a
60 °C, incluidas e a seguir cortadas no micrétomo com espessura de 3um. Os cortes
iniciais foram sempre na porcdo média da porcdo membranosa da prega vocal,
seguindo-se de cortes em direcdo a comissura anterior e ao processo vocal até que

ndo se identificasse tecido enxertado.
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O ndmero de laminas para cada animal foi variavel de acordo com a
identificacdo do enxerto presente nos cortes. Para analise foram selecionadas trés
laminas de cada prega vocal, que permitissem adequada visualizacdo do material
enxertado. As laminas foram identificadas apenas com um cddigo que identificava

sua origem.

Figura 3: Microscopio acoplado a monitor e computador, no Laboratorio de Anélise
de Imagens e Morfometria da FMUSP (LIM 05).

3.6 Analise histologica e morfométrica

As laminas foram coradas com hemtoxilina-eosina (HE) e analisadas em
microscopio 6ptico com objetivas de aumento de 50 e 200 vezes (Figura 3). Em cada
lamina foram analisados cinco campos aleat6rios que tangenciassem a area enxertada

(Figura 4). Cada campo visual foi estudado em aumento Optico de 200 vezes (Figura
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5), sobre o qual se aplicava uma grade quadriculada (graticulo) transltcida, contendo
10 linhas horizontais e 14 verticais (Figura 6).

Os pontos de interseccdo das linhas horizontais e verticais do graticulo
eram contados e divididos em dois grupos: pontos de incluséo e de coincidéncia

Foram contabilizados como pontos de inclusdo os pontos do graticulo que
coincidiam com areas de interesse para a contagem celular, relacionados com 0s
tecidos circunvizinhos ao enxerto. Ja& 0s pontos que coincidiam exatamente com
células inflamatorias eram contados como pontos de coincidéncia. Com isso eram
descartados os pontos relacionados a areas da lamina ndo interessantes a contagem,
celular, como cartilagens, o proprio bloco do enxerto, a luz da laringe e artefatos de
preparacdo (Figura 6, 7 e 8).

Como cada campo microscopico apresentava uma area descartada variavel,
foi entdo estabelecido um método matematico de correcdo da densidade celular
relativa, levando-se em conta somente a area do campo contada. Assim, a densidade
do campo foi equivalente a divisdo dos pontos de coincidéncias pelos pontos de
inclusdo, multiplicados por 140 (nimero total de pontos do graticulo), representada
pela equagéo:

Densidade = (Pontos de Coincidéncia/ Pontos de Inclusdo)x 140

Contabilizamos 5 campos microscopicos por lamina, 3 laminas por prega
vocal, 2 pregas por coelho (prega enxertada e prega controle), 6 coelhos por grupo e
4 grupos, totalizando 720 campos microscopicos estudados.

As medidas foram realizadas no Lboratério de Analise de Imagens e

Morfometria da FMUSP (LIM 05). O sistema de analise consistiu de uma camera
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(CCD Sony DCX-101), acoplada a um microscopio Optico marca Zeiss, que enviava
as imagens para um monitor (Trinitron, Sony).

As laminas foram codificadas e estudadas de maneira cega pelo
pesquisador. Foram padronizadas a intensidade de luz do microscopio, a abertura do

diafragma e a altura do condensador, bem como os aumentos das lentes objetivas.

Figura 4: Fotomicrografia de corte histolégico transversal de prega vocal direita de
coelho, aumento de 50x. A &rea correspondente ao enxerto de fascia lata
esta identificada. (Coelho 13, grupo F2).
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Figura 5: Fotomicrografia de corte histologico transversal de prega vocal direita de
coelho, aumento de 50x (Coelho 13, grupo F2). Os cincos quadrilateros
em vermelho representam os locais de escolha perienxerto dos campos de
maior aumento (200x), para contagem da densidade celular inflamatoria.

Figura 6: Fotomicrografia de corte histologico transversal de prega vocal direita de

coelho, aumento de 200x (Coelho 6, grupo G1), demonstrando a
colocacéo do graticulo sobre o campo.
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Figura 7: Fotomicrografia de corte histoldgico transversal de prega vocal direita de
coelho, aumento de 200x (Coelho 6, grupo G1), demonstrando a excluséo
da area no representada pelo enxerto.

Figura 8: Fotomicrografia de corte histologico transversal de prega vocal direita de
coelho, aumento de 200x (Coelho 6, grupo G1), apresentando os pontos
de incluséo, exclusdo, e de interseccao.
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3.7 Andlise estatistica

A comparacéo estatistica entre os grupos foi feita utilizando-se teste t de
Student para amostras independentes. Os testes foram bilaterais e o nivel de

significancia adotado foi de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1Caracteristicas dos coelhos

A média de peso entre os animais foi de 2900 gramas, sendo todos do
mesmo sexo (masculino). Os pesos dos coelhos estdo apresentados no Anexo A. N&o

houve intercorréncia com os animais do grupo de estudo.

4.2 Densidade de células inflamatérias

Os dados referentes a densidade de células inflamatorias de todos os
campos e de todas as laminas estudadas apos 90 dias estdo apresentados no Anexo B,
referentes aos coelhos submetidos a enxerto de fascia (F1), e Anexo C, referentes aos
submetidos a enxerto de gordura (G1), enquanto os analisados apds 180 dias estéo
presentes no Anexo D, referentes aos coelhos submetidos a enxerto de fascia (F2), e
Anexo E, submetidos a enxerto de gordura (G2).

A Tabela 1 apresenta a média de densidade de células inflamatorias dos
dois grupos sacrificados aos trés meses e seus respectivos grupos controle (F1, G1, e

controles). A Tabela 2 apresenta a média de densidade de células inflamatérias dos
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dois grupos sacrificados aos seis meses e seus respectivos grupos controle (F2, G2, e

controles).

Tabela 1 — Densidade de células inflamat6rias dos grupos sacrificados aos trés

meses

Fascia Gordura

Enxerto (F1) Controle F1  Enxerto (G1) Controle G1
Média (+ Desvio padrdo) 12,92 (+1,30) 4,90 (£1,01) 15,83 (x2,20) 4,94 (+1,21)
Amplitude 9,8—15,6 30-7,1 10,8-21,1 3,0-8,0

Comparacao estatistica*:

- Fascia (F1) x Gordura (G1): p < 0,001 (significante)
- Fascia (F1) x Controle F1: p < 0,001 (significante)

- Gordura (G1) x Controle G1: p < 0,001 (significante)
- Controles de F1 x G1: p = 0,754 (n&o significante)

* teste t de Student para amostras independentes

Tabela 2 - Densidade de células inflamatdrias dos grupos sacrificados aos seis meses

Fascia Gordura

Enxerto (F2) Controle F2 Enxerto (G2) Controle G2

Média (+ Devio padréao) 5,03 (¥1,02) 4,82(+0,99) 4,96 (+1,04) 4,65 (+0,99)
Amplitude 2,9-7,2 3,0-7,0 3,1-8,1 3,0-7,2

Comparacao estatistica*:

- Fascia (F2) x Gordura (G2): p = 0,618 (nao significante)
- Fascia (F2) x Controle F2:  p = 0,342 (nao significante)
- Gordura (G2) x Controle G2: p = 0,012 (n&o significante)
- Controles de F2 x G2: p = 0,254 (n&o significante)

* teste t de Student para amostras independentes
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A evolucdo do processo inflamatorio observado aos 3 e 6 meses estd

representada graficamente para a fascia (Grafico 1) e gordura (Gréafico 2).

Grafico 1 — Representacdo grafica comparativa entre a densidade de células
inflamatdrias dos grupos submetidos a enxertia de fascia muscular (F1

e F2) com seus respectivos controles.
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Enxerto: p < 0,001 (significante)

Controle: p = 0,599 (ndo significante)
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Grafico 2 — Representacdo grafica comparativa entre a densidade de células

G2) com seus respectivos controles.

inflamatdrias dos grupos submetidos a enxertia de gordura (G1 e
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Enxerto: p < 0,001 (significante)

Controle: p = 0,071 (ndo significante)

A comparacédo da evolucéo do processo inflamatorio entre 3 e 6 meses nas

pregas vocais submetidas a enxerto de fascia e gordura esté representada no Gréfico

3.
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Grafico 3 — Representacdo grafica comparativa entre a densidade de células
inflamatdrias dos grupos submetidos a enxertia de fascia muscular (F1
e F2) e gordura (G1 e G2).
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F1 X F2: p < 0,001 (significante)
F1 X G1: p < 0,001 (significante)
G2 X F2: p = 0,618 (ndo significante)

G1 X G2: p < 0,001 (significante)

A comparacéo da evolucéo do processo inflamatorio entre 3 e 6 meses nas
pregas vocais controles dos coelhos submetidos a enxerto de fascia e gordura esta

representada no Grafico 4.
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Grafico 4 — Representacdo grafica comparativa entre a densidade de células
inflamatdrias dos grupos controle correspondentes aos submetidos a
enxertia de fascia muscular (F1 e F2) e gordura (G1 e G2).
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F1 X F2: p = 0,599 (ndo significante)
F1 X G1: p=0,754 (ndo significante)
G2 X F2: p = 0,254 (ndo significante)

G1 X G2: p=0,071 (ndo significante)
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5 DISCUSSAO

A prega vocal humana apresenta estrutura em camadas, consistindo de
epitélio, lamina prépria (camadas superficial, intermediaria e profunda), e o0 musculo
vocal (Hirano, 1974). Esta estrutura estratificada é fundamental para o carater
vibratério da prega vocal, sendo a camada superficial da 1damina propria a que mais
marcadamente vibra durante a fonacéo.

Para se obter uma adequada funcdo fonatdria se faz necessaria uma
completa coaptagédo das pregas vocais (Shindo et al., 1996; Sataloff et al., 1997; Woo
et al., 1999; Havas et al., 2003). Em condic¢des de incompeténcia glética, como em
alteracdes de mobilidade, fibroses, atrofias ou arqueamento das pregas vocais,
diversos procedimentos cirurgicos tém sido propostos para melhorar o fechamento
glético, como as cirurgias do arcabouco laringeo (Isshiki et al., 1999), as inclusbes
em prega vocal (Mikaelian et al., 1992; Rhikanen, 1998; Tsunoda et al., 1999
Reijonen et al., 2002), a reinervacao laringea (Nishiyama, 2002 e até procedimentos
combinados como reinervagdes associadas a cirurgias do arcabouco (Tucker, 1989).

Embora a tireoplastia de medializacdo seja uma excelente alternativa,
pressupde-se uma incisdo externa, abordagem cervical e uso de uma protese de
silicone, com suas conseqiientes complicagdes (Imamura et al., 2003). Em
contrapartida, os preenchimentos laringeos, caracterizados por inclusdes de

substancias na prega vocal para aumentar seu volume e favorecer sua coaptacao sao
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realizados via trans-oral, marcadamente menos agressivos e de menor morbidade
cirargica (Chen et al., 2003). Brining, em 1911, foi o pioneiro na realizacdo do
procedimento de preenchimento laringeo, usando parafina e desde entdo, diversos
materiais, sintéticos ou ndo, vém sendo propostos.

Entretanto, a inclusdo de substancias na prega vocal pode alterar as
propriedades viscoelasticas da lamina propria, especialmente de sua camada
superficial, alterando significativamente o comportamento vibratério da mesma
(Ford et al, 1992).

O grau de processo inflamatorio induzido pela substdncia de
preenchimento € diretamente proporcional a fibrose cicatricial. Assim, deseja-se da
substancia de preenchimento a menor reacao inflamatdria possivel (Tsunoda et al.,
1999; Chan, Titze, 2001). Alem disso, a intensidade do processo inflamatdrio
tecidual resultante de enxertia também € diretamente proporcional ao grau de
agressdo contra 0 enxerto, e inversamente proporcional a sua sobrevivéncia
(Stephenson, Roser, 1985; Hill et al., 1991). Em outras palavras: quanto maior o
processo inflamatorio, maior a fibrose da prega vocal e maior a absor¢édo do enxerto.

As inclusdes laringeas de gordura e de fascia muscular vém merecendo
especial atencdo por se tratar de enxertos autdlogos, de facil obtencdo e baixa
morbidade (Hsiung et al., 2003). Observamos que a densidade celular do infiltrado
inflamatorio perienxerto foi estatisticamente mais elevada nos grupo submetidos a
enxertia de gordura e de fascia muscular, no periodo de trés meses (G1 e F1), quando
comparadas as dos grupos controle (p<0,001), demonstrando uma persisténcia da

reacdo inflamatdria cronica pela presenca dos tecidos enxertados. Comparando 0s
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grupos de fascia muscular (F1) e gordura (G1) entre si, encontramos uma maior
reacao inflamatoria no grupo submetido a enxerto de gordura (G1) (p<0.001).

Tal diferenca nos mostra que a gordura induz a uma maior reacdo
inflamatdria no sitio de enxertia, possivelmente devido a sua taxa metabdlica ser
mais elevada que a da fascia, necessitando de um maior aporte de oxigénio e glicose
(Peer, 1956; Peer, 1977). Essa maior necessidade metabolica dos adipdcitos os torna
mais sensiveis a mudancas do seu sitio primario. Apos a enxertia, existe um periodo
de integracdo do enxerto, no qual suas células estdo sujeitas a condi¢cdes ndo ideais
de nutricdo (Peer, 1977). Neste periodo, 0 enxerto de gordura sofreria mais que o de
fascia (que contém menor quantidade de células e menor taxa metabolica), liberando
localmente maior quantidade de produtos da decomposicdo, e determinando um
maior infiltrado inflamatorio (Saccogna et al., 1997; Stein et al., 2000).

Apesar de ndo existirem estudos relacionando o efeito isolado dos
elementos liberados pela manipulagdo e enxertia da gordura sobre o processo
inflamatdrio local, hd trabalhos que relacionam os métodos de enxertia e o
rendimento do enxerto (Kononas et al., 1993; Mikus et al., 1995; Zaretsky et al.,
1995; Tamura et al., 2002). Como sabemos, quanto maior o processo inflamatorio,
maior a agressdo imunologica ao tecido enxertado e maior sua reabsorcdo
(Stephenson, Roser, 1985). Na literatura encontramos estudos que reportam de 30%
a 60% de sobrevivéncia do enxerto de gordura, dependendo do método de remocéo,
purificacdo e introducéo, o que também compromete a viabilidade dos adipdcitos e o
rendimento do enxerto (lllouz, 1988; Peer, 1977; Horl et al., 1991). Duke et al.
(2001), em experimento em cdes, ndo encontraram diferenga significante entre o

rendimento dos enxertos de gordura e fascia aos 3 meses, embora tenham realizado
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em uma amostra pequena de 8 cées, e ndo tenham empregado grupos controle para
comparacdo. Os autores citam a presenca de processo inflamatério tecidual de leve
intensidade, igualmente em ambos os grupos de enxertos, entretanto ndo quantificam
essa observacao.

Tambem se discute a possibilidade de involuntariamente os enxertos
transportarem particulas estranhas originadas do seu corte e manipulacao.
Demonstrou-se que enxertos de fascia preparados sobre placas de polimeros, como
poliacetato, polietileno e poliéster, apresentam até cinco vezes mais corpos estranhos
microscopicos que 0s enxertos cortados sobre o vidro ou ago (Rihkanen et al., 2003).
No presente estudo todos os enxertos foram preparados da mesma maneira, sobre o
aco. Entretanto, como a gordura é menos densa e mais flocosa que a fascia, existe a
possibilidade de maior incorporacdo de particulas estranhas junto ao enxerto,
aumentando seu potencial de inducéo inflamatdria tecidual.

Outro ponto observado foi que comumente havia presenca de células
inflamatdrias no interior dos enxertos de gordura, 0 que ndo ocorreu nos enxertos de
fascia. Tais células ndo foram contabilizadas na determinacdo da densidade do
processo inflamatdrio, porém se o fossem, certamente a diferenca entre 0s grupos
teria sido ainda maior. Tal fato pode se explicar, além da maior liberacdo de produtos
de degradacdo pelos adipécitos em sofrimento, pela conformacdo histoldgica do
tecido adiposo, que é mais frouxo, menos aderido, muito trabeculado pelas septacdes
de tecido conjuntivo frouxo, mais vascularizado (Junqueira, 1997), possivelmente
favorecendo a migracdo celular em seu interior. O mesmo ndo ocorre com a fascia
muscular, que por ser mais compacta, densa, e hipocelular, ofereceria maior

dificuldade a penetracao de células inflamatorias.
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Considerando as consequéncias indesejaveis do processo infamatério para
a prega vocal e para o tecido enxertado, e suas repercussdes na funcéo glotica, tais
achados nos sugerem que, do ponto de vista inflamatorio, a fascia muscular parece
ser mais aceitavel como enxerto de preenchimento do que a gordura. Levando a uma
reacdo inflamatoria tecidual mais intensa, a gordura teria maior tendéncia a ser
reabsorvida, com maior inducdo de fibrose cicatricial na prega vocal e prejuizo da
funcdo vibratoria.

Por outro lado, € importante que o tecido enxertado reproduza as
propriedades viscoelasticas da lamina propria da prega vocal (Ford et al., 1992).
Neste sentido, 0 enxerto de gordura possui caracteristicas mais proximas as da
lamina propria, sendo funcionalmente melhor que a fascia. Estudos que avaliem o
impacto dos enxertos integrados de fascia e gordura na viscoelasticidade da prega
vocal poderiam auxiliar na escolha do melhor enxerto.

Além disso, o presente estudo ndo nos permite entender completamente a
curva de evolucdo do processo inflamatério causado pelos enxertos, uma vez as
amostras foram recolhidas somente em duas ocasifes: aos 3 e 6 meses. Sabe-se que
aos trés meses ambos 0s grupos apresentavam maior densidade de células
inflamatdrias que aos seis meses, porém ndo sabemos se essa atividade inflamatoria
encontrava-se em ascensao, apice ou queda. Para se elucidar a questdo seria
necessario um estudo que sacrificasse 0s animais antes e depois dos trés meses,
eventualmente com amostras seriadas em varios intervalos de tempo. Duprat et al.
(2004) realizaram enxertia de gordura em prega vocal de coelhos, sacrificando-os em

1 semana, 3 semanas e 3 meses, e concluiram que ndo houve diferenga significante
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quanto ao infiltrado inflamatorio tecidual entre os grupos, bem como com o grupo
controle, embora néo tenha utilizado nenhum método objetivo de quantificacao.

Da mesma forma, o comportamento dos grupos controle ndo esta claro.
Né&o foi encontrada diferenca significante entre o processo inflamatorio nas pregas
vocais operadas e ndo enxertadas aos 3 e 6 meses. Porém isso nao significa que nao
houve reacdo inflamatoria apds a cirurgia. Sabe-se que, trés semanas ap0s uma
incisdo cirargica limpa, praticamente todo o infiltrado inflamatério leucocitario
agudo, que se inicia no momento da agressdo tecidual, recrudesce, dando lugar ao
longo processo de remodelacdo do coldgeno (Robbins, 1991). Assim sendo,
provavelmente houve reagéo inflamatdria ao ato cirdrgico da dissec¢do da prega, mas
sem a presenca do enxerto para prolonga-la, a reacdo provavelmente atingiu seu
apice e retornou ao estado de equilibrio antes da primeira amostra, sacrificada aos
trés meses.

Quando avaliamos os coelhos sacrificados aos seis meses, notamos que
ndo existiu diferenca estatisticamente significante entre as pregas vocais submetidas
a enxertia de gordura (G2) e fascia muscular (F2), e os respectivos grupos controle.
Isso sugere que a reacdo tecidual retornou a niveis normais de cicatrizagdo,
reduzindo a possibilidade de reabsor¢cdo dos enxertos a partir desse periodo, muito
embora a reabsorcdo do enxerto possa depender de outros fatores, como a vibragéo
das pregas vocais (Rihkanen et al., 2003; Hom, 1994). Alguns autores seccionam o
nervo laringeo recurrente de cdes e gatos na tentativa de minimizar esse efeito
(Saccogna et al., 1997; Rodgers et al., 2000; Rihkanen et al., 2003). Uma vez que
coelhos ndo emitem sons com tanta frequéncia (Kurita et al., 1995), optamos por néo

realizar o procedimento. Além disso, como foram operadas as duas pregas vocais de
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cada animal, se tivéssemos seccionado ambos 0s nervos, teriamos de deixar 0s
coelhos traqueostomizados, o0 que, entretanto, poderia aumentar 0 processo
inflamatdrio laringeo por irritacbes ou infecgbes. De qualquer modo, a prega vocal
contralateral foi controle da enxertada, ambas submetidas as mesmas condi¢des de
mobilidade e vibracéo.

Obtiveram resultados semelhantes aos nossos Reijonen et al. (2001).
Enxertaram fascia lata em prega vocal de cdes e apontam a auséncia de reagédo
inflamatdria tecidual aos 6 e 12 meses de enxertia. Entretanto ndo apresentaram
grupo controle, tampouco quantificagao celular por métodos estereoldgicos.

Em contrapartida, outros autores chegaram a conclusdes contraditdrias,
como Saccogna et al. (1997), que dentre seis gatos submetidos a enxertia de gordura
em prega vocal, ndo identificaram a gordura viavel em 2 animais, nem aos 6 e
tampouco aos 12 meses. Também Rodgers et al. (2000), apds injecdo de fascia lata
em laringe de cées, ndo identificaram a presenca do enxerto em nenhum caso, em
doze meses. Embora os métodos de insercdo aparentemente tenham respeitado a
todas as técnicas preconizadas, 0s autores ndo sabem justificar o achado, podendo
haver reabsorcdo total dos enxertos, ou extrusdo. A dificuldade de se manter o
enxerto na prega vocal deve-se a impossibilidade de se realizar uma sutura de
contencdo, mesmo porque qualquer corpo estranho, como o fio de sutura, poderia
alterar a resposta inflamatéria da prega. No presente estudo, tivemos o cuidado de
criar uma bolsa entre 0 masculo tireoaritendideo e a lamina propria, através de uma
mindscula abertura na mucosa da prega vocal (1 mm de comprimento), utilizando um
descolador especifico, dificultando assim a extrusdo do enxerto, 0 que ndo ocorreu

em nenhum caso.
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Muitos artigos na literatura mencionam ou identificam a reacdo
inflamatdria tecidual resultante da enxertia de tecidos como a gordura e a fascia
muscular em prega vocal, mas poucos sao 0s que se propde a quantificar tal reacéo.
Pela importancia que a enxertia de gordura e fascia muscular desempenha na
terapéutica cirargica da laringe, estudos adicionais relacionados as demais variaveis
do processo inflamatdrio, rendimento dos enxertos e o impacto nas propriedades
viscoelasticas da ladmina propria sdo necessarios para a compreensao e

previsibilidade do método.
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6 CONCLUSAO

Em relacdo a reacdo inflamatdria celular em prega vocal de coelhos
submetidos a enxertia de gordura e fascia lata, o presente estudo nos permite concluir

que:

- Houve maior reacdo inflamatoria nas pregas vocais submetidas a
enxertia de gordura e fascia lata, aos trés meses, quando comparadas as submetidas
somente a disseccdo cirurgica (grupos controle), sendo que foi mais evidente no
grupo da enxertia de gordura que no de fascia lata.

- Aos seis meses ndo houve diferenca significante entre 0s grupos
submetidos a enxertia de gordura e fascia lata, comparados entre si e aos respectivos

grupos controle.
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7 ANEXOS

ANEXO A

Tabela com o peso dos coelhos estudados.

Peso Pés
Coelhos (grama) Enxerto  Operatério Intercorréncia
3 2600 Gordura 90 dias N&o
4 2700 Gordura 90 dias N&o
5 2800 Gordura 90 dias N&o
6 3000 Gordura 90 dias N&o
30 2800 Gordura 90 dias N&o
31 2900 Gordura 90 dias N&o
7 3000 Fascia 90 dias Né&o
9 2700 Fascia 90 dias N&o
11 2800 Fascia 90 dias Né&o
32 3100 Fascia 90 dias N&o
33 2700 Fascia 90 dias Né&o
34 3200 Fascia 90 dias N&o
15 3000 Gordura 180 dias N&o
16 3200 Gordura 180 dias N&o
21 3100 Gordura 180 dias N&o
23 3100 Gordura 180 dias N&o
24 2900 Gordura 180 dias N&o
26 2900 Gordura 180 dias N&o
13 2800 Fascia 180 dias Néo
14 3200 Fascia 180 dias N&o
25 3000 Fascia 180 dias Néo
27 2900 Fascia 180 dias N&o
28 2800 Fascia 180 dias Néo

29 2900 Fascia 180 dias Nao
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ANEXO B

Densidade inflamatdria dos cinco campos estudados (A, B, C, D e E) nas

trés laminas submetidas a enxertia de fascia muscular (F1), e nas trés laminas do

grupo controle correspondente. Estudo aos trés meses.

Fascia 3 meses coelho 7

Campo Densidade Controle
A 14,2 13,5 15,1 4 51 4
B 11,9 11,5 13,6 6,5 6 4,1
C 13,2 14,2 10,7 7 4 5
D 14,1 10,8 12,5 4,1 3,8 6,4
E 11,4 14,5 13,1 5 5 3,6
Fascia 3 meses coelho 9
Campo Densidade Controle
A 11,9 12,5 10,8 51 3,5 7
B 15,2 13,6 11,5 5 4 4,2
C 13,5 14,7 14,2 3,9 5 51
D 12,8 12,1 13,6 4,2 5,8 5
E 12,9 13,1 12,5 5,6 51 6
Fascia 3 meses coelho 11
Campo Densidade Controle
A 13,6 9,8 15,2 3,8 52 3,8
B 12,8 12,4 12,3 4 3,9 6
C 12,1 14,3 10,4 6 4,1 7
D 10,9 13,5 13,2 51 6 3
E 14,7 12,9 11,5 4,6 5 4
Fascia 3 meses coelho 32
Campo Densidade Controle
A 13,1 12,5 12,5 4,2 5 3
B 12,5 13,6 14,3 5,8 4 4,2
C 12,3 11,2 12,6 51 3,9 5
D 13,8 10,9 13,5 4 6 4,5
E 11,8 15,2 12,7 6 7,1 6
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Fascia 3 meses coelho 33

Campo Densidade Controle
A 10,9 15,3 13,8 3 7 5
B 12,6 9,8 13,5 4,1 3,5 4
C 14,1 12,3 12,4 6,1 5 4
D 13,5 13,7 15,6 6,2 6,1 51
E 13,2 12,5 11,5 5 3,2 6

Fascia 3 meses coelho 34

Campo Densidade Controle
A 12,9 14,5 12,9 3,8 4,6 5
B 11,5 12,3 13,6 55 6,1 4,5
C 13,8 11,9 11,7 4,3 53 53
D 12,1 13,6 13,1 51 57 3,9
E 14,3 14,7 14,3 4,7 4,2 6
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ANEXO C

Densidade inflamatdria dos cinco campos estudados (A, B, C, D e E) nas

trés laminas submetidas a enxertia de gordura (G1), e nas trés laminas do grupo

controle correspondente. Estudo aos trés meses.

Gordura 3 meses coelho 3

Campo Densidade Controle
A 15,4 13,8 17,1 7,2 5 54
B 20,8 14,5 15,9 4 6 3,8
C 15,5 15,8 15,1 6 3,5 4,2
D 14,5 15,2 13,5 51 7 6
E 14 16,2 12,9 4 5,2 5

Gordura 3 meses coelho 4

Campo Densidade Controle
A 16,8 17,3 18,1 3,2 4 5
B 19,4 16,4 14,2 7 6 51
C 15,9 20,1 15,2 4,4 3,8 3.9
D 13,9 14,1 13,2 4 4,2 7
E 16,8 16,3 16,4 5,6 5,3 6

Gordura 3 meses coelho 5

Campo Densidade Controle
A 12,6 15,2 16,3 7 4 5
B 19,4 194 13,2 3,5 3,6 3,1
C 13,1 14,2 18,2 3 58 4
D 18,2 16,3 154 5 6 6,5
E 17,6 13,8 16,2 4,2 5 7

Gordura 3 meses coelho 6

Campo Densidade Controle
A 18,3 12,2 15,6 3 5,6 4,2
B 16,5 15,6 12,8 3 5 8
C 21,1 14,9 14,3 4,4 4,8 6
D 14,9 13,8 20,7 7 3 5
E 17,6 16,2 15,8 51 7 3,4
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Gordura 3 meses coelho 30

Campo Densidade Controle
A 17,3 12,9 14,7 49 3 7
B 14,5 16,7 15,5 3 4,7 3,9
C 18,1 18,4 19,7 4 3,5 4
D 15,4 12,3 17,3 51 6,1 52
E 16,1 14,6 12,4 5,5 51 4,6

Gordura 3 meses coelho 31

Campo Densidade Controle
A 19,1 14,5 12,8 5,8 5 5,7
B 15,1 10,8 12,6 4,5 5 3,4
C 15,8 16,8 14,7 51 3,9 6
D 16,3 17,4 18,2 5 6,4 54
E 14,9 15,9 20,1 4,4 7,1 4
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ANEXO D

Densidade inflamatdria dos cinco campos estudados (A, B, C, D e E) nas

trés laminas submetidas a enxertia de fascia muscular (F2), e nas trés laminas do

grupo controle correspondente. Estudo aos seis meses.

Fascia 6 meses coelho 25

Campo Densidade Controle
A 53 3,4 4,2 6 4 5
B 4,1 4,2 4,8 52 3,6 31
C 3,9 54 3,9 3,7 5,8 4
D 6,2 4,5 55 4,8 6 6,5
E 7,1 6,3 5,9 4 5 7
Fascia 6 meses coelho 13
Campo Densidade Controle
A 3,2 4,2 5,6 4 55 3,7
B 7,2 6,5 51 5,2 4,2 4
C 4.4 3,8 3,8 6,2 51 5,8
D 49 4,2 4,6 5 3 5
E 5,6 5,3 4,7 4 6 5,2
Fascia 6 meses coelho 27
Campo Densidade Controle
A 5,6 4,2 4,7 52 51 4
B 5,7 8,1 4,5 5 4 4,7
C 4,8 6,3 5,6 3,9 6 5
D 3,1 4,5 51 4 3,8 3,6
E 7,3 3,4 3,9 4,9 5,2 5
Fascia 6 meses coelho 14
Campo Densidade Controle
A 7,4 4,5 4,3 4,7 4 3,5
B 3,5 3,6 4,9 3,8 55 4
C 3,1 5,8 53 7 4 55
D 5,2 6,2 52 5,6 6,4 5
E 4,2 51 4,8 5 7 4,8
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Fascia 6 meses coelho 28

Campo Densidade Controle
A 5,8 54 5,8 4 5 3
B 4,5 51 51 3,6 6,1 5
C 51 3,9 4,7 7 5 4,5
D 53 6,4 3,8 5,2 4,7 6,3
E 4,4 7,1 4,8 5 5,8 51

Fascia 6 meses coelho 29

Campo Densidade Controle
A 4,9 3.9 4.8 52 4,7 3
B 3,2 4,7 54 4 6 3,2
C 4,7 3,5 4,7 5 3 6,2
D 51 6,1 53 3,8 4,5 5
E 55 51 4,3 5 4,9 4
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ANEXO E

Densidade inflamatdria dos cinco campos estudados (A, B, C, D e E) nas

trés laminas submetidas a enxertia de gordura (G2), e nas trés laminas do grupo

controle correspondente. Estudo aos seis meses.

Gordura 6 meses coelho 15

Campo Densidade Controle
A 4,8 3,2 4,7 3 5 51
B 3,9 7,1 6,1 3,2 3 4,6
C 6,1 4.4 3,8 6,2 4,1 3
D 54 4,6 4,2 5 4,8 4
E 5,9 5,6 5,3 4 5 4
Gordura 6 meses coelho 16
Campo Densidade Controle
A 5,6 49 3.9 3,8 4,2 3,1
B 6,1 6,1 54 34 4,9 6
C 3,2 55 4,5 5 7 5
D 2,9 4,7 6,3 5 5 4,6
E 4,8 5,8 51 4,5 3 3,9
Gordura 6 meses coelho 23
Campo Densidade Controle
A 4,3 5,8 4,7 3,5 4,5 4
B 3,8 4,5 55 4 6,1 5
C 58 51 3.9 55 5 3,5
D 5,2 53 6,4 5 6 3,9
E 3,9 4,4 7,1 4,8 3 6
Gordura 6 meses coelho 24
Campo Densidade Controle
A 3,7 54 4,4 3,8 4,1 3,9
B 6,2 4,5 7,2 51 5 3,8
C 55 4,1 5,6 4 51 51
D 4,7 3,6 55 5,2 4 6
E 4,9 7,1 3,3 5 6 6




ANEXOS 65

Gordura 6 meses coelho 26

Campo Densidade Controle
A 5,2 3,5 6,7 3,7 5,6 4
B 4,7 54 4,2 4 5 7,2
C 3,5 4,5 51 5,8 4,1 6
D 54 5,8 3,5 5 3 5
E 5,2 51 6,6 5,2 7 3,3

Gordura 6 meses coelho 21

Campo Densidade Controle
A 6,1 4,7 5,6 4,5 4,2 6
B 5,8 4,1 4,2 4 4,1 4
C 3,2 6,2 7,1 5 5 51
D 51 54 3,8 3,6 6 5
E 4,9 5,9 5,2 5,7 3,6 4,4
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