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RESUMO

ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO DA ANGIOGENESE E DA FIBROGENESE NA
PREGA VOCAL DE SUINOS APOS EXERESE DE FRAGMENTO DE MUCOSA
UTILIZANDO INSTRUMENTAL A FRIO E LASER CO,

Introducio: A cicatriz excessiva interfere com o resultado na fonocirurgia. Ha controvérsias qual
o método cirurgico que associa-se a menor processo cicatricial na fonocirurgia :a laser ou a frio.
Objetivo: Avaliar a cicatrizagdo em pregas vocais de suinos apos exérese de fragmento de
mucosa a frio e laser CO, pelo método imunoistoquimico e analisar apds 30 dias os seguintes
parametros: 1- deposi¢do.do coldgeno maduro e imaturo; 2- niimero de miofibroblastos; 3-
nimero de vasos sangiiineos. Material e método: Foram estudados 30 suinos, separados em 2
grupos: controle (n=6 ) e experimento (n=24). Grupo controle, ndo realizada cirurgia. Grupo
experimento subdivididos em 2 grupos: Grupo experimento I: Exérese de fragmento de mucosa a
frio em prega vocal direita, Grupo experimento II: exérese de fragmento de mucosa com laser
CO, em prega vocal esquerda. Apods 30 dias os animais foram sacrificados e coletadas amostras
das pregas vocais para avaliacdo e andlise histologica, a fim de quantificar a deposicao de
colageno maduro e imaturo, a angiogénese, por método imunoistoquimico, através do programa
Pro Image-plus 4.5% acoplado ao microscopio Olympus® BX50. Os resultados foram comparados
pelo teste de Friedmann com p<0.05. Resultado: No grupo controle (GC) a média de colageno
maduro foi 2657,42 n*+504,90. No grupo experimento (GEII) laser CO, a média de deposicao de
colageno maduro foi de 1433,34u%+53,07u? (p=0,022). No grupo experimento a frio (GEI) a
média foi de 1332,68u?+77,60u? (p=0,022). Houve diminui¢ao da deposicdo do colageno maduro
no grupo experimento (GEI) (p=0,0464). No grupo controle a média, de coldgeno imaturo foi de
458,91£122,84 (p=0,022). No grupo experimento laser CO, (GEII) a média de deposicao de
colageno imaturo foi de 1215,58u*£162,5u* (p=0,022). No grupo experimento a frio (GEI) a
média de colageno foi de 1020,61p>+111,81u? (p=0,022). Nao houve diferenga da deposigdo de
colageno grupo experimento (p=0,1159). No grupo controle (GC) a média do nimero de
miofibroblastos foi de 0,583+0,585 (p=0,115). No grupo experimento instrumental a frio(GEI) a
média do niimero de miofibroblastos foi de 0,889+0,455 (p=0,115). No grupo experimento a laser
CO, (GEIl) a média do numero de miofibroblastos foi de 1,556+1,559 (p=0,115). No grupo
controle (GC) a média do nimero de vasos sangiiineos foi de 0,917+0,585 (p=0,006). No grupo
experimento instrumental a frio (GEI) a média do numero de vasos sangiliineos foi de
4,889+1,747(p=0,006). No grupo experimento a laser CO, (GEIIl) a média do numero de vasos
sangtiineos foi de 6,500+1,894(p=0,006).

Conclusdo: 1a. H4 menor concentra¢do da deposi¢do do coldgeno maduro no grupo experimento
quando comparado com o grupo controle como também no grupo instrumental a frio quando
comparado ao grupo laser CO, 1b. Ha maior concentracdo da deposicdo do colageno imaturo
quando comparado o grupo experimento € o grupo controle (sem lesdo) Nao ha diferenca quando
comparada a concentracdo da deposi¢do de coldgeno imaturo entre o grupo experimento. 2. Nao
ha diferenga quanto ao ntimero de miofibroblastos nos grupos estudados. 3. H4 aumento do
numero de vasos sangiiineos no grupo experimento I e II quando comparado ao grupo controle.
Porém, ndo ha diferenga quando,os subgrupos sao comparados entre si.

Palavras-chave: Fonocirurgia; Cicatrizacao; Prega Vocal; Laser CO,. Angiogénese Colageno;
Imunoistoquimica.
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ABSTRACT

IMMUNOHISTOCHEMISTRY STUDY OF ANGIOGENESIS AND FIBRINOGENESIS IN
SWINE VOCAL FOLDS AFTER MUCOSAL FRAGMENT EXCISION WITH COLD
INSTRUMENT AND CO, LASER.

Introduction: Excessive scar interferes with the surgical results. There are controversies
about which surgical method is associated with less scaring in phonosurgery: Laser or cold
instrument. Objectives: To evaluate the scaring of swine vocal fold after mucosal fragment
exeresis with cold instrument or CO; laser by immunohistochemistry method and to analyse
the following paramethers after 30 days: 1- Imature and mature collagen deposition ; 2-
Miofibroblasts number; 3- Number of blood vessels. Methods: 30 swines were divided in 2
groups: control group (n=6), and experimental group further divided in two subgroups (n=24).
The control group was not operated. The Experimental I Group (GEI): exeresis of mucosa
fragment of the right vocal fold with cold instrument The Experimental II Group (GEII):
exeresis of mucosa fragment of the left vocal fold with CO, Laser. After 30 days the animals
were sacrified and the vocal folds were collected for histology and immunohistochemical
analisys to quantify the mature and immature collagen deposition and angyogenesis by the
Pro Image-plus 4.5° software attached to the microscope Olympus® BX50. The results were
compared with Friedmann test with p<0.05. Results: In the control group (GC) the mean
mature collagen deposition was 2657,42 n*+504,90. In the Experiment Group I (GEI) the
mean the mature collagen deposition was 1433,34p*+53,07pu* (p=0,022). In the Experiment
Group II (GEII) the mean the mature collagen deposition was 1332,68u?+77,60u? (p=0,022).
There was a decrease of the mature collagen deposition on the cold instrument Group (GEII)
(p=0,0464). In the control group the mean of the imature collagen was 458,91+122,84
(p=0,022). In the Experiment Group (GEI) the mean the imature collagen deposition was
1215,58u*+162,5u* (p=0,022). In the Experiment Group (GEII) the mean the imature collagen
deposition was 1020,61p?+111,81u? (p=0,022). There was no significant difference in the
collagen deposition between the control group and the experimental group. (p=0,1159). In the
control group (GC) the mean number of miofibroblasts was 0,583+0,585 (p=0,115). In the
experimental group (GEII) the mean number of miofibroblasts was 0,889+0,455 (p=0,115). In
the Experimental Group (GEI) the miofibroblasts number was 1,556+1,559 (p=0,115). In the
Control Group (GC) the mean number of blood vessels were 0,917+0,585 (p=0,006). In the
Experimental Group II (GEII) the mean number of blood vessels were 4,889+1,747
(p=0,006). In the Experimental Group I (GEI) the mean number of blood vessels were
6,500£1,894 (p=0,006). Conclusions: la. There was a decrease concentration of mature
collagen deposition in the experiment group when compared with the control group. There
was a decrease concentration of mature collagen deposition in the cold instrumental group
(GEI) when compared to the CO, Laser Group (GEII).1b. There was a increase concentration
of mature collagen deposition in the experiment group when compared with the control group.
There was no difference in the imature collagen deposition between the experiment group. 2.
There was no difference in miofibroblasts number between the groups. 3. There were an
increase in the number of blood vessels in experiments groups when compared to the control
group, but there was no difference when were compared experiment groups cold instrumental
(GEI) and CO; laser (GEII).

Keywords: phonosurgery; healing; vocal fold; CO; laser; angiogenesis; collagen;
immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO



A laringologia teve grande avango com o desenvolvimento e o aperfeigoamento de
varias técnicas de visibilizacdo da laringe, em particular com o emprego do microscopio
cirirgico e, mais recentemente da videoendoscopia. A fonomicrocirurgia, a partir dos
trabalhos de KLEINSASSER, em 1964, permitiu ndo s6 maior facilidade no ato cirtrgico,
mas, principalmente, na documentacdo e no ensino da patologia laringea em toda a sua
extensdo, possibilitando cirurgias mais precisas e conservadoras. Este ¢ o avango mais
importante da laringologia moderna.

Com a descrigdo histérica de HIRANO (1973, 1993), sobre a teoria de corpo e
cobertura, durante a vibragdo da prega vocal e a compreensdo da fisiopatologia das lesdes
benignas das pregas vocais, os fonocirurgides atuais procuram cada vez mais procedimentos
que visam melhorar a qualidade vocal e aumentar a velocidade na recuperacdo da fungao
fonatoéria (GARRET et al, 2001). Técnicas de “microflaps” foram desenvolvidas para permitir
preservar a camada mucosa normal adjacente e o ligamento vocal subjacente
(COUREY,1995; SATALOFF,1995; COUREY, 1997).

A fonomicrocirurgia usando laser CO, ¢ baseada na compreensdo recente dos
mecanismos fisiopatologicos da prega vocal, como, também, nos principios fisicos e
bioldgicos da tecnologia do laser, levando em consideragdo a sua interacdo com os tecidos.
Portanto, um laser que ofereca a vantagem de menor dano termal nos tecidos adjacentes e que
esteja associado a fatores locais que proporcionem melhor cicatrizagdo, seria ideal para os
procedimentos microcirargicos endolaringeos (GARRET et al., 2001). Varias modifica¢des
foram feitas na utilizacdo do laser CO, com este intuito e incluem: a diminui¢do do tamanho
do spot de irradiacao, variagdes no pulso de energia, irradiagdo controlada por computador.

Os objetivos destas técnicas sdo os de minimizar a formacgado de cicatrizes, aderéncias e
rigidez da cobertura mucosa, resultando em melhora objetiva e subjetiva do padrao vocal. No
entanto o resultado inevitavel de qualquer incisdo cirurgica ¢ a possibilidade de formagao de
cicatriz (GARRET et al., 2001).

Terapias adjuvantes t€m sido investigadas para ajudar a modular o processo cicatricial
na prega vocal, apos excisdo de sua cobertura de mucosa. Corticosterdides sistémicos ou
topicos, resfriamento prévio ao procedimento cirurgico, cola de fibrina, Mitomicina C topica
dentre outros métodos, sdo usados no sentido de melhorar a cicatrizagdo apds procedimentos

fonocirargicos. (BOUCHAYER et al.,1988 ; ABITBOL, 1995; CAMARGO et al., 2006.)



1. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar a cicatrizacdo em pregas vocais de suinos apds
exérese de fragmento de mucosa a frio e com laser CO, pelo método imunoistoquimico e
analisar, apds 30 dias, os seguintes parametros:

1- deposigdo do coldgeno maduro e imaturo;

2- numero de miofibroblastos;

3- niimero de vasos sangiiineos



2 REVISAO DA LITERATURA



2.1 FONOMICROCIRURGIA

A laringe ¢ um o6rgao essencial a producao da voz normal, mas a fisiologia da fonagao
ndo esta limitada a esse 6rgdo. O mecanismo vocal inclui a musculatura do dorso e do
abdome, o gradil toracico, os pulmdes ¢ a faringe, a cavidade oral e o nariz. Cada um desses
componentes desempenha uma importante fun¢do na producao da voz, embora seja possivel
falar sem uma laringe; por exemplo, em pacientes submetidos a laringectomia, através de
proteses fonatorias.

Além disso, virtualmente todas as partes do corpo desempenham algum papel na
producdo da voz e podem ser responsaveis por disfungdes vocais. Mesmo algo tdo remoto
como um tornozelo torcido pode alterar a postura, prejudicando a fun¢do dos musculos do
abdome, do dorso e do térax, o que resultard em ineficiéncia vocal, fraqueza e rouquidao.

A laringe ¢ composta de quatro unidades anatdmicas bdsicas: o arcabougo, o0s
musculos intrinsecos, os musculos extrinsecos € a mucosa. No arcabouco laringeo as partes
mais importantes sdo as cartilagens: tiredide, cricoide e as duas aritendides. Os musculos
intrinsecos da laringe estdo ligados a essas cartilagens. Um desses musculos, o tiroaritendide,
ou musculo vocal, se estende de cada lado desde a cartilagem aritendde até a parte interna da
cartilagem tiredide, logo abaixo e atras do “pomo de addo”, formando o corpo das pregas
vocais.

As pregas vocais atuam como o oscilador, ou fonte de voz, do tracto vocal. O espaco
entre as pregas vocais ¢ chamado de glote, sendo utilizado como um ponto de referéncia
anatomico. Sua estrutura anatdmica foi proposta por HIRANO, (1974, 1993), sendo composta
por uma cobertura que corresponde ao epitélio pavimentoso estratificado e a camada
superficial da 1amina propria ou Espago de Reinke. A zona de transi¢do € representada pelas
camadas intermediarias e profundas da lamina propria, formando o ligamento vocal.
Finalmente o corpo da prega vocal ¢ formado pelo musculo vocal.

Sendo assim, agrupam-se as camadas em 3 compartimentos, que sdo: cobertura,
transi¢do e corpo vocal, conforme descrito abaixo:

1. Cobertura:
a. Epitélio
b. Camada superficial da lamina propria

2. Transigao:



c. camada intermediaria da lamina propria
d. camada profunda da lamina propria
3. Corpo vocal:

musculo vocal.

FIGURA 1- ORGANIZACAO ESTRUTURAL DA PREGA VOCAL

Cobertura

Epitélio

Ldmina propria

Camada superficial

Camada intermedidria
Camada profunda

Transicio

Musculo vocal ~——————— Corpo

FONTE: IMAMURA; TSUJI; SENNES, 2003

O musculo vocal tem sua inser¢do anterior no angulo da cartilagem tiredidea e
posterior na apofise vocal. Possui dois feixes de fibras, um interno, que se insere no processo
vocal, com fibras de atividade lenta e de agdo na fonacdo e outro externo, que se insere no
processo muscular, relacionado ao processo de adugao.

A fonocirurgia ou cirurgia dos 6rgdos vocais tornou-se uma modalidade cirtirgica
aceitavel no final da década de 50, inicio da década de 60, quando todos os campos da
cirurgia apresentavam interesse em procedimentos que produzissem melhoras funcionais. No

outono de 1963, Godefrey Arnold e Hans von Leden trocando informagdes sobre experiéncias



pessoais com técnicas cirargicas para o aperfeicoamento da voz decidiram que essa
modalidade precisava de uma designagdo abrangente. Numa discussdo de inUimeras
alternativas possiveis, pela primeira vez foi mencionado o termo fonocirurgia e entdo
concordaram em publicar essa designacao.

Durante os primeiros cem anos da otorrinolaringologia, a cirurgia laringea foi
devotada quase que totalmente a remoc¢do de neoplasias, e qualquer potencial de
melhoramento da voz eram realmente um subproduto desse processo. Por muitos anos a fama
dos laringologistas era avaliada pelo nimero de laringectomias que eles faziam; a preservagao
da voz era de menor importancia. Essa fase felizmente passou e hoje em dia a manuteng¢ao e o
aperfeicoamento das fungdes vocais sdo o objeto de todos os laringologistas.

Essa mudanca de atitude foi encorajada pela urbanizacdo da nossa sociedade e pela
énfase crescente nas comunicagdes humanas que colocaram exigéncias sociais € econdmicas
da voz. O processo foi facilitado pelo avango da fisiologia da laringe, que produziu melhor
entendimento da funcdo laringea na satide e na doenga. Novas técnicas cirirgicas tornaram-se
possiveis com a chegada de antibidticos, progressos na anestesiologia, adaptacdo do
microscOpio para uso na cirurgia laringea e outro avangos tecnologicos. Sem duvida, a
adaptagdo do microscopio cirirgico para magnificacdo do interior laringeo foi o elemento
mais importante para a evolucdo da fonocirurgia como também os instrumentos
microlaringeos e o laser.

A maioria dos procedimentos para doencas da prega vocal pode ser efetuada
microscopicamente, eliminado a necessidade de incisdes externas e diminuindo a
descontinuidade tecidual. Mesmo nas melhores maos, uma cicatriz indesejada podera se
desenvolver resultando numa rouquiddo permanente.

A microlaringoscopia de suspensdo ¢ agora a técnica padrdo para a microcirurgia da
laringe, no entanto o cirurgido deve escolher instrumental que diminua a dano ao tecido, ao
mesmo tempo optimizando a exposicado e facilitando a manipulag¢do dos instrumentos.

Microcirugia delicada requer instrumentos pequenos, afiados e delicados. Agora ¢
possivel obter instrumentos microlaringeos que parecem instrumentos otolégicos com longos
bragos. Os instrumentos devem ser longos o bastante para serem manipulados facilmente no
laringoscdpio, mas nao tao longos que batam no microscopio (SATALOFF, 1988).

Os instrumentos de corte devem estar afiados todo o tempo. As pontas de aspiracao
devem ser controladas pelo polegar, de tamanhos variados, e devem incluir tanto ponta aberta

como ponta fechada. Instrumentos que nao reflitam a luz com capa resistente a laser sao



muitas vezes vantajosos. Uma ponta de aspirador com termocautério pode ser valiosa
ocasionalmente e deve estar disponivel, assim como outros microinstrumentos.

A cirurgia deve se limitar estritamente a area da doenca. Nao ha virtualmente lugar
para excisao da corda vocal em doenca benigna. Sempre que possivel, o trauma para a
margem vibratoria da mucosa deve ser minimizado e preservado (SHAPSHAY, 1988).

Quando isto ndo for possivel, as lesdes devem ser removidas com o minimo de tecido
adjacente, evitando-se especialmente as camadas profundas e intermediarias da lamina
propria, e ressecando a lesdo submucosamente (SATALOFF, 1988). A preservacdao da
mucosa deve promover uma cicatrizagdo mais rapida e proteger as camadas mais profundas
da lamina propria, diminuindo, assim, a formacao de cicatriz (SATALOFF, 1988).

Lesdes em bordo livre de prega vocal devem ser removidas preservando a mucosa
normal e permanecer superficialmente junto a camada intermediéria da lamina propria. Isto ¢
melhor realizado pela excisdo da lesdo, inteiramente, com instrumental tradicional ou laser
CO; (SATALOFF, 1988) prefere instrumentos a frio.

A fonomicrocirurgia ¢ um meio de preservacdo maxima das camadas da prega vocal
formada pelo epitélio e lamina prépria. A precisdo ¢ o pilar na execucdo de qualquer
procedimento endolaringeo (ZEITELS, 2000).

ZEITELS, (2000) definiu os fundamentos da fonomicrocirurgia atual: (1) ndo
utilizagdo de retragdo bimanual de tecidos e incisdes externas (2) dissec¢do subepitelial com
realizagdo de técnicas de microflaps (3) o uso de campo operatorio imovel e estavel (4)
magnificagdo de imagens (5) afastamento de tecidos supragloticos que possam obscurecer a
visualizagdo do campo operatdrio. A técnica especifica a ser utilizada depende do tamanho,
localizacdo e tipo da doenga. No entanto os principios discutidos acima se aplicam: boa
visualizacdo, preserva¢do do tecido normal, evitar danos as camadas intermedidrias e
profundas da lamina propria e evitar cirurgias simultaneas bilaterais na maioria dos casos
(OSSOF, 1989).

Desde que o primeiro laser foi usado na cirurgia laringea, nos anos 60, controvérsias e
frustagcdes tém acompanhado seu uso. Em decorréncia das vantagens sobre o laser de outros
comprimentos de onda, o laser de didxido carbdnico tornou-se padrao para a cirurgia laringea.
A inven¢do de BREDERNIER, (1972) de um micromanipulador permitindo o emprego do
laser de didxido carbonico por dentro de um microscopio oficializou o inicio da era da
cirurgia laringea a laser. O relatério de JAKO; STRONG, (1972), foi encorajador .

Desde essa época, o laser se tornou um instrumento rotineiro para essa microcirurgia.

Apesar disso, enquanto sua utilidade para alguns procedimentos laringeos ¢ universalmente



aceita, sua eficacia para muitos procedimentos laringeos comuns ¢ ainda controversa. De
qualquer forma, suas vantagens devem ser pesadas contra suas potenciais desvantagens.

Lasers geram calor, consequentemente, eles introduzem a possibilidade de
complicagdes relacionadas a esse agente. Apesar de essas complicagdes serem vistas entre
pacientes dos melhores e mais experientes cirurgides, sua incidéncia pode ser diminuida por
um profundo entendimento dos principios desse tipo de cirurgia.

O conceito de exposicao a radiagdo ¢ fundamental. Pode ser definido como a relacao
da densidade de for¢a e tempo de uso do laser.

Densidade de forca ¢ a relacdo entre os watts de energia laser enviados e a area de
tecido onde a energia ¢ absorvida. Igualmente importante ¢ o conceito de difusdo de energia
termal, isto ¢, a area atingida pelo calor gerado pelo laser a partir do ponto de impacto do raio.
Quanto maior for a exposi¢ao do tecido, maior ¢ a energia termal lateral espalhada, e maior o
risco de dano as estruturas adjacentes (como o ligamento vocal). Consequentemente, o
cirurgido deve selecionar pulsos isolados ou intermitentes, usando o menor tempo possivel
para cumprir a tarefa cirargica (ABITBOL, 1995).

O laser corta ndo apenas com o centro como também com a borda, existe um dano
térmico além da borda. Por isso, o cirurgido deve centrar o raio na lesao, usando a borda para
criar a margem da excisao.

O laser de dioxido de carbono tem vantagens distintas sobre instrumentos tradicionais.
Ele permite melhor hemostasia, melhor visibilidade, e menor manipulagdo de tecidos. Para
varicosidades, lesdes benignas fridveis na superficie superior das pregas vocais e outras lesdes
selecionadas, essas vantagens sdo apreciaveis. No entanto, o laser tem também importantes
desvantagens. Estas incluem a perda de tecido pela vaporizagdo e conseqiiéncias do dano
térmico. A vaporizagdo por laser retira a chance de um exame histopatoldgico potencialmente
importante (SATALOFF, 1995).

A difusdo lateral da energia térmica ¢ uma causa comum de complicagdo relacionada
com o uso do laser na cirurgia da prega vocal tornando cada vez mais comuns complicagoes,
como cura mais demorada e cicatrizes apds cirurgia. A confirmagdo dessas impressoes foi
relatada por Abitbol e Tapia em estudos separados realizados em 1984. As observagoes
histologicas de (DURKIN et al., 1986) apoiaram a observacdo de que a cirurgia a laser
poderia atrasar a cura aumentar a formagdo de cicatrizes. Atualmente, esta claro que a
desvantagem mais significativa da cirurgia laringea com o laser de dioxido de carbono ¢é o

dano térmico as camadas intermedidrias e profundas da lamina propria que contém
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significativo nimero de fibroblastos, ou ao musculo vocal. Esses danos podem resultar em
cicatriz.

A excisdo por laser normalmente acrescenta um pouco mais do que o risco indesejavel
expansao térmica para camadas mais profundas, apesar de as técnicas usando um laser
diéxido de carbono com microponto (microspot) diminuirem a incidéncia dessas
complicacdes (SHAPSHAY, 1988). No entanto, mais pesquisas sdo necessarias para
confirmar ou refutar essa afirmacao.

Segundo (SATALOFF, 1995) o laser ndo oferece qualquer vantagem significativa
sobre os instrumentos tradicionais para a remog¢ao de lesdes benignas, seu uso em tais casos €
uma questao de preferéncia do cirurgido.

O laser pode eventualmente substituir a necessidade de um retalho ou molde,
especialmente em lesdes maiores (OSSOF, 1980). Desvantagens potenciais, relacionadas ao
laser, incluem o risco de combustdo do tubo endotraqueal podendo acarretar estenose glotica
posterior (SATALOFF, 1995).

O mesmo ¢ verdade sobre carcinoma, apesar de o valor da cirurgia a laser em lesdes
malignas permanecer incerto (HARAF, 1988). Quando o laser ¢ usado para o cancer laringeo,
o cirurgido deve obter amostras histoldgicas adequadas ndo apenas do tumor, mas também das
margens. O impacto do laser usado sobre qualidade vocal em pacientes com cancer laringeo
permanece igualmente incerto.

O fonocirugido pode optar pelo uso de laser CO, ou excisdo instrumental a frio.
Ambas possuem vantagens e desvantagens. As maiores desvantagens da técnica utilizando
laser CO; sdo: o dano termal que ocorre ao redor do tecido subjacente e o efeito resultante na
cicatrizacdo da ferida cirrgica. Portanto, um laser que ofereca a vantagem de menor dano
termal pela diminui¢do do tamanho do spot de irradiagdo, variacdes no pulso de energia e
irradiagdo controlada por computador, seria o ideal para os procedimentos microcirurgicos
endolaringeos (GARRET et al., 2002).

Estes fatos tém levado muitos fonocirurgides a optarem pelo uso de técnicas cirargicas
a frio pelo melhor resultado fonatério. A desvantagem do procedimento fonomicrocirargico a
frio estd no comprimento do instrumental necessario para alcancar a prega vocal pelo
laringoscdpio, levando a diminui¢@o de precisdao de movimentos (GARRET et al., 2001).

Em resumo, a microcirugia laringea a laser ¢ uma arma valiosa acrescida ao arsenal do
laringologista. Embora apresente inimeras vantagens, seu perigo potencial dever ser levado

em consideracdo para evitarmos um uso indiscriminado.
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2.2 PROCESSO CICATRICIAL

Toda ferida ¢ uma solugdo de continuidade produzida em um tecido, pelos mais
diversos agentes, que da lugar a um espaco anormal, a interrup¢do do fluxo sangiiineo, a
perturbacdo da sensibilidade, ao acumulo de elementos celulares mortos € a um grau, maior
ou menor, de contaminagdo, com ou sem infec¢do. Para corrigir esta ferida, com a finalidade
de restaurar a semelhanga ao tecido usual, o organismo langa mao de um complicado
mecanismo, denominado reparacio tecidual (BIONDO-SIMOES, 1998).

Reparacao tecidual ¢ um termo genérico, que indica a substituicdo do tecido lesado por
um novo tecido, podendo ocorrer por regeneracdo ou cicatrizagdo, geralmente por
combina¢do de ambos. Na regeneracdo ha substituicdo por tecido do mesmo tipo, podendo
ndo deixar nenhum trago residual de les@o, enquanto na cicatrizacdo ha substituicdo por tecido
conjuntivo fibroso (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1994; BALBINO; PEREIRA; CURI,
2005).

A fim de facilitar o estudo e tornar o processo cicatricial didatico, este foi dividido em
trés fases, inter-relacionados e sobrepostos: fase inflamatoria ou exsudativa, fase proliferativa
ou fibrobléstica e fase de maturagdo ou remodelagem (WITTE; BARBUL, 1997, HUPP,

2000; PICCINATO; NETTO; CHERRI, 2003).

2.2.1 Fase Inflamatoria ou Exsudativa

Essencial na cicatrizagdo, esta fase abrange desde o momento da lesdo até o quarto ou
quinto dia de evolucdo, caracterizando-se pelo aumento da permeabilidade vascular,
quimiotaxia de células oriundas da circulagdo para o local da injuria e pela liberacao local de

citocinas, que sdo fatores de crescimento, além da liberagdo de mediadores quimicos.
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Assim que ocorre a injuria, entra em agao o sistema de coagulagdo, caracterizando a
hemostasia. Para MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM (2003), a coagulagao
sangiiinea inicial seria uma fase a parte, simultanea a fase inflamatoria, dependente da
atividade plaquetéria e da cascata da coagulagdo, assim como da vasoconstricdo conseqiiente
a influéncia nervosa (descargas adrenérgicas) e acdo de mediadores oriundos da
desgranulacdo de mastocitos (BALBINO; PEREIRA; CURI 2005). A inflamacao aguda, por
sua vez, depende de inimeros mediadores quimicos e das células inflamatorias.

Os mediadores quimicos sdao divididos em duas classes: os que controlam a
permeabilidade vascular e os que atraem as células (quimiotaxia). O aumento da
permeabilidade microvascular pela vasodilatagdo provocada por aminas vasoativas €
peptideos (histamina dos mastocitos, serotonina das plaquetas e bradicinina dos neutrofilos)
acarreta o surgimento de pequenas fenestracoes entre as células endoteliais, o que permite o
extravasamento de plasma e migracdo de leucdcitos para dentro do tecido intersticial. A
fibrina proveniente do transudato plasmatico provoca obstrucdo linfatica, ocorrendo acumulo
de plasma, fundamental na tentativa de diluir contaminantes. Essa cole¢do fluida ¢
denominada edema. A fase celular da inflamacdo ¢ desencadeada pela ativagdo do sistema
complemento sérico, particularmente C3a e C5, os quais atuam como quimiotaticos e causam
aderéncia de leucocitos polimorfonucleares( HUPP, 2000).

A ruptura dos vasos expde o coldgeno as plaquetas, ocasionando a agregacdo das
mesmas e a ativagdo da parte intrinseca da cascata da coagulagdo. O contato entre o colageno
e as plaquetas, na presenca da trombina, fibronectina e seus fragmentos, resulta na liberacao
de varias citocinas e fatores de crescimento, tais como: Fator Alfa de Necrose Tumoral ou o -
TNF, Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas ou PDGF e Fator de Crescimento dos
Fibroblastos ou FGF. Esses mediadores quimicos levam ao aumento da permeabilidade

vascular, liberacdo de prostaglandinas e ao estimulo a migragdo de neutrofilos e fibroblastos
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para o sitio da injuria. A formagdo do coagulo coapta as bordas das feridas e oferece uma
matriz provisdria, em que os fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos podem ingressar
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

A primeira onda celular que migra para o local da ferida ¢ composta por neutrofilos,
que atuam na fagocitose de possiveis microrganismos presentes na ferida, assim como na lise
do tecido desvitalizado, mediante a liberagdo de proteases. Na continuidade do processo, os
linfocitos sdo as proximas células a serem atraidas para o local da lesdo, liberando mediadores
quimicos denominados linfocinas, que tém seu papel na quimiotaxia dos fibroblastos
(WAHL; MC CARTHY; 1978; ORGILL; DEMLING, 1988). De acordo com estudos de
FOLKMAN, (1982), os linfocitos também liberam fator que estimula a angiogénese nos
tecidos em cicatrizacao.

Na seqiiéncia, ocorre a atragdo e ativacdo de macrofagos, pela agdo de mediadores tais
como os produtos de degradacdo da fibrina, fatores plaquetarios o linfocinas, cujas células
podem ser oriundas do proprio tecido lesado ou da diferenciagdo de mondcitos circulantes, e
sdo consideradas as mais importantes da cascata inflamatéria que inicia todo o processo de
cicatrizacdo. Tornam-se as células predominantes no tecido lesado durante os primeiros dias,
exceto na presenca de tecido necrdtico e/ou bactérias, quando prolonga-se a presenca dos
neutrofilos. Outra fonte de fatores de crescimento sdo os macrofagos, os quais produzem
fatores que estimulam a angiogénese, fibroplasia e a produgdo do coldgeno (CLARK et al.,

1976, DIEGELMAN; COHEN; KAPLAN, 1981; ECKERSLEY; DUDLEY, 1988).

2.2.2 Fase Proliferativa ou Fibroblastica

E a responsavel pelo “fechamento” da lesdo ao redor do quarto dia persistindo até o

14° dia. E caracterizada por trés processos: angiogénese, proliferagio fibroblastica e
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reepitelizagdo (HERTIG, 1935; ORGILL; DEMLING, 1988).

2.2.2.1 Angiogénese

Uma vez que a area lesada torna-se isquémica, o fluxo sangiiineo, essencial para o
suprimento de oxigénio e nutrientes, deve ser restaurado mediante a angiogénese,
possibilitando assim o inicio do processo de cicatrizacao. Por volta do quarto dia apos a lesao,
macrofagos, fibroblastos e vasos sangiiineos iniciam processo de migracdo em direcdo ao
tecido lesado, dando inicio a formagdo de tecido de granulagdo. Os macrdéfagos produzem as
citocinas, necessarias a fibroplasia e angiogénese. Os fibroblastos constroem a matriz
extracelular, necessaria para fornecer suporte a multiplicagdo celular, e os vasos sangiiineos
transportam oxigénio e nutrientes necessarios a sustentagdo do metabolismo celular
(TONNESEN; FENG; CLARK, 2000).

A hipoxia tecidual apds a lesdo ¢ um estimulo bem conhecido para a neoformacao
vascular. Os macrdéfagos, quando na presenca de baixa tensdo de oxigénio e expostos ao
aumento do acido latico, produzem substancia conhecida corno fator de angiogénese, o qual
apresenta poder de atragdo quimica para células mesoteliais e do endotélio vascular. Outras
citocinas angiogénicas sdo liberadas: PDGF liberado pelas plaquetas, Fator de Crescimento
dos Fibroblastos Alfa e Beta (FGF a e B), Fator Transformador de Crescimento Alfa e Beta
(TGF o e P) e Fator de Crescimento Endotelial (VEGF). Também sdo liberadas as
interleucinas um a seis, que apresentam propriedades similares e sdo produzidas por diversos
tipos celulares. (KNIGHTON et al., 1982; KNIGHTON et al., 1983; LINGEN, 2001).

Ha dois mecanismos para a formagdo de novos vasos sangiiineos: vasculogénese e
angiogénese. A vasculogénese ¢ a formacao de vasos pela agregagdo de células endoteliais, e

apresenta importancia durante o processo inflamatorio. A angiogénese, por sua vez, pode ser



15

definida como o crescimento de novos vasos sangiiineos a partir de microvasos ja existentes
(BATEGAY, 1995).

A angiogénese ¢ essencial no processo de cicatrizagdo, visto que o suprimento
sangiiineo abundante ¢ necessario para suprir a grande demanda metabolica local necessaria
para o desbridamento e fibroplasia do tecido lesado. A célula endotelial tem papel na
organizagdo e regulacdo da cicatrizagdo, e constitui-se atualmente em alvo primdrio para a
manipulagdo terapéutica no processo de reparo.

O processo de neoformacao vascular tem inicio nos primeiros dias apos a lesdo,
originando-se predominantemente nas vénulas, enquanto uma fina camada de superficie
necrética esta presente. As células endoteliais sdo estimuladas pelos fatores angiogénicos, e
secretam proteases que degradam a membrana basal em torno do vaso, criando-se espacos
entre as mesmas. Sao abertos espacos para projecoes celulares que migram em direcdo ao
tecido desvitalizado, proliferando e formando novos capilares nas margens da ferida, que se
unem produzindo novo leito vascular. Se as margens da ferida estdo aproximadas, os capilares
podem atravessa-la, formando verdadeiras pontes (ARNOLD; WEST, 1991).

As hemadcias e o plasma come¢am entdo a fluir através dos novos microvasos, levando
a unido das redes capilares com redes vasculares mais profundas. A combinagdo de uma densa
camada de neovasos com fibroblastos recebe o nome de tecido de granulacdo. Uma vez que
exista a aproximacao das bordas da lesdo, ocorre a remodelacdo capilar, devido a regressao da
demanda metabdlica na éarea lesada e a secrecdo de fatores inibidores da angiogénese, o que
leva a formagdo de cicatrizes maduras e relativamente avasculares (ORGILL; DEMLING,

1988; ARNOLD; WEST, 1991).



16

2.2.2.2 Proliferagao fibroblastica

Essa subfase inclui a fibroplasia e a formag¢ao de matriz extracelular, extremamente
importante na formacao do tecido de granulacdo. Os fibroblastos sdo as cé€lulas mais comuns
do tecido conjuntivo e os principais produtores de fibras colagenas e materiais intercelulares
amorfos, sdo responsaveis pela sintese, deposicdo e remodelacdo da matriz extracelular
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

Fatores de crescimento derivados principalmente de plaquetas, macréfagos e
linfocitos, especialmente o PDGF e o FGF, estimulam os fibroblastos do tecido circundante a
lesdo a proliferar e migrar para a area lesada (DIEGLMANN; COHEN; KAPLAN; 1981;
NEILSON; PHILIPS; JIMENEZ, 1982).

A cicatrizagdo da ferida depende de dois outros fendomenos: a epitelizacao, definida
como a replicagdo e a mobilizacao das células epiteliais, a formacao e a contracao do tecido
de granulacdo. Este ultimo ¢ essencial para manter a continuidade tecidual, pois reduz o
tamanho da lesdo e estimula a formacdo da cicatriz definitiva, e sua acdo ¢ completada pela
epitelizacdo (CARREL; HARTMANN; 1916; GABBIANI, 1971).

O fendmeno da contragdo cicatricial ¢ caracterizado pelo movimento centripeto de
aproximagao das bordas da ferida e envolve complexa interag@o entre células, matriz celular e
citocinas. A partir do inicio da segunda semana da cicatrizagdo, fibroblastos assumem o
fendtipo de miofibroblastos, caracterizados pela presenga de espessos feixes de actina-
miosina, contém microfilamentos dispostos ao longo de sua membrana citoplasmatica e
apresentam sitios de ligacdo intercelular e célula matriz (GRINNEL; 1994; CLARK, 1976).

Foi descrita a presenca, no tecido cicatricial, de fibroblastos modificados, contendo
sistema fibrilar citoplasmatico lembrando células musculares, o que implicaria no seu

importante papel na contragao cicatricial (GABBIANI; RYAN; MAJNO, 1971). MAJNO et
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al. (1972), descreveram a presenca de fibroblaslos com caracteristicas intermedidrias entre
fibroblastos tipicos e células musculares lisas no tecido de granulacdo, demonstrando que o
tecido de granulacdo ¢ 6rgdo contratil e que o mesmo requer oxigénio para exercer suas
fungdes, e sugeriram, pela primeira vez, o nome de miofibroblastos.

Os miofibroblastos foram definidos como células altamente diferenciadas que
apresentam organelas especializadas e apresentam caracteristicas comuns a fibras musculares
e fibroblastos. Estruturalmente apresentam trés elementos morfologicos essenciais: 1) feixes
de actina paralelos ao maior eixo da célula; 2) sitios de ligagdo célula-estroma e 3) espacos
para ligacao intracelular. Essas células tém sua ativacdo intermediada por citocinas PDGF e
FGF, assim como por interleucina dois (SCHURCH; SEEMAYER; GABBIANI, 1998).

SERINI e GABBIANI (1999) descreveram que os miofibroblastos sdo interconectados
entre si por jungdes especiais € com a matriz extracelular pelo chamado fibronexus, uma
complexa membrana que envolve microfilamentos intracelulares em continuidade com
fibronectina extracelular. HINZ et al., (2001), LORENA el al., (2002) e TOMASEK et al.,
(2002) relataram também que estas células sdo importantes produtoras de colageno dos tipos I
e III, informando existir direta correlagdo entre o nivel do principal marcador destas células, a
actina-o-sm e o grau de contra¢do dos miofibroblastos. No processo de cicatrizacdo normal, o
tecido de granulagdo comeca a desaparecer quando a reepitelizagdo encontra-se em fase final,
ocorrendo, entdo, maciga apoptose dos miofibroblastos e componentes vasculares, levando a

formacao de cicatriz com baixa celularidade.

2.2.2.3 Reepitelizagao

Esta fase envolve a replicagdo e o movimento de células epiteliais, com o objetivo de

reconstituir a continuidade tecidual. Para tanto, novas células sdo formadas, estimuladas por

citocinas, liberadas entre outras células pelos miofibroblastos, oriundas da camada basal, e
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migram verticalmente para a regido da ferida, formando inicialmente uma camada celular

simples (ORGILL; DEMLING, 1988; POWELL et al., 1999).

2.2.3 Fase de Maturagao ou Remodelagao

Essa fase inicia-se em torno da segunda semana apds a lesdo, e apresenta como
caracteristica marcante a deposi¢ao do colageno no sitio da lesdo. Clinicamente, ¢ a fase mais
importante, pois a quantidade e a qualidade do coldgeno determinardo a for¢a mecanica do
tecido remodelado (DIEGELMANN; ROTHKOPF; COHEN, 1975; WITTE; BARRULL,
1997).

As moléculas de coldgeno consistem de trés cadeias de polipeptideos (cadeias-a)
1dénticas ou similares, as quais formam uma tripla hélice. As hélices sdo secretadas no espago
extracelular como procoldgeno. Apds deixar a célula, os propeptideos sdo removidos e se
agrupam as moléculas de coldgeno em fibrilas ou a outras estruturas que ocupam seu lugar.
Na producdo do colageno ocorre a hidroxilizagdo dos aminoacidos prolina ou lisina, o que
confere estabilidade a molécula (ANJOS; ALVARES-SILVA; BORELLI; 2000; ROCHA;
2004; TRUBIAN, 2004; HAYASHI; MIZUNO, 2006; PEREIRA, 2006).

O coléageno pode ser classificado de acordo com a estrutura da hélice dominante e com
o seu tamanho molecular em cerca de trés tipos, subdivididos em cerca de vinte e sete
subtipos de cadeias distintas. (ROCHA; 2004; TRUBIAN; 2004; HAYASHI; MIZUNO,

2006).
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TABELA 1- TIPOS E SUBTIPOS DO COLAGENO

Colageno Tipos

Fibrilar I, II, I, XI e
XXIV

Nao-fibrilar grande IV, VI, VIl e XII

Cadeia curta VIII, X e XIII

FONTE: ROCHA; TRUBIAN, 2004

Os colagenos tipo I e III sdo os mais importantes colagenos fibrilares produzidos pelo
tecido de granulagdo durante a cicatrizagdo de feridas, e sua taxa varia em diferentes tecidos e
durante as fases da formacdo do tecido de granulagio (ROCHA; 2004; TRUBIAN; 2004;
PEREIRA, 2006). Os fibroblastos sdo as principais células produtoras do colageno tipo I, o
qual ¢ o mais comum e perfaz aproximadamente 90% desta proteina no corpo dos mamiferos.
Também produzem o coldgeno tipo III, que frequentemente encontra-se associado ao
primeiro. A proteina colagena representa 30% do total de proteinas presentes no organismo
humano (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

O colageno tipo III deposita-se inicialmente no tecido de cicatrizagdo, e caracteriza-se
por ser proteina imatura. Mais tardiamente, com a remodelacdo, surge o tipo I, de
caracteristicas maduras. Nesta fase final da cicatrizagdo ocorre a maturacao do tecido de
reparagdao, que progride gradualmente de estado altamente celular e vascularizado até a
formacao da cicatriz, com poucas cé€lulas e vasos sangiiineos € com o resultado final de um
tecido resistente e com fibras coldgenas com alto grau de orientagcdo (CRONIN; JACKSON;
DUNPHY:; 1968; GAFFNEY et al., 2002). O colageno derivado do tecido de granulagdo
difere do colageno do tecido intacto, pois apresenta maior hidroxilizagdo e glicosilagdo, o que
confere aquele diametro maior, assim como a organizacao paralela ao tecido vizinho das
fibras coladgenas ndo corresponde a organizacgdo dos tecidos intactos, que demonstram padrao
de “cesto trangado” (FORREST, 1983).

Ainda, a deposi¢ao do colageno do tipo III na ferida inicia-se precocemente, atinge seu
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pico em torno do 3°. dia e reduz-se progressivamente até o 7° dia. A presenca de colageno do
tipo I aumenta progressivamente apds o 2° dia por pelo menos quatro a cinco semanas
(EHRLICH; KRUMMEL, 1996).

Para que ocorra boa cicatrizagao € necessario que exista equilibrio entre a formagao e
degradacao do colageno. Sua destruicao ¢ mediada pela enzima colagenase, que por sua vez €

regulada por citocinas (WITTE; BARBUL, 1997).

2.3 IMUNOISTOQUIMICA PARA QUANTIFICACAO DE COLAGENO

A imunoistoquimica ¢ a aplicagdo de métodos e técnicas imunoldgicas ao estudo de
células e tecidos, baseada no principio das ligagdes antigeno-anticorpo. O método consiste da
utilizacdo de anticorpos especificos previamente conhecidos e manipulados quimicamente
para que, ao se ligarem aos seus antigenos tissulares ou celulares correspondentes, devido a
diversas reacdes e utilizagdo de cromdgenos, produzam alteracdo de cor visivel ao
microscopio Optico, indicando a localizagdo do antigeno em estudo.

Em pesquisa sobre a cicatrizagdo de colageno maduro e imaturo foi utilizado como
técnica imunoistoquimica o anticorpo. Para identificagdo de coldgenos maduro (tipo 1) e
imaturo (tipo III), analisaram-se os cortes histoldgicos os quais foram incubados com o
anticorpo primario (anticorpos policlonais feitos em coelhos anti-colageno de suino tipo I e
anticorpo policlonais feitos em coelho anti-coldgeno bovino tipo III (Novotec, EUA),
Adicionou-se aos cortes o anticorpo secundario (Envision®, Dako, Dinamarca).

Ultra-estruturalmente pode-se identificar a trama fibrilar imuno reativa para o
colageno tipo e tipo III, corado homogeinamente em tonalidade marrom, demonstrando desta
maneira que a imunoistoquimica para o coldgeno evidencia-se como um método especifico

para andlise das moléculas coldgenas inteiras.
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2.3.1 Imunoistoquimica para Miofibroblastos e Vasos Sangiiineos

A imunoistoquimica consiste na utilizagdo de anticorpos especificos conhecidos e
manipulados quimicamente para que; ao se ligarem aos seus antigenos celulares ou teciduais
correspondentes, devido a diversas reagdes e utilizagdo de cromogenos, produzam alteragao
de coloragdo visivel a microscopia Optica, a qual indica o antigeno especifico e o quantifica.

Para o estudo imunoistoquimico, os cortes foram processados e na seqii€ncia,
aplicaram-se os anticorpos primarios antifator VIII na diluicdo de 1:200 (Policlonal,Cédigo
0082, DakoCytomation — Capinteria, Califérnia, EUA), em laminas separadas, seguiu-se a
aplicacdo de anticorpo biotinilado quando entdo foi aplicado o complexo estreptavidina-
peroxidase.

A positividade da coloracdo imunoistoquimica foi identificada nas d&reas de
pigmentacdo acastanhada.

As laminas foram analisadas, continham apenas um codigo, sem a identificagdo dos

grupos dos animais.



3. MATERIAL E METODO
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3.1 DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO

Este estudo foi realizado na Fazenda Experimental da Universidade Federal do Parana,
sediada no municipio de Piraquara.

Aplicaram-se as Normas para Apresentagdo de Documentos Cientificos da
Universidade Federal do Parana (2000), obedecidos aos principios do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal COBEA, (1991).

Os 30 suinos foram divididos em grupos separados aleatoriamente: os animais do
grupo Experimento composto por 24 animais foram subdivididos em 2 grupos:Grupo EI
(GEI), composto por 12 animais, foram submetidos a exérese de mucosa do bordo livre do
terco anterior de prega vocal direita realizado com tesoura curva (a frio) o Grupo EII (GEII)
composto por 12 animais foram submetidos a exérese de mucosa do bordo livre do terco
anterior de prega vocal esquerda com laser CO,. Os suinos do grupo C (GC), composto por 6

animais que nao foram submetidos a exérese de fragmento de mucosa.

TABELA 2 —- DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO

METODO
GRUPOS CIRURGICO PREGA VOCAL & PROCEDIMENTO

Prega vocal direita. Realizado exérese de
Grupo E I Instrumental a fragmento de bordo livre de tergo anterior

frio com tesoura curva
GRUPO E (n=12)
=24 .
(n ) Prega vocal esquerda. Realizado exérese de
Grupo E I Laser CO,  fragmento de bordo livre de terco anterior
(n=12) com laser CO,
GRUPO C ~ . o Pregas vocais ndo submetidas a
_ Nao realizada cirurgia . C
(n =6) procedimento cirurgico

3.2 AMOSTRA
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Trinta suinos da raca Larger White (12 machos e 18 fémeas) oriundos da fazenda da
UFPR foram utilizados neste experimento (FIGURA 2).

Os animais pesaram entre 8700 g e 11562 g com média de 10.131 g e a idade variaram
de 27 a 31 dias.

Todos os animais foram avaliados clinicamente, por médicos veterindrios, foram
considerados sadios e apresentavam-se dentro de uma distribui¢do normal de peso para a
idade, seguindo-se os padroes da EMBRAPA.

Os animais foram numerados conforme o padrdo adotado na Fazenda Experimental,

utilizando marcas nas orelhas, e alojados em grupo de 6 animais por pocilga.

FIGURA 2 — SUINOS LARGER WHITE UTILIZADOS NO EXPERIMENTO

3.3 ALOJAMENTO DOS ANIMAIS

Foram utilizadas pocilgas de 1,2 x 1,8 metro, com piso ripado para coleta de dejetos e
dotada de comedouro manual com ragao padrao O bebedouro estava situado no mesmo lado

do comedouro e fornecia agua “ad libitum”.

3.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO
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Pré-operatorio: todos os animais foram submetidos a jejum por 12 horas e o
suprimento de dgua foi retirada 6 horas antes do procedimento cirurgico.

Per-operatorio:

Todos os animais foram anestesiados pelo mesmo veterinério especializado em animal
de médio e grande porte.

Todos os animais receberam antes da inducdo anestésica Midazolam (Dormonid®
1mg/ml) na dose de 0,1 mg/Kg por via IM, Acepromazina 1% (Acepran® 1%) na dose de 0,1
mg/Kg por via IM., Ketamina (Ketalar® 50 mg/ml) na dose de 10 mg/Kg por via IM e
Atropina 0,5 mg/ml na dose de 0,06 mg/kg por via IM.

Ap0s a realizacdo da medicag@o pré-anestésica foi obtido acesso venoso utilizando as
veias superficiais da orelha, do abdome ou dos membros através de agulha 22G. A inducao
anestésica foi feita com Propofol, na dose de 6 mg/kg por via IV, e a anestesia de manutengao
com a mesma droga na dose de 0,4 mg/kg por via IV. Os animais foram monitorizados por
ECG através de cardioscopio (Funbep®). Havia oxigénio disponivel em recipiente portatil no

caso de eventual depressdo respiratoria ou apnéia.

3.5 ATO CIRURGICO

Seguem-se as descri¢des das etapas cirirgicas.

3.5.1 Posicionamento

Apds a anestesia, os animais foram posicionados em decubito dorsal, em mesa
especial para castracdo, coberta com campo cirdrgico estéril. A cabeceira da mesa foi elevada
e na regido dorsal superior foi colocado coxim para aumentar a angulacdo e facilitar a

retificacdo da laringe (figura 3).
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FIGURA 3 — POSICAO CIRURGICA

3.5.2 Introdugdo do laringoscopio

Foi utilizado laringoscopio infantil da marca Storz®, (Storz, Tuttlingen, Alemanha)

com angulagdo para comissura anterior (figura 4).
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FIGURA 4- INTRODUCAO DO LARINGOSCOPIO

NOTA: Posi¢ao do laringoscopio de suspensdo com apoio sobre o torax

3.5.3 Microscopia das pregas vocais

As pregas vocais suinas foram visibilizadas através de microscopio optico D. F.
Vasconcelos®, (dfv, Sao Paulo, SP) binocular reta com lente de 400mm, com sistema de
camera acoplada Storz®, (Storz, Tuttlingen, Alemanha). Todos os procedimentos cirargicos

foram gravados em fita VHS (Aparelho de TV video AG-513 A Panasonic®, (Panasonic,
Secaucus, NJ, USA) (FIGURA 5)
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FIGURA 5— MICROSCOPIO CIRURGICO

| e’

NOTA: OBSERVA-SE A POSICAO DO CIRURGIAO VISIBILIZANDO AS PREGAS VOCAIS
COM MICROSCOPIO CIRURGICO ACOPLADO AO LASER CO,
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3.5.4 Preensao e exérese de fragmento de mucosa do bordo livre da prega vocal direita

realizada com micro tesoura laringea.

O procedimento iniciou-se na preensdo do bordo livre de ter¢o anterior de
prega vocal direita com pinga de Bouchayer Microfrance® (Microfrance, Paris,
Franga), procedendo-se a exérese de fragmento do bordo livre com tesoura curva para

esquerda de aproximadamente 1mm.

FIGURA 6- PREENSAO DO BORDO LIVRE DE MUCOSA DA PREGA VOCAL
DIREITA

NOTA: Prega vocal direita (a)
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FIGURA 7 — EXERESE DA MUCOSA DO BORDO LIVRE DA PREGA VOCAL
DIREITA

NOTA: Exérese de fragmento em 1/3 anterior de prega vocal direita(A)

3.5.5 Preensdo e exérese de fragmento de mucosa do bordo livre da prega vocal

esquerda realizada com laser CO,

O procedimento iniciou-se na preensdo do bordo livre de ter¢o anterior de prega vocal
esquerda com pinca de Bouchayer Microfrance® (Microfrance, Paris, Franca ). Procedeu-se
ao uso de laser CO, Sharplan® (Sharplan, Tel Aviv, Israel), com 2W de poténcia, de forma
continua, no modo focado, em superpulso com microspot de 250 micra, procedendo-se a

exérese de fragmento do bordo livre de aproximadamente 1 mm (figuras 8 9 10 ).



FIGURA 8 - PREENSAO DO BORDO LIVRE DE PREGA VOCAL ESQUERDA

NOTA: Prega vocal esquerda (a) Prega vocal direita (b) Comissura posterior (¢)

31
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FIGURA 9 - INICIO DA EXERESE A LASER CO,

NOTA:Laser CO,, 2 watts de poténcia, no modo focado, em superpulso,
com microspot de 250 micra. Exérese de fragmento em 1/3 anterior de
prega vocal esquerda (A), Aritndide esquerda (B).
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FIGURA 10 — ASPECTO POS EXERESE A LASER CO,

NOTA: Area da exérese em nivel de 1/3 anterior de prega vocal esquerda (A)
aritnoide esquerda (B) comissura posterior (C).

3.6. POS-OPERATORIO

ApoOs a recuperagdo anestésica, os suinos foram recolocados em suas pocilgas, onde
voltaram a receber agua, sendo liberada racdo com 12 horas de pds-operatério. O
fornecimento da dieta foi feito duas vezes ao dia, a partir de 24 horas de pos-operatodrio.

3.7. DADOS AVALIADOS

3.7.1 EVOLUCAO POS-OPERATORIO

A evolugdo pds operatdria ocorreu sem intercorréncias € nao houve o6bito durante o

estudo.
3.8. SACRIFICIO E COLETA DA LARINGE
Trinta dias apds o procedimento cirtrgico, os animais foram submetidos aos mesmos

procedimentos pré-anestésico e anestésico (item 3.4), seguido de eletrocussdo. Apds a

verificagdo da morte do animal, pela supressdo cardio-respiratoria e reflexo midriatico, foram
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avaliadas macroscopicamente as pregas vocais de todos os espécimes e procedidas as coletas
das amostras das pregas vocais e, imediatamente, apds acondicionadas em formol (10%) e

enviadas para processamento histologico.

3.9 COLETA DE AMOSTRAS PARA ANALISE HISTOLOGICA

A laringe do animal foi retirada em bloco, da base da lingua ao quarto anel traqueal
(figura 11). Foi realizada uma incisdo longitudinal anterior na laringe retirada (figura 12),
exposta a regido das pregas vocais (figura 13 e 14) e outra incisdo da cartilagem tiredide
(figura 15) para a retirada de toda a musculatura da prega vocal, com preservacdo da
cobertura mucosa. A peca foi fixada sobre um retangulo de papel cartdo com alfinetes, a fim
de manté-la estirada. No papel cartdo de fixagdo foi registrada a identificagdo do animal, bem
como indicada a regido anterior da prega vocal (area operada). Neste momento a prega vocal
foi numerada para andlise microscopica sem que o patologista conhecesse o grupo a que

pertencia o suino. Posteriormente este retalho foi fixado em formol a 10% durante 24 h.
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FIGURA 11 — LARINGE SUINA RETIRADA EM BLOCO, DA BASE DA LINGUA AO
QUARTO ANEL TRAQUEAL

NOTA: Epligote (A) Cartilagem tireoidiana (B) Membrana Crico-tireoidiana
(C) Traqueia (D)

FIGURA 12— INCISAO LONGITUDINAL ANTERIOR
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FIGURA 13- OBSERVACAO DA GLOTE SUINA APOS A ABERTURA ANTERIOR DA
LARINGE

NOTA: A SETA APONTA PARA A AREA SUBMETIDA A EXERESE DO FRAGMENTO DE
MUCOSA.EM 1/3 ANTERIOR DE PREGA VOCAL ESQUERDA COM LASER CO..
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FIGURA 14- OBSERVACAO DA GLOTE SUINA APOS A ABERTURA ANTERIOR DA
LARINGE

NOTA: A SETA APONTA PARA A AREA SUBMETIDA A EXERESE DO FRAGMENTO DE
MUCOSA.EM 1/3 ANTERIOR DE PREGA VOCAL DIREITA COM INSTRUMENTAL A FRIO.
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FIGURA 15 INCISAO DA CARTILAGEM TIREOIDE

NOTA: A seta aponta para a area submetida a exérese de fragmento de
mucosa.
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3.10 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE HISTOLOGICA

Finalizado o periodo de fixagdo de 24 horas e utilizando-se lamina histoldgica sobre
tabua de macroscopia, foram retiradas duas amostras retangulares. Todas as amostras foram
acondicionadas em capsula histolégica e colocadas no autotécnico Leica® modelo RM 2145,
(Leica, Hanover, Alemanha), para processamento overnight, sendo desidratadas em
concentracoes diferentes e crescentes de alcool etilico a 70%, 80% e 90%. Posteriormente
foram diafanizadas em xilol contendo misturas seqiiencialmente concentradas de parafina
durante 12 h. Em seguida, incluidas em parafina quente no auto inclusor Leica® modelo EG
1160, (Leica, Hanover, Alemanha). Os blocos de parafina foram em cortes de 4um e dispostos
em lamina de vidro de 76x26mm, tendo sido executados dois niveis de corte para cada area de

estudo no bloco de parafina.

3.11 AVALIACAO DO COLAGENO, MIOFIBROBLASTOS E VASOS
SANGUINEOS.

3.11.1 Andlise Qualitativa do Colageno pela técnica de imunoistoquimica.

Para a andlise qualitativa do coldgeno foi obtido fragmento da é4rea de cicatrizagdo.
Estas amostras foram conservadas em frascos separados em formol a 10%. Os fragmentos
foram acondicionados em papel poroso de maneira que a superficie mucosa estivesse voltada
para cima, mantendo, assim, a peca esticada.

No Laboratério de Anatomia Patolégica da UNICEMP foram efetuadas secc¢des
perpendiculares ao maior eixo do fragmento. Estes foram encaminhados para processamento
histolégico, incluindo desidratacdo, diafanizacdo e emblocamento em parafina histologica.

Para identificacdo de coldgenos maduro (tipo I) e imaturo (tipo III), analisaram-se os
cortes histologicos por meio de microscopio Optico da marca Olympus® (Olympus, Tokyo,
Japao), em aumento de 400 vezes.

Os blocos de pegas cirargicas parafinizados provenientes dos animais em estudo foram
cortados em microtomo, espessura de 4um e fixados em laminas silanizadas. Procedeu-se
entdo a desparafinizagdo através de 3 banhos de xilol (%) por 15 minutos cada. A seguir,
hidratacdo dos cortes através de 3 banhos com etanol em concentracdes decrescentes (100%,

90% e 80%) por 5 minutos cada e dgua destilada (2 banhos de 10 minutos). Foi feita lavagem
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com tampao PBS pH 7,2 e realizada a recuperagdo antigénica através de solugdo de
hialuronidase 0,2% em tampao PBS pH 7,2 (Sigma, EUA) em estufa a 37°C. Apds 3 lavagens
durante 5 minutos foi realizado o bloqueio das ligagdes inespecificas com o uso de solugdo
PBS acrescido de 5% de albumina, por 1 hora em estufa a 37°C. Feitas duas lavagens em
tampao PBS, os cortes foram incubados com o anticorpo primario (anticorpos policlonais
feitos em coelhos anti-coldgeno de suino tipo I e anticorpo policlonais feitos em coelho anti-
colageno bovino tipo III (Novotec, EUA) diluidos 1/500 em tampao PBS-BSA 3%)
“overnight” em camara timida a 4°C. Apds duas lavagens com tampao PBS, foi realizada a
inibi¢ao das peroxidases endogenas com solu¢do de metanol contendo 3% de agua oxigenada
por 10 minutos. Efetua-se trés lavagens de 5 minutos com tampao de lavagem PBS-Tween
0,2% pH 7.2. Adicionou-se aos cortes o anticorpo secundario (Envision”, Dako, Dinamarca)
por 1 hora a temperatura ambiente. Apds duas lavagens de 5 minutos em tampao PBS-Tween
0,2% a revelagao foi realizada com diaminobenzidina (DAB, Dako, Dinamarca), controlando-
se o ponto final de reagdo em microscopio dtico. Efetuou-se nova lavagem, contracoloragdo
com hematoxilina de Harris 30% por 5 minutos. Os cortes foram entdo desidratados em

bateria de 4lcool e xilol e as laminas montadas com Entellan® (Merck, Alemanha).



FIGURA 16- EQUIPAMENTO PARA ANALISE DIGITAL DE IMAGEM

NOTA: Computador Pentium IV® acoplado ao microscépio Olympus® BX50.

FIGURA 17 — EXEMPLO DE FOTOMICROGRAFIA DO COLAGENO TIPO 1

NOTA: Fotomicrografia revelando coloragdo para anti-colageno
tipo I no cdrion (seta)

41
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FIGURA 18 EXEMPLO DE FOTOMICROGRAFIA DO COLAGENO TIPO III

NOTA: Fotomicrografia revelando coloragao para anti-colageno tipo II1
no corion. Magnificacdo original 400x (seta)

As imagens foram captadas por uma camara Sony® CCDiris (Sony, Tokyo, Japao),
transmitidas a monitor colorido Triniton Somy® (Sony, Tokyo, Japdo), congeladas e
digitalizadas por meio de placas Oculus TCX. Finalmente, foi realizada a analise das imagens
com o aplicativo Image Pro-Plus versdo 4.5 para Windows (Midia Cibernética, Sao Paulo,
SP). A calibragdo do sistema foi baseada na densidade Optica dos pontos de resolucdo
(“pixels”) que formam as imagens, selecionando-se o valor limite de melhor resolugdo. Nos
cortes histologicos analisados determinou-se o campo microscopico sobre a area de
cicatrizacdo e foram obtidas medidas de trés areas distintas. Em cada uma delas o software
calculou a area ocupada pelas fibras que continham coldgenos dos tipos I e III em relagdo a
area total examinada. Considerou-se como medida da area de fibras coldgenas a média em

micrometros quadrados das trés areas analisadas.

3.11.2 Avaliacdo imunoistoquimica da quantidade de miofibroblastos

A identificagdo dos miofibroblastos foi realizada contando-se as células coradas
positivamente pela coloracdo imunoistoquimica com anticorpo monoclonal anti-actina
muscular lisa em campo de grande aumento (objetiva de 40X), em trés campos distintos

aleatoriamente na area de cicatriza¢do correspondendo a uma area de 17.7726p?, expressas
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em médias aritméticas. As imagens digitalizadas foram capturadas e analisadas pelo programa
Image Pro Plus (Media Cybernetics,Califérnia, EUA), para Windows, por meio da ferramenta
Measures, calibrada previamente para a objetiva de 40 vezes.Utilizou-se um sistema
constituido por microscépio 6ptico BX50 (Olympus®, Tégio, Japio), acoplado com camera
de video Sony®DXC-970MD (Sony®, Téquio, Japdo),conectado a computador da linha
Pentium e monitor colorido de alta resolu¢do da marca Sansung (Sansung,Coréia do Sul).

A contagem foi realizada analisando-se as imagens individualmente, marcando-se os

miofibroblastos  por  meio da  ferramenta  Manual Tag  (figura 16).
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FIGURA 19- EXEMPLO DE FOTOMICROGRAFIA DOS MIOFIBROBLASTOS

NOTA: Corados em marrom pela técnica avidina-estreptavidina peroxidase diamino-
benzina utilizando-se anticorpos anti-actina musculo liso, os miofibroblastos
apresentam formato poligonal, com projecdes citoplasmaticas e ntcleos vesiculosos.

Magnificacdo original 400x (SETA)

3.11.3 Avaliagdo imunoistoquimica da quantidade de vasos sangiiineos

A identifica¢do dos vasos sangiiineos foi efetuada contando-se o nimero de estruturas
circulares coradas positivamente pelo anticorpo policlonal antifator viii, que revela as células
endoteliais da camada intima dos vasos. A contagem foi feita na area de cicatrizagdo em
aumento de 40 vezes, em trés campos distintos aleatoriamente, em area de 177262, expressas
em médias aritméticas.

Imagens de toda esta regido foram capturadas por sistema acoplado ao microscopio
optico Olympus (Toquio, Japao), e constituido por cdmera de video Sony DXC-970MD
(Sony, Téquio, Japao (Figura 16)
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FIGURA 20 — EXEMPLO DE FOTOMICROGRAFIA DOS VASOS SANGUINEOS COM
A INTIMA CORADA

NOTA: Em marrom revelando positividade para antifator VIII, pela técnica da biotina-
estrepavidina-peroxidase-diaminobenzidina, antifator VIII, magnificagdo original

100X (seta).

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Neste estudo foram considerados 2 grupos. O grupo Experimento (n=24) foi
subdividido em 2 grupos: Grupo EI, composto de 12 animais (grupo experimento I) foi
realizada cirurgia a frio em prega vocal direita. No grupo EIl composto de 12 animais (grupo
experimento II) foi realizada cirurgia a laser CO, em prega vocal esquerda. O segundo grupo
C composto de 6 animais (grupo Controle) ndo foi submetido a cirurgia. Foram realizadas
nestes grupos: analise qualitativa do coldgeno, avaliacdo da quantidade de miofibroblastos e
vasos sangiiineos na cicatrizacdo das pregas vocais.

As comparacdes foram realizadas através do teste ndo-paramétrico de Wilcoxon.
Quando de comparagdes de resultados em grupos diferentes, considerou-se o teste nao
paramétrico de Friedmann. Em todas as comparagdes efetuadas, a hipdtese nula correspondeu
a resultados iguais nos grupos sob comparagao e a hipotese alternativa a resultados diferentes,

tendo como valor de p < 0,05 o limite de significancia estatistica.



4 RESULTADOS
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4.1 AVALIACAO ENTRE OS GRUPOS COM RELACAO AO COLAGENO
MADURO (TIPO I) E COLAGENO IMATURO (TIPO II)

TABELA 3: Quantificacdo do colageno maduro e imaturo nos grupos controle e experimento

VARIAVEL CONTROLE LASER FRIO
COLAGENO
2657,42+£ 504,90  1433,34 + 53,07 1332,68 = 77.60
MADURO
COLAGENO
458,91 +122,84  1215,58+162,50 1020,61 + 111,81
IMATURO

Valor de P* entre os grupos

Controle x frio

P=0,022
Coldgeno Maduro  Controle x laser
Laser x frio P=0,0464
Controle x frio
P=0,022
Colageno Imaturo  Controle x laser
Laser x frio P=0,1159

* valor de significancia

Houve diferenca estatisticamente significativa, com relagdo a quantificagdo do
colageno maduro quando comparado o grupo experimento (laser e frio) e o grupo controle (p=
0,0022) havendo diminui¢do da quantificagdo do colageno maduro no grupo experimento. Da
mesma forma houve diferenga estatisticamente significativa quando comparado o grupo
experimento laser versus frio (p = 0,0464) com diminui¢do da quantificacdo do colageno
maduro no grupo experimento instrumental a frio.

Houve diferenca estatisticamente significativa, com relagdo a quantificacdo do
colageno imaturo quando comparado o grupo experimento (laser e frio) e o grupo controle
(p= 0,0022). Nao houve diferenca estatisticamente significativa quando comparado o grupo

experimento laser versus frio (p = 0,1159).



GRAFICO 1 -DEPOSICAO DE COLAGENO TIPO I MEDIAS + DP

Colageno tipo | (maduro)

(média & desvio padrao)

L 5=00022 i

2000_ £ =0.0464

——

Média do colageno
maduro
(nm?)
—
o
[ =]
o

Controle Frio Laser
2657.42 1332,68 1433,34

NOTA: p2 = micrometro quadrado, p=nivel de significancia

GRAFICO 2 DEPOSICAO DO COLAGENO TIPO III (MEDIAS + DP)

Colageno tipo lll (imaturo)

(média £ desvio padrdo)

1500. | p=0,0022

Meéedia do colageno

Controle Frio Laser
458,91 1020,61 1215,58

NOTA: p*>= micrometro quadrado ,p= nivel de significancia
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42 AVALIACAO ENTRE OS GRUPOS COM RELACAO AO NUMERO DE
MIOFIBROBLASTOS E NUMERO DE VASOS

TABELA 4 Quantificacdo do numero de miofibroblastos e nimero de vasos nos grupos
controle e experimento

VARIAVEL CONTROLE LASER FRIO P*
Numero de
0,583 £ 0,585 1,556 + 1,559 0,889 + 0,455 0,115
miofibroblastos
Numero de
0,917 £ 0,585 6,500 + 1,894 4,889 + 1,747 0,006

vasos

NOTA-(*) Valor de significancia no teste ndo paramétrico de Friedmann , p<0,05

4.2.1 NUMERO DE MIOFIBROBLASTOS

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre o nimero de miofibroblastos

nos grupos estudados (p = 0,115).
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GRAFICO 3 - NUMERO DE MIOFIBROBLASTOS MEDIAS + DP

Actina (miofibroblastos)

(média £+ desvio padrio)

2'/ P=0115

' I P=0115 :

(nm2)

Wédia da actina

Controle Frio Laser
0,583 0,889 1,556 P=0115

NOTA: p? = micrometro quadrado , p=nivel de significancia

4.2.2 NUMERO DE VASOS SANGUINEOS

Houve diferenca estatisticamente significativa com relacio ao numero de vasos
sangiliineos entre o grupo controle e o grupo experimento (p=0,028).Havendo aumento dos
vasos sangiiineos no grupo experimento. Porém ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos laser e instrumental a frio (p = 0,345).



GRAFICO 4 - NUMERO DE VASOS SANGUINEOS MEDIAS + DP

Fator VIII

Fator Vlll (angiogénese)

(média * desvio padrdo)

8 / | p=0,028 |
0 =0,345
/ o= 0028
Controle Frio Laser
0,917 4,889 6,500 p = 0,006

NOTA: p? = micrometro quadrado ,p=nivel de significancia
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5 DISCUSSAO
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5.1 METODO

5.1.1 ESCOLHA DO MODELO EXPERIMENTAL

A escolha da exérese do fragmento de prega vocal como técnica cirargica para estudo
da cicatrizagdo teve como intuito provocar uma lesdo potencialmente hipercicatrizante sem
lesionar o ligamento vocal, simulando exérese de lesdo que tipicamente provocam
hipercicatrizacao resultando em cicatriz na prega vocal, com prejuizo para a fonagao.

Nos grupos estudados, para a realizacdo da exérese do bordo livre de prega vocal foi
utilizada micro tesoura curva como também laser CO, e a prega vocal suina se mostrou de
consisténcia similar a prega vocal de humanos.

Poucos sdao os trabalhos encontrados na literatura que comparam modelos de
experimentacdo em suinos para fonomicrocirurgia. (GARRET et al. 2000) compararam as
pregas vocais em caes, observando a quantidade de coldgeno e fibras de elastina e que além
das quantidades dessas substancias serem semelhante na raca humana, apresentam plano de
disseccdo similar. Em estudo laringoestroboscopico, sugeriram que o cdo seria o melhor
animal para o estudo funcional da laringe. SANTOS, (2003), compararam a deposicao de
colageno em pregas vocais caninas utilizando incisdes com instrumental a frio e com laser de
CO,. No presente trabalho, o0 modelo experimental exigiu animal de médio porte e devido a
facilidade de obten¢do, como a padronizagdo de idade, peso e raga foi escolhido o suino da
raca Larger White. Todos os animais faziam parte da criacdo da fazenda experimental da
Universidade Federal do Parand, onde as condi¢des de alojamento e tratamento foram
adequadas. O suino ¢ animal docil e de facil trato. Nao foi encontrada dificuldade técnica,
mostrando a prega vocal suina consisténcia e elasticidade similar a humana. A anatomia da

laringe suina mostrou-se adequada para este estudo.

5.1.2 FONOMICROCIRURGIA LARINGEA A FRIO E A LASER CO,

Nas tltimas décadas, inovagdes tecnologicas levaram a melhora substancial na técnica
da fonomicrocirurgia laringea. O processo foi facilitado pelo avanco da fisiologia da laringe
(HIRANO, 1993), que produziu melhor entendimento da funcdo laringea na saiide e na

doenca.



54

Novas técnicas cirirgicas tornaram-se possiveis com o progresso na anestesiologia,
adaptagdo do microscopio cirlirgico para magnificagdo do interior laringeo (ALBRECH,
1954), como também instrumentos microcirurgicos (KLEINSASSER, 1964) e o laser CO,
(JAKO, 1972).

Apesar de a técnica microcirirgica ter sido aperfeicoada e difundida por
(KLEINSASSER, 1964) o termo fonomicrocirurgia foi introduzido por (ZEITELS, 1995),
buscando uma melhor precisdo cirurgica, a fim de preservar ao maximo as camadas da
microestrutura das pregas vocais.

A escolha da técnica cirargica a frio foi baseada em estudos de (KLEISASSER, 1964),
gracas a instrumentos longos para permitirem uma adequada manipulagdo com o
laringoscopio, porém nao tdo longos que prejudiquem o uso do microscopio (SATALOFF,
1988).

O trauma deve ser sempre que possivel evitado o méximo em nivel da margem
vibratoria da mucosa (SHAPSHAY, 1988). Quando isto ndo for possivel, as lesdes devem ser
removidas com o minimo de tecido adjacente, evitando-se especialmente as camadas
intermediarias e profundas da lamina propria (SATALOFF, 1988).

A escolha da técnica cirGrgica com instrumental a frio foi baseada em estudos de
varios autores como (KLEINSASSER, 1962; SATALOFF, 1988), que a empregaram no
tratamento de lesdes benignas preservando ao maximo os tecidos, evitando desta maneira
cicatrizagdo excessiva.

ZEITELS, (2000), defende que a técnica especifica a ser utilizada depende do
tamanho, localizagdo e tipo da doenca. No entanto os principios discutidos acima se aplicam:
boa visualizacdo, preservagdo do tecido normal, evitar danos as camadas intermediérias e
profundas da lamina propria e evitar cirurgias simultaneas bilaterais na maioria dos casos,
independentemente se a técnica preconizada for com instrumental a frio ou laser CO;
(OSSOF, 1989).

BENNINGER, ALESSI E ARCHER, (1996), compararam em humanos as técnicas
com instrumental a frio e laser CO,, na ressec¢ao de lesdes benignas como nodulos, polipos e
cistos nos bordos livres das pregas vocais e concluiram que ndo ha diferenga clinica no
resultado final utilizando uma ou outra técnica.

A técnica a laser CO, desde os anos 60 tém sido acompanhados de controvérsias e
frustagdes. Apesar disso, enquanto sua utilidade para alguns procedimentos laringeos ¢

universalmente aceita, sua eficacia para muitos procedimentos laringeos comuns ¢
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controversa. De qualquer forma suas vantagens devem ser pesadas contra suas potenciais
desvantagens.

Lasers geram calor, consequentemente eles introduzem a possibilidade de
complicagdes relacionadas a esse agente “dano termal”. Quanto maior for a exposi¢do do
tecido maior ¢ a energia termal lateral espalhada, e maior o risco de dano as estruturas
subjacentes (ligamento vocal) (ABITBOL, 1995). O laser corta ndo apenas com o centro, mas
também com a borda, existindo desta maneira um dano térmico além da borda. Por isso o
cirurgido deve centrar o raio da lesdo usando a borda para criar a margem da excisdo
(ABITBOL, 1995).

O laser CO, tem vantagens distintas sobre instrumentos tradicionais. Ele permite
melhor hemostasia, melhor visibilidade e menor manipulagdo dos tecidos. No entanto o laser
tem também importantes desvantagens. Estas incluem a perda do tecido pela vaporizagdo e
conseqiiéncias do dano térmico. A vaporizacdo a laser retira a chance de um exame
histopatologico potencialmente importante (SATALOFF, 1995).

A difusao lateral da energia térmica ¢ uma causa comum de complicagdo relacionada
com o uso de laser na cirurgia das pregas vocais, tornando cada vez mais comuns como
complicacdes como cura mais demorada e cicatrizes apds cirurgia. A confirmagdo dessas
impressoes foi relatada por (ABITBOL, 1984; TAPIA, 1984).

As observagdes histoldgicas de (DURKIN, 1986) apoiaram tais observacdes de que a
cirurgia a laser poderia atrasar a cura como também aumentar a formagao cicatricial.

No presente estudo, apesar de pouca diferenga em relagdo a deposi¢do do colageno
também observou-se atraso cicatricial com o uso do laser.

No entanto, (SANTOS et al. 2003) compararam incisdes em pregas vocais caninas
realizadas com instrumental frio e laser CO, avaliando, através de cortes histologicos, a
quantidade de fibroplasia. Os resultados mostraram que a quantidade de coldgeno nas pregas
vocais foi maior no grupo de animais submetidos a lesdo instrumental a frio do que com laser
de CO,. No entanto no presente, estudo os resultados evidenciaram que a quantidade de
colageno tipo I (coldgeno maduro) foi menor no grupo submetido a lesdo com instrumental a
frio em relacdo ao grupo laser.

A justificativa para tais controversas talvez estejam no uso de baixa poténcia, com
diminui¢do do microponto (microspot), e com superpulso (SHAPSHAY, 1988), como
também o tipo de incisdo, pois enquanto em nosso estudo foi realizado exérese de fragmento

de mucosa no estudo referido foi realizado incis@o linear em nivel de camada superficial de
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lamina propria modificando desta maneira o processo cicatricial. No entanto mais pesquisas
sdo necessarias para confirmar ou refutar essa afirmacao.

Em suma técnicas com instrumental a frio e com laser CO, sdo métodos seguros em
relagdo a deposicao do colageno quando comparados, evidentemente obedecendo-se os

principios fundamentais da fonomicrocirurgia.

5.2 AVALIACAO MICROSCOPICA

A imunoistoquimica ¢ um método sensivel e especifico, identificando mesmo em
quantidades pequenas, epitopos dos coladgenos na superficie celular.

A imunoistoquimica tem a capacidade de amplificagdo, permitindo maior superficie
reacional (técnica antigeno-anticorpo).

Comparando-se diversos métodos de coloragdo para a andlise do coldgeno, a
imunoistoquimica tem vantagens como especificidade e sensibilidade, ndo necessitando
software para leitura. Por outro lado, suas desvantagens sdo o alto custo, técnica laboriosa e
técnico-dependente.

O corante picrosirius ¢ mais seletivo e de facil execu¢do e interpretagdo, sendo
especifico para o coldgeno tecidual, pois a quantidade de corante aderido ¢ proporcional a
quantidade de proteina presente, possibilitando o seu uso para a quantificagdo da mesma
(SWEAT; PUCHTLER; ROSENTHAL; 1964; JUNQUEIRA; COSSERMELLI,
BRENTANI, 1978).

As preparagdes, quando coradas pelo picrosirius ao microscopio de luz polarizada, as
fibras coldgenas mais espessas, fortemente birrefringentes e que apresentam coloracdo em
tons amarelo a vermelho, e que representam o colageno tipo I; as fibras mais finas e dispersas,
fracamente birrefringentes e que apresentam coloragdo esverdeada representam o colageno
tipo IIl. Tais propriedades conferem ao picrosirius caracteristicas de exceléncia para a
difenciacao histoldgica do colageno. (JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978).

Em estudo sobre a angiogénese na cicatrizacdo de feridas, (RUITER et al., 1993)
utilizaram como antigeno a técnica imunoistoquimica de PAL-E, que ¢ altamente especifica
para endotélio de vaso sangiliineo, porém o fator VIII e o CD 34 apresentam maior
sensibilidade e sdo expressos também em arteriolas. No presente estudo, a contagem dos
vasos sangliineo foi feita pela técnica imunoistoqimica através do antigeno do fator VIII.

Para o estudo dos miofibroblastos foi realizado igualmente estudo de

imunoistoquimica, utilizando-se para tal anticorpo anti-a-actina muscular lisa (anti-a-sm),
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estudado pela primeira vez por (SKALLI et al., 1986), que demonstraram positividade para a

identificacdo dessas células.

5.3 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.3.1 DEPOSICAO DO COLAGENO

No presente estudo foi comparada a deposicao do colageno e a percentagem de fibras
colagenas maduras (colageno tipo I) e imaturas (colageno tipo III).

Houve diminui¢@o do coldgeno maduro e imaturo, quando realizada lesdo em mucosa
de prega vocal, seja esta feita a laser CO, ou com instrumental a frio. Este achado sugere que
exista processo continuo de fibroplasia e regeneracao do tecido lesado.

Houve diminui¢ao do colageno maduro (colageno tipo I) no grupo instrumental a frio
quando comparado ao grupo laser CO,, porém ndo houve diferenca estatisticamente
significativa com relagdo ao coldgeno imaturo (colageno tipo III) quando comparado os
grupos experimentos (E1 e E2). Este achado sugere um processo de fibroplasia mais ordenada
no grupo instrumental a frio que pode favorecer melhor cicatrizagdo, com maior capacidade

de resisténcia tecidual concordando com WITTE; BARBUL (1997).

5.3.2 NUMERO DE MIOFIBROBLASTOS

Segundo CHANSON et al. (1980) os miofibroblastos sdo células produtoras de
colageno predominantemente do tipo I, e a sua diminuigdo poderia estar relacionada a menor
sintese de sua proteina.

No estudo, apesar da diminuicao da quantidade de coldgeno maduro (colageno tipo I)
quando comparados os grupos experimento e controle € os grupos experimentos entre si, nao
houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos estudados com relagdo a
quantificagdo de miofibroblastos. O que pode salientar que as diferentes técnicas de
fonomicrocirurgia ndo promovem a diminuigdo destas células na cicatriz de prega vocal. E
possivel que outros fatores tenham levado a diminui¢do da producdo de colageno maduro
neste experimento, como a influéncia dos componentes da matriz extracelular e diminui¢ao do

aporte sangiiineo no processo inflamatorio cicatricial.
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5.3.3 NUMERO DE VASOS SANGUINEOS

Angiogénese ¢ a formacdo de novos vasos sangiiineos por meio de um processo em
que sao formados brotos capilares em resposta a estimulos quimicos externos. Isto ocorre
durante a embriogénese, no crescimento de tumores solidos e na cicatriza¢do de feridas. O
desenvolvimento de neovasos ¢ essencial na cicatrizagao estando relacionados a fatores
locais, mediadores quimicos, matriz extracelular e gradientes metabolicos. Por esses motivos
esta variavel foi incluida no presente estudo (ARNOLD; WEST; 1991; PETTET; BYRNE;
MCELWAIN; NORBURY, 1996).

A angiogénese esté relacionada com a liberagao de fatores de crescimento produzidos
por diversas células envolvidas no processo de cicatrizagdo. A fibroplasia e a sintese do
colageno iniciam-se nas primeiras vinte e quatro horas apos o ferimento, enquanto nas
seguintes 48 a 72 horas ocorre a migracao endotelial. A partir do quarto dia os macréfagos
produzem fatores de crescimento que estimulam tanto a proliferacdo fibroblastica como a
neovascularizagao (ORGILL; DEMLING, 1988).

No presente estudo houve diferencga estatistica em relacdo aos vasos sangiliineos entre
o grupo controle e os grupos experimento (laser CO2 e instrumental a frio). Houve aumento
dos vasos sangiiineos nos grupos experimento, o que denota o processo inflamatdrio
cicatricial através da neovascularizacdo. Porém ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos experimento (laser CO, e instrumental a frio) o que exclui a
participagcdo da neovascularizagdo no aumento da fibroplasia com relacao a estas diferentes

técnicas cirurgicas

5.4 PERSPECTIVAS FUTURAS

No presente estudo foi demonstrado que ocorre diminui¢do da fibroplasia (diminui¢ao
do colageno maduro), no processo cicatricial pos exérese de fragmento de mucosa de prega
vocal com instrumental a frio ou com laser CO2. Apesar desta influéncia os fatores estudados
que poderiam explicar a diminui¢do do coldgeno maduro (numero de miofibroblastos e
numero de vasos sangiiineos) ndo foram capazes de explicar tal fato.

Outros fatores estdo sendo estudados como o papel do fator de crescimento de
hepatocitos (HGF — “hepatocyte growth factor”) como fator antifibrético, previnindo fibrose e

a formacao de tecido cicatricial (HIRANO et al., 2002).
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HIRANO, (2003), concluiu que o HGF tem atividade antifibrética, pois estimula
atividade de proteases para degradar a matriz e regenerar células epiteliais e endoteliais,
mediante da interagdo com o estroma. Nesse trabalho os autores investigam como o HGF
altera a producao do colageno em fibroblastos de prega vocal de caes em cultura, assim como
o efeito do fator de crescimento tecidual Bl (TGF B1— “tissue growth factor 1), que tem
fungdo oposta ao HGF. Os autores avaliam a producdo do 4cido hialurénico, colageno tipo I e
fibronectina com ou sem adi¢do de HGF e TGF B1, através de imuno enzoiméatico. O HGF
estinula a sintese de acido hialurdonico e diminui a de colageno tipo I, porém ndo altera
fibronectina, enquanto o TGF B1 estimula os 3 componentes. Tais fatores poderiam explicar a
diminui¢do do coladgeno tipo I sem a diminui¢do do niimero de miofibroblastos, como o
observado no presente estudo.

Estudos futuros, com amostras maiores, com maior tempo de seguimento e outras
variaveis serdo necessarios para confirmar estes resultados e para definir os reais fatores que
diminuem a deposi¢do de coldgeno maduro e como poder-se-ia prevenir ou retardar a

fibroplasia de prega vocal.
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6. CONCLUSOES

Ap6s30 dias da exérese de fragmento de mucosa de pregas vocais suinas, com

instrumental a frio e laser de CO, pelo método imunoistoquimico podemos concluir:

1.a. H4 menor concentragdo da deposi¢cdo do coldgeno maduro no grupo experimento
(instrumental a frio e laser CO,) quando comparado com o grupo controle (sem lesdo). Da
mesma forma h& menor concentragdo da deposi¢do do colageno maduro no grupo

experimento instrumental a frio quando comparado ao grupo laser CO,.

1.b. H4 maior concentracdo da deposicdo do coldgeno imaturo quando comparado o
grupo experimento (instrumental a frio e laser de CO;) e o grupo controle (sem lesdo). Nao ha
diferenca quando comparada a concentracdo da deposicdo de colageno imaturo entre os

grupos experimento instrumental a frio o grupo laser CO;,

2. Nao ha diferenca quanto ao niimero de miofibroblastos nos grupos experimento e

controle como também entre os grupos experimento instrumental a frio ao grupo laser CO,.

3. A exérese de fragmento de mucosa em prega vocal com instrumental a frio e laser
CO, associa-se a aumento da angiogénese em relagdo ao grupo controle ndo operados. Porém,
ndo ha diferenca quando comparados o grupo experimento instrumental a frio ao grupo laser

CO;,
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ANEXO I

EMBRIOLOGIA DA LARINGE.

ENGLISH, (1984), divide o desenvolvimento laringeo no periodo embrionério em oito
fases:

FASE 1 — Aproximadamente na 3* semana gestacional surge o primeiro sinal do
sistema respiratorio, correspondente a um espessamento epitelial ao longo do aspecto ventral
do intestino primitivo, chamado de primordio respiratorio (separado do primordio hepatico
pelo septo transverso).

FASE II — Surge o diverticulo respiratorio, uma evaginacao do intestino primitivo em
direcdo ao primordio respiratorio, a partir do assoalho faringeo primitivo (no adulto
corresponde a regido gldtica). A porcao cefalica do diverticulo respiratorio desenvolve-se em
direcdo a subglote. Na 4* semana gestacional o diverticulo respiratdrio dd origem a outras
duas projecoes laterais (brotos broncopulmonares), que evoluirdo para o trato respiratdrio
inferior.

FASE III — A parte superior do intestino primitivo e o diverticulo respiratdrio migram
superiormente e os brotos broncopulmonares sdo projetados caudal e inferiormente, dando
origem aos bronquios principais e a carina. A distancia entre o diverticulo respiratério e a
carina aumenta progressivamente, dando origem a traquéia. A subglote continua a se
desenvolver.

FASE IV — Surge a laringofaringe primitiva (no adulto corresponde a supraglote) por
volta da 5% semana gestacional, como extensdo da quarta bolsa faringea. Nessa fase surgem
também as cartilagens, musculos, nervos e artérias a partir do segundo, terceiro e quarto arcos
branquiais.

FASE V — A laringofaringe primitiva ¢ obliterada pela lamina epitelial, exceto por
uma estreita comunicagdo entre a hipofaringe e a subglote, o ducto faringoglossico. Musculos,
nervos e cartilagens continuam a se desenvolver. Desenvolve-se o ceco laringeo (depressao
entre as cartilagens aritenoide e epiglote).

FASE VI — O ceco laringeo cresce ao longo do aspecto ventral das aritenoides e desce

até o nivel da regido gldtica.
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FASE VII — Inicia-se a canalizagdo da lamina epitelial, dorso-ventralmente e céfalo-
caudalmente, com restabelecimento da comunicagdo entre o ceco laringeo e o ducto
faringoglossico. A tultima parte a recanalizar ¢ a glote. A lamina epitelial ¢ a principal
indutora da diferenciagdo do mesénquima branquial em tecido laringeo.

FASE VIII — Corresponde ao inicio do periodo fetal, quando o ventriculo cresce a
partir da face ventral do ceco laringeo. Com a completa recanalizagdo da lamina epitelial
estabelece-se comunicagao entre supra e subglote.

O epitélio de revestimento laringeo deriva do endoderma e ¢ inicialmente poliédrico
embrionario. Por volta do 3° més gestacional, esse epitélio espessa-se e recebe os primeiros
cilios. No 6° més ja ¢ pavimentoso estratificado, recebendo posteriormente glandulas nas
pregas vestibulares, ventriculos e subglote.

Entre o 3° e 5° més de gestacdo se completam os desenvolvimentos da cartilagem
tiredidea (4° arco branquial), cartilagem cricoide (5° arco branquial), osso hidide (3° arco

branquial), aritendides e epiglote.
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ANEXO II

ANATOMIA DA LARINGE

A laringe esta situada na regido cervical anterior mediana, onde se pode facilmente
palpar uma proeminéncia piramidal que pertence a cartilagem tiredide, a qual ¢ denominada
proeminéncia laringea (CASTRO, 1980). A laringe ¢ um 6rgdo musculo-cartilaginoso, que
segue a faringe e precede a traquéia, tendo triplice funcdo (MARTINS, 2003, PEREIRA,
2006):

- Age como valvula protetora, impedindo a passagem de particulas alimentares para a
via respiratoria e do ar para o esdfago durante a degluticao.
- E via aerifera, conduzindo ar & traquéia e alvéolos para que ocorra a hematose.

- E orgdo essencial na formacao dos sons (fungdo vocalizadora).

Cartilagens laringeas

Da laringe até os alvéolos pulmonares, as vias aeriferas devem permanecer como
tubos constantemente abertos para assegurar a livre passagem de ar, o que se realiza gragas a
existéncia de anéis cartilagineos incompletos. Ao nivel da laringe, esses anéis se tornam muito
irregulares e as cartilagens que os constituem merecem descrigdo mais acurada (MARTINS,
2003).

As cartilagens da laringe sdo divididas em impares (epiglote, tiredide e cricdide) e
pares (aritendides, corniculadas e cuneiformes). Essas cartilagens sdo ligadas entre si por
ligamentos e articulagdes, que possibilitam o deslizamento entre elas. Tem-se o ligamento
tireo-hidideo lateral, os ligamentos tireoepigloticos, tireoaritendideos inferiores e
cricoaritendideos. As articulacdes sdo a cricotireoidéia e a cricoaritenoidéia (CASTRO, 1980;
MARTINS, 2003).

A tireoide, cricdide e aritendide sdo cartilagens hialinas e podem sofrer calcificagdes
que se iniciam apdés os vinte anos de idade, sendo as restantes, cartilagens eldsticas

(CAMARGQO; RISPOLI; PEREIRA, 2003).
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Cartilagem tiredide

Seu nome em grego significa “escudo” (CASTRO, 1980). E a maior das cartilagens
laringeas, mediana e Unica. Esta constituida por duas laminas divergentes dispostas em “V”, o
que lhe confere a forma de escudo e justifica sua etimologia. No ponto de unido superior das
laminas, h4a uma proje¢do anterior, a proeminéncia laringea (pomo de Addo), mais acentuada
no homem, palpavel e visivel in vivo. As bordas anteriores das laminas divergem
superiormente formando a incisura tiredidea. A borda posterior de cada lamina prolonga-se
superior e inferiormente para constituir o corno superior e inferior, respectivamente. Os
cornos inferiores articulam-se com as facetas no arco posterior da cartilagem cricoide,
formando a articulagdo cricotireoidéia, que € sinovial, portanto, sujeita a artrite (CASTRO,
1980; MARTINS 2003; PEREIRA, 2006).

As laminas da cartilagem tiredide possuem um reparo anatomico superficial nos seus
trés quartos posteriores, a linha obliqua, que corresponde ao ponto de inser¢do de varios
musculos extrinsecos da laringe: omo-hidideo, esternotiredideo e constritor inferior.
Internamente, as laminas sdo revestidas por mucopericondrio, exceto na comissura anterior
(porcdo interna do angulo). Neste local, tem-se a inser¢do de duas pregas vestibulares e duas
pregas vocais. Nessa regido, os ligamentos penetram no pericondrio, formando uma estrutura
denominada ligamento de Broyle, que contém vasos sangiiineos e linfaticos, consistindo em
local de disseminacao de tumores laringeos (CASTRO, 1980; MARTINS; 2003; PEREIRA,
2006).

Cartilagem cricoide

Seu nome em grego significa “anel” (CASTRO, 1980). Tem a forma de anel de sinete
com o arco mais largo (lamina) na regido posterior. Em cada lado da borda superior da lamina
ha uma faceta para a articulacio com a aritendide correspondente (articulagdo
cricoaritenoidéia). Une-se a cartilagem tire6ide na linha média pelo ligamento cricotiredideo.
Sua borda inferior delimita o término da laringe e o inicio da traquéia e do esofago. Situa-se

ao nivel da sexta vértebra cervical (CASTRO, 1980; MARTINS, 2003; PEREIRA, 2006).
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Cartilagem epiglote

Cartilagem unica, em forma de folha. Sua por¢do inferior € intralaringea, enquanto sua
por¢do superior fica em direcdo a base da lingua. Desempenha uma importante fungao de
protecdo do adito da laringe durante a degluti¢do. Sua porcdo inferior ou peciolo une-se a
cartilagem tiredide através do ligamento tireoepigldtico. Na sua por¢do anterior convergem
trés pregas mucosas originadas na base da lingua, a prega glossoepiglotica mediana e as
pregas glossoepigloticas laterais. A depressdo formada a cada lado da prega mediana ¢
denominada valécula. A mucosa da face laringea prossegue até as cartilagens aritenoides,
formando as pregas ariepigloticas. A epiglote apresenta depressdes nas quais se alojam
glandulas e forames, através dos quais passam nervos e vasos sangiiineos (CASTRO, 1980;

MARTINS, 2003; PEREIRA, 2006).

Cartilagens aritenoides

Tém a forma de piramide, com apice superior € base inferior. A partir da base tém-se
0s processos musculares e vocais os quais se articulam com o bordo superior da cartilagem
cricoide, em uma junta sinovial. Essa articulacdo participa mais ativamente das fungdes de
respiragdo e fonacdo, através das mudancas na posi¢do das pregas vocais. A principal
propriedade mecanica dessa cartilagem ¢ sua massa reduzida, com pequeno momento de
inércia, permitindo oscilagdes de abducao e adugdo das pregas vocais em intervalos de menos
de 0,1 ms durante a articulacdo das palavras. As pregas ariepigloticas inserem-se no apice das
aritenoides com o ligamento vestibular, enquanto as pregas vocais inserem-se na por¢ao
medial da base (processo vocal). O processo muscular contém a insercdo dos musculos

cricoaritendideos lateral e posterior (PEREIRA, 2006).

Cartilagens corniculadas (de Santorini)

Articulam-se com o 4pice das aritendides através de uma sindesmose, e tém forma

conica (CASTRO, 1980; MARTINS, 2003).
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Cartilagens cuneiformes (de Wrisberg)

Situam-se na prega ariepiglotica, anteriormente as cartilagens corniculadas, e tém

forma de bastonetes (MARTINS, 2003).

Musculos, inervagdo e irrigagao da laringe

Identificam-se na laringe dois grupos musculares: extrinsecos e intrinsecos. Os
musculos extrinsecos movimentam a laringe como um bloco, exercendo sua acdo
principalmente por ocasido da degluticdo. Sao presos por uma das extremidades na laringe ou
cercanias e podem ser subdivididos em elevadores e abaixadores da laringe PEARSON,
(1994). Entre os elevadores tém-se os musculos supra-hidideos (digéstrico, estilo-hidideo,
milo-hidideo e genio-hidideo) e os que se relacionam com a faringe (palatofaringeo,
estilofaringeo e os constritores médio e inferior da faringe). Entre os abaixadores da laringe
ressaltam em importancia os musculos infra-hidideos (esterno-hidideo, esternotiredideo e
omo-hidideo) (CASTRO, 1980).

Os intrinsecos inserem-se nas cartilagens da laringe e desempenham sua fung¢do no
sentido da fonacdo (e acessoriamente também na degluti¢do), sendo todos pares (exceto o
musculo aritendideo transverso) (CASTRO, 1980). ROSENFIELD et al. (1982) analisaram o
musculo vocal, mediante técnicas histoquimicas, € concluiram que ele se assemelha aos
demais musculos estriados esqueléticos do corpo humano, apresentando, no entanto, grande
especializacdo para as funcdes de fonacdo e prote¢do das vias aéreas superiores (funcdo de
esfincter), com caracteristicas morfoldgicas e metabodlicas Unicas.

Os nomes dos musculos laringeos intrinsecos refletem suas origens e insergdes, € estao

sumarizadas na tabela 1. (HUNGRIA,1995; IMAMURA; TSUJI; SENNES, 2003).



TABELA 5 — MUSCULOS INTRINSECOS DA LARINGE

CT TA CAL IA CAP
Posigao Paramediana Aducgao Aducgao Aducao Abducao
++ +++ F++ +++ +++
Nivel Abaixo Abaixo Abaixo 0 Acima
++ ++ +++ +++
Comprimento  Alongado Encurtado Alongado  Encurtado Alongado
+++ +++ ++ + +++
Espessura Fina Espessa Fina Espessa Fina
+++ +++ ++ + +
Borda Reta Arredondada Reta 0 Arredondada
+++ +++ ++ ++
Musculo Endurecido  Endurecido  Endurecido Frouxo Endurecido
Corpo +++ +++ ++ + ++
Mucosa Endurecida Frouxa Endurecida Frouxa Endurecida
+++ +++ ++ + ++
NLS + 0 0 0 0
NLR 0 + + + +
ATS + + + 0 0
ATI 0 0 0 + +

NOTA: 0 = nenhum efeito, + = Efeito discreto, ++ = Efeito moderado, +++ = Efeito
Marcante. CT: Musculo Cricotiredideo; TA: Musculo Tireoaritendideo; CAL: Musculo
Cricoaritenoideo Lateral; IA: Musculo Interaritenoideo; CAP: Musculo Cricoaritenoideo

Posterior

NLS: Nervo laringeo superior; NLR: Nervo laringeo recurrente; ATS: Artéria tiredidea
superior; ATI: Artéria tiredidea inferior.
FONTE: Modificado de ABITBOL, 1995
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Os musculos adutores e tensores aproximam as pregas vocais € desempenham funcao

fonatoria. Os abdutores afastam as pregas vocais e garantem a fungdo respiratoria

(HUNGRIA, 1995; MARTINS, 2003).

O nervo vago (X par) ¢ o maior dos nervos cranianos, tem sua origem aparente no

sulco lateral posterior da medula oblonga, entre o nervo acessorio (XI par) e glossofaringeo
(IX par), e, juntamente com esses, atravessa o forame jugular para se exteriorizar do cranio
MACHADQO, (1993). O termo “vago” vem “daquele que vaga”, em razdo de seu longo trajeto
através do pescoco, torax e finalmente abdome (SANTORO; BOHADANA; TSUIJIL 2003).
No sentido descendente, o nervo vago emite o nervo laringeo superior (NLS) e mais
inferiormente o nervo laringeo inferior ou recorrente (NLI). O NLS se subdivide em ramos
externo (inerva o musculo CT) e interno (inerva a mucosa laringea supraglética) (SANTORO;
BOHADANA; TSUIJI, 2003). O NLI possui um trajeto diferente em relacdo aos lados direito

e esquerdo, sendo que a esquerda passa pelo arco da aorta, e a direita contorna a artéria
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subclédvia direita, o que confere uma extensdo maior do NLI esquerdo, 9,4 cm em média, em
relagdo ao direito, 5 cm em média (ARANTES, et al., 2004).

A mucosa da laringe ¢ inervada pelo ramo interno do NLS e pelo NLI. O primeiro
inerva a mucosa da epiglote até as pregas vocais. O segundo ¢ responsavel pela inervagao
sensitiva inferiormente as pregas vocais. Assim, a rima da glote ¢ a linha divisoria entre os
territorios de inervagao do NLS e do NLI (SANTORO; BOHADANA; TSUIJI, 2003).

O ramo interno do NLS ¢ aferente e emite fibras sensitivas da tunica mucosa,que
atravessam a membrana tiredidea, sendo responsaveis pela sensibilidade da endolaringe, da
epiglote das valéculas, do sulco glossoepiglotico e do dorso das aritendides.O ramo externo
do NLS ¢ eferente, emite fibras motoras que descem junto a face posterior do esternoiddeo,
sendo responsavel pela motricidade do musculo CT e do constritor inferior da faringe
(SANTORO; BOHADANA; TSUJI, 2003). Existem varios estudos que identificam fibras
motoras provenientes do ramo interno dirigindo-se aos musculos aritendideos (HIRANO,
1988; TSCHIASSNY, 1957).

Mais recentemente, (Nasri et al.1997) demonstraram a existéncia de fibras motoras
para os musculos aritendideos, também evidenciaram por eletromiografia a existéncia de
fibras motoras do ramo externo para o musculo TA, mais especificamente para o tergo
anterior da prega vocal, em alguns individuos (NASRI; SERCAZ; BEIZAI; KIM; BERKE,
1997).

A laringe ¢ irrigada pelas artérias laringea superior e inferior, derivadas,
respectivamente, da artéria tiredidea superior e inferior. Elas acompanham os NLS (ramo
interno) e NLI. As veias acompanham as artérias ¢ drenam para a veia jugular interna
(PEARSON, 1994).

A laringe tem uma rica rede linfatica drenando para linfonodos contralaterais,
sobretudo na supraglote. A excecdo fica por conta das pregas vocais, onde praticamente nao

existem linfaticos (PEARSON, 1994; HUNGRIA, 1995).

Adito e cavidade da laringe

O adito ¢ a entrada da laringe, encaminhando o ar da laringo-faringe para a cavidade
da mesma. Seu limite superior corresponde a borda da epiglote, as pregas ariepigloticas e,
posteriormente, a prega interaritendide. O fechamento do adito protege a via respiratoria

contra a penetracao de particulas alimentares e corpos estranhos (PEREIRA, 2006).
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Galeno usou a palavra grega glottis (bocal de flauta), derivada de glossa (lingua) para
denominar a laringe. Vesdlio usou a palavra para designar a regido abrangendo as pregas
vestibulares, as pregas vocais € os ventriculos. As pregas vocais estendem-se da cartilagem
tiredide ao processo vocal da cartilagem aritendide e incluem o ligamento e o musculo vocal,
revestidos pela mucosa. A parte mais anterior da rima da glote, localizada entre as pregas
vocais, ¢ sua parte intermembranosa, enquanto a por¢ao que se situa entre 0s processos vocais

¢ a parte intercartilaginosa (PEREIRA, 2006).

Compartimentos laringeos

A cavidade laringea ¢ dividida em trés andares (figura 1) (HUNGRIA, 1995):

Andar supraglotico

Vai do orificio superior da laringe até as pregas vocais. A superficie interna do andar
supragldtico (vestibulo) apresenta, nas suas paredes laterais, duas pregas mucosas
denominadas falsas cordas vocais, que delimitam com as cordas verdadeiras um espaco, o

ventriculo laringeo ou de Morgani.

Andar glético

Constituido pelas pregas vocais que limitam entre si a rima da glote. E a porcao da
laringe com menor area de seccdo transversa. A rima da glote est4, aproximadamente, ao nivel
do ponto médio da cartilagem tiredide. Uma membrana fibroeldstica denominada cone

elastico, se estende da prega vocal a superficie interna da cricoide.

Andar subglético ou infra-glotico

Vai desde as pregas vocais até um plano que passa pela borda inferior da cricdide.
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FIGURA 21 — SECCAO FRONTAL DE CORTE LARINGEO, DEMONSTRANDO
COMPARTIMENTOS LARINGEOS E ESTRUTURAS HISTOLOGICAS LARINGEAS
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ANEXO III

HISTOLOGIA E ULTRA ESTRUTURA DA PREGA VOCAL

Os seres humanos podem emitir sons dentro de ampla faixa de freqiiéncia e
intensidade, com grande variedade de qualidades tonais. Para isso, utilizam suas pregas
vocais, que possuem caracteristicas histoldgicas e estruturais muito bem adaptadas a funcao
de fonacao (MELO, 2004).

Anatomicamente, a prega vocal ¢ definida como uma estrutura par, em forma de
prega, localizada bilateralmente entre a comissura anterior situada na face posterior da
cartilagem tiredidea, e o processo vocal da cartilagem aritendidea constituida por uma
mucosa, formada por epitélio e lamina propria, e pela parte medial do misculo TA,
denominada musculo vocal (MELO, 2004).

Do ponto de vista fonatorio a no¢ao mais importante da histologia da PV € que ela se
constitui de estrutura com multiplas camadas, que tém propriedades mecanicas diferentes. A
PV niao funciona como um vibrador de estrutura uniforme, como a corda de um instrumento
musical, mas sim como um vibrador de camadas diferentes do ponto de vista ultra-estrutural e
mecanico. Esta estrutura laminar ¢ que permita a ampla gama de ajustes de freqiiéncia e
intensidade da voz humana (MELO, 2004).

Do ponto de vista ultra-estrutural, a prega vocal ¢ composta por cinco camadas:
epitélio de revestimento; lamina propria, com camada superficial, intermediaria e profunda; e
musculo vocal. O epitélio e a camada superficial da 1amina propria apresentam uma espessura
media de 0,3mm. A camada intermedidria e profunda juntas tem a espessura de 0,8mm, o que
confere uma espessura total, de 1,1mm (MELO, 2004).

As pregas vocais sdo estruturas vibrateis que se localizam no andar glético da laringe,
sendo compostas, fundamentalmente, por mucosa e musculo. A mucosa, por sua vez, ¢
constituida por epitélio e pela camada superficial da lamina propria (LP) (NEVES; NETO;
PONTES, 2004). A camada intermedidria e profunda da LP constitui a submucosa das pregas
vocais (NEVES; NETO; PONTES, 2004).

O epitélio de revestimento do bordo livre da PV ¢ estratificado pavimentoso ndo
queratinizado, enquanto o epitélio préximo ao ventriculo laringeo ou a subglote é do tipo
pseudo-estratificado ciliado, com uma regido de transicdo entre eles (MARTINS, 2003;

MELO, 2004).
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Uma importante estrutura do epitélio que faz transicdo com a camada superficial da
LP, estando em intimo contato com esta, ¢ a membrana basal (MB). A MB apresenta
pequenos sulcos em toda sua extensao e com isso promove acentuado aumento da area de
apoio para as cé€lulas teciduais (PEREIRA, 2006). A MB ¢ constituida por fina camada de
matriz extracelular especializada, sintetizada pelas células epiteliais e fibroblastos da LP. E
uma estrutura importante para a vibragdo da mucosa, pois, assim como a LP, promove
elasticidade e, ao mesmo tempo, resisténcia as pregas vocais (NEVES; NETO; PONTES,
2004). A MB normal ndo ¢ observada com detalhes por meio da técnica da hematoxilina-
eosina, rotineiramente utilizada na microscopia Optica. Microscopia eletronica ¢ o melhor
meio para estudo desta estrutura. Ultra-estruturalmente a MB consiste de trés camadas que
sdo denominadas, da superficie para profundidade, 1amina ltcida (ou pars rara), lamina densa
(ou lamina basal) e lamina fibro-reticular (ou sub-lamina densa). Sua principal funcao ¢ a
adesdo celular, que ¢ realizada por meio das fibras de ancoragem (MELO et al., 2004).
Estudos demonstram que as fibras de ancoragem conectam a lamina densa com a camada
superficial da LP. As fibras de coldgeno tipo III da camada superficial da LP passam através
dos "elos" formados pelas fibras de ancoragem, formando uma "corrente" que adere
firmemente o epitélio da PV a LP. (MELO et al., 2004).

Em relacdo a sua composi¢do quimica, técnicas de imunoistoquimica demonstraram
que a MB ¢ composta, principalmente, por trés tipos de macromoléculas: colagenos tipo IV e
VII, laminina e proteoglicano heparan sulfato. O colageno tipo IV ¢ o responsavel pela forga e
elasticidade da MB. O tipo VII € o principal componente das fibras de ancoragem. A laminina
e o proteoglicano heparan sulfato estdo implicados na adesdo celular e no controle da
passagem de substancias através da MB. Fibronectina e entactina sdo glicoproteinas também
encontradas na MB, porém ndo se sabe ao certo sua fungdo (NEVES; NETO; PONTES, 2004;
MELO et al, (2004).

A LP ¢ a estrutura mais importante da PV, pois € a que mais vibra durante a fonacao
(MELO et al., 2003). Tem papel fundamental na viscosidade, contratilidade e formagao de
onda mucosa, sendo que seu bom funcionamento ¢ determinante para o inicio € manuten¢ao
da vibragdo sustentada pelo fenomeno de Bernoulli (VARELA; GRELLET, 2005).

A LP ¢ composta por células (fibroblastos, miofibroblastos e macrofagos) e
principalmente, por tecido extracelular: fibras elésticas, coladgenas (tipo III), elastina, acido
hialuronico, fibronectina e vasos sangiiineos, podendo ser dividida, de acordo com a
distribuicdo dos componentes fibrosos, em trés camadas: superficial, intermediaria e

profunda. A camada superficial, ou espago de Reinke, apresenta poucos componentes fibrosos
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(fibras elasticas e coldgenas), sendo composta, fundamentalmente, por substancia
fundamental amorfa. A camada intermediaria é composta por fibras elasticas dispostas
simetricamente, enquanto a camada profunda ¢ composta principalmente por fibras colagenas
maduras, as quais ajudam na sustentagdo (GARRETT; COLEMAN; REINISCH, 2000;
MARTINS, 2003; NEVES; NETO; PONTES, 2004; MELO, 2004).

A matriz extracelular da camada superficial da LP ¢ composta por fibras protéicas e
por proteinas intersticiais. Em humanos, as fibras protéicas distribuem-se paralelamente a
borda livre. Dentre elas, as fibras colagenas sdo as responsaveis pela manutencdo da
arquitetura local, regulagdo osmotica e viscosidade. As fibras coldgenas tipo I sdo maiores,
melhor visualizadas e mais rigidas. Ja as do tipo III sdo mais finas e flexiveis (GARRETT;
COLEMAN; REINISCH, 2000; VARELA; GRELLET, 2005).

A porg¢do vibratdria, ou parte intermembranacea da glote, apresenta as trés camadas da
LP conectadas ao rigido esqueleto laringeo por zonas de transi¢do altamente diferenciadas na
extremidade anterior e posterior da prega vocal: as maculas flavas anteriores e posteriores. As
maculas flavas sdo continuagdes da camada intermediaria da LP e parecem funcionar como
amortecedores nas insercoes da PV, levando a mudancga gradual na resisténcia da estrutura das
cartilagens rigidas para a mucosa flexivel. Anteriormente a macula flava anterior, observa-se
uma massa de fibras coladgenas, o tenddo da comissura anterior, que se insere na cartilagem
aritendidea e se continua posteriormente com a camada profunda da LP (MELO, 2004).

Nao se observam glandulas nem vasos sangiiineos calibrosos proximos ao bordo livre
da prega vocal. Na camada superficial da LP se observam apenas capilares, enquanto na
camada intermedidria e profunda encontram-se arteriolas, vénulas, pequenas artérias e veias.
Os vasos sangiiineos da mucosa, no bordo livre, originam-se das regides anterior e posterior
da parte intermembranacea da glote, e a partir dai correm paralelamente ao bordo livre da
prega vocal. Alguns poucos vasos penetram na mucosa diretamente do musculo subjacente,
sendo todos muito pequenos. Este arranjo vascular ajuda a manter a vibracdo do tecido
(HIRANO; 1993; MELO, 2004).

As camadas intermediarias e profundas da LP das pregas vocais constituem o
ligamento vocal, o qual corresponde a zona de transicdo que funcionaria como acoplador
entre a mucosa superficial e o0 musculo vocal IMAMURA; TSUJI; SENNES, 2003; MELO,
2004).

O musculo vocal (musculo TA) ¢ a base da prega vocal. Ele possui inser¢ao anterior
no angulo da cartilagem tiredidea e posterior na apdfise vocal. Possui dois feixes de fibras, um

interno, que se insere no processo vocal, com fibras de atividade lenta e de acdo na fonagao, e
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outro externo, que se insere no processo muscular, relacionado ao processo de aducao.
Apresenta mitocondrias, as quais sdo responsaveis pelo suprimento energético mediante a
formagdao de adenosina trifosfato, com o dobro de tamanho em relagdo as mitocondrias
encontradas na musculatura do biceps (ABITBOL, 1995).

HIRANO (1974 e 1993), baseado na andlise da organizagdo estrutural das pregas
vocais, as quais mostraram variagdo gradativa da rigidez de cada camada, sendo mais
maleaveis na superficie e tornando-se cada vez mais rigidas em direcdo ao musculo vocal,
introduziu o conceito "cobertura-corpo", segundo o qual as cinco camadas histoldgicas da
prega vocal sdo agrupadas conforme suas diferentes propriedades mecanicas, podendo, entao
serem constituidos trés compartimentos (IMAMURA; TSUJI; SENNES, 2003; MELO, 2004)
(figura 22):

1. Cobertura: epitélio e camada superficial da 1amina propria

2. Transi¢do: camada intermediaria e camada profunda da ldmina propria.

3. Corpo vocal: musculo vocal.

Outro elemento importante na organizagdo estrutural da prega vocal ¢ a camada de
muco que recobre a mucosa. A presenca de um filme mucoso de composicao e viscosidade
adequadas, que ¢ continuamente deslocado sobre o epitélio, mantém as pregas vocais imidas
e lubrificadas, possibilitando a vibragdo. Nao existem glandulas nas pregas vocais, sendo esse
muco produzido pelas glandulas do ventriculo e bandas ventriculares (IMAMURA; TSUIJI;
SENNES, 2003).



FIGURA 22 - ORGANIZACAO ESTRUTURAL DA PREGA VOCAL. TEORIA DA
“COBERTURA E CORPO”

Cobertura

Epitélio

Lémina prpria
Camada superficial

Camada intermediiria
Camada profunda

Transicio

Musculo vocal ~—————— Corpo

FONTE: IMAMURA; TSUJI; SENNES, 2003
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ANEXO IV

FUNCAO FONATORIA DA LARINGE

A produgdo da fala envolve basicamente trés processos: a produ¢do do som glotico
pela vibracao das pregas vocais, seguida da ressonancia e articulagdo deste som, que ocorrem
no trato vocal supraglotico. Desta forma nao sé a laringe, mas todo o sistema respiratorio e
também o trato vocal sdo importantes na producgao da fala (PEARSON, 1994).

Do ponto de vista vocal, a laringe poderia ser considerada como fonte de transducao
de energia aerodinamica em acustica (KITZING, 1985).

A teoria aceita para explicar o fendmeno vibratorio ¢ a teoria mieloelastica-
aerodinamica da produ¢do vocal. Na descricdo de Van den berg as pregas vocais sdo ativadas
por uma corrente de ar vinda dos pulmdes e traquéia, de forma que a freqiiéncia de vibragao
parece depender da massa efetiva e tensdo de pregas vocais, que sdo reguladas, nos mais
refinados detalhes, pela inervacdo sustentada dos musculos intrinsecos e extrinsecos da
laringe e pela atividade de 6rgdos inferiores e dos ressoadores associados ( VAN DEN BERG;
ZANTEMA; DOORNENBAL,1957).

Segundo essa teoria, sob controle neuromuscular, as pregas vocais sdo aduzidas na
linha média, assumindo a postura fonatdria, constituindo o componente mioeléstico. A
atividade neuromuscular participa ainda do controle da massa, tensdo e elasticidade das
pregas vocais, fatores importantes para manutencdo e modulagdo da vibragio (IMAMURA;
TSUJI; SENNES, 2003).

A partir dai, o fendmeno vibratorio ocorre basicamente por forgas aerodindmicas
relacionadas ao fluxo aéreo expiratdrio. Uma vez que as pregas vocais estdo em posi¢ao
fonatoria, o fluxo expiratorio encontra resisténcia no nivel glotico (resisténcia glotica),
gerando pressdo subgldtica crescente. Em determinado momento, essa pressdo ¢
suficientemente alta para vencer a resisténcia gldtica e deslocar as pregas vocais lateralmente,
promovendo sua abertura gradual numa posicdo de inferior para superior (figura 23)

(IMAMURA ; TSUJI; SENNES, 2003).
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FIGURA 23 — REPRESENTACAO DAS PRINCIPAIS FORCAS QUE DETERMINAM A
VIBRACAO DAS PREGAS VOCAIS

NOTA: a for¢a de abertura ¢ representada pela pressdo subglodtica (C), e as
forcas de fechamento sdo representadas pela elasticidade da prega vocal (A) e
pelo efeito de Bernoulli (B)
FONTE: IMAMURA; TSUJI; SENNES, 2003
Uma vez que a glote é aberta pela passagem do ar, diversas forgas interagem
imediatamente para promover o fechamento glotico. Existem duas for¢as de fechamento
principais: a elasticidade das pregas vocais e o efeito de Bernoulli. Alguns autores consideram
a reducdo da pressdo subgldtica decorrentes do escape de ar pela abertura glotica, como uma
forca de fechamento. A elasticidade ¢ regulada pela atividade da musculatura intrinseca das
pregas vocais, que controla o grau de tensdo, massa e estiramento das pregas vocais. O efeito
de Bernoulli estabelece que o ar escapando através da glote estreita gera pressdo negativa
nesse nivel e torna possivel a criagdo de um vacuo parcial entre as pregas vocais, que propicia
seu contato por uma for¢a de sucgdo, permitindo o inicio da sua vibragdo. O mecanismo
basico de produgdo da voz depende dessa relagdo equilibrada das forgas exercidas pelos
musculos intrinsecos da laringe e corrente aérea expiratoria (VAN DEN BERG, 1957; TITZE,
1980; PRATER; SWIFT, 1986). Essa suc¢do auxilia na aproximagdo das pregas vocais.
Finalmente, com o escape de ar pela glote, a pressdo subglotica cai, reduzindo a forga que

mantém as pregas vocais separadas. Pelo efeito conjunto desses trés fatores, as pregas vocais
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sdo aproximadas. Esse ciclo de vibragdo ¢ chamado ciclo gldtico ou vibratério (figura 24)
(IMAMURA; TSUJI; SENNES, 2003).

Observacgdes das pregas vocais por estroboscopia evidenciam a importancia do efeito
de Bernoulli no fechamento glotico. Esses estudos determinam que o ciclo vibratorio consiste
de trés fases: a fase de abertura, de fechamento e a fase fechada. A prega vocal possui uma
dimensdo vertical no plano coronal, que se fecha em diferentes momentos no sentido supero-
inferior. A este fendmeno se da o nome de diferenca de fase vertical (IMAMURA; TSUJI;
SENNES, 2003). TITZE, (1980) descreveu, com detalhes, a natureza dos movimentos
verticais de pregas vocais e (KITZING, 1985) reforcou a teoria, salientando que ha diferenga
de fase entre as bordas superior e inferior. O Gltimo autor relacionou os principios de vibragao
a proposta de existéncia de dois movimentos vibratdrios basicos de pregas vocais, 0s
transversos do corpo muscular e verticais da onda viajante da cobertura mucosa (KITZING,

1985).

FIGURA 24 — CICLO VIBRATORIO NORMAL

NOTA: por atuacdo da pressdo subglotica, o labio inferior comeca a se afastar (2 e 3),
ainda durante a fase fechada (1 a 3). Quando a glote se abre (4), tanto o labio inferior como
superior estdo se afastando. Contudo, antes que o labio superior atinja sua abertura maxima
(7), o labio inferior, que ja atingiu (5), comeca a se fechar, por atuacao da elasticidade da
prega vocal e do efeito de Bernoulli

FONTE: IMAMURA; TSUJI; SENNES, 2003



90

A cobertura € a regido que mais vibra durante a fonagdo, por ser uma estrutura frouxa
e flexivel. Devido & sua maior maleabilidade quando comparada as estruturas mais internas,
esse compartimento oscila sobre o corpo mais rigido, levando a formagdo de movimentos
muco-ondulatorios, vistos a laringoestroboscopia. Quando a estrutura da prega vocal ¢
violada, sobretudo em suas camadas mais profundas, essa organizacdo estrutural ¢ substituida
por fibrose, e as propriedades viscoeldsticas vibratorias das pregas vocais, a0 menos na regiao
lesada, sdo perdidas. Como conseqiiéncia, a progressao das ondas mucosas fica prejudicada e

a qualidade vocal se deteriora (IMAMURA; TSUJI; SENNES, 2003)
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ANEXO V

PRINCIPIO DA IMUNOLOGIA

Anticorpo ¢ uma molécula que tem a propriedade de combinar-se especificamente a
uma segunda molécula, chamada de antigeno. Além disso, a produ¢do de um anticorpo em um
animal ¢ induzida especificamente pela presenga de um antigeno e esta ¢ a base da resposta
imunologica LEONG; WRIGHT, (1997); SWANSON, (1988); TAYLOR; COTE, (1994). Os
anticorpos sao moléculas de imunoglobulinas que consistem de duas unidades bésicas: um par
de cadeias leves (K ou A) e um par de cadeias pesadas (a, y, 11, 8 ou E) ligadas entre si por
ligagdes de dissulfidios. O sitio de ligacdo do antigeno na molécula de imunoglobulina ¢é
chamado de idiotopo e ¢ formado pelas terminacdes "N" de uma cadeia leve e de uma cadeia
pesada.

A variagdo na composi¢cdo dos aminodcidos destas regides ¢ o que fornece a
variabilidade e a especificidade das moléculas de imunoglobulinas SWANSON, (1988);
TAYLOR; COTE, (1994). Antigeno ¢ qualquer tipo de molécula suficientemente complexa
que possua uma estrutura tridimensional relativamente rigida e que seja estranha ao
organismo no qual ¢ introduzido. Um antigeno pode ter uma ou mais regidoes que induzam a
formagdo de anticorpos. Estas regides sdo chamadas de epitopos e sdo elas que se ligam aos
idiotopos dos anticorpos SWANSON, (1988); TAYLOR; COTE, (1994).

As moléculas de imunoglobulinas sdo suficientemente complexas para elas mesmas
servirem de antigenos quando introduzidas em um organismo. A imunoglobulina pode servir
tanto de anticorpo, ligando-se especificamente a antigenos tissulares ou celulares, como
antigeno, sendo sitio de ligagdo para outros anticorpos. Nas reagdes imuno-histoquimicas,
chama-se de anticorpo primdrio aquele que se liga diretamente ao antigeno pesquisado,
anticorpo secundario ao anticorpo que se liga ao anticorpo primario, € assim sucessivamente.
Estas formas de ligacdo entre anticorpos e antigenos sdo amplamente exploradas pelas
técnicas imuno-histologicas, e elas sdo os principios da grande especificidade e versatilidade
do método SWANSON, (1988); TAYLOR; COTE, (1994).

Além da especificidade das ligagdes, ha grande afinidade entre as moléculas de
anticorpos e antigenos, fazendo com que as ligacdes sejam estaveis e duradouras. Tanta
especificidade como afinidade permitem que os anticorpos sejam utilizados como sondas para

detecgdo de antigenos localizados em tecidos ou preparagdes celulares. Contudo, os
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anticorpos ndo podem ser visualizados por microscopia Optica ou eletrdnica a ndo ser que
estejam marcados de alguma maneira que permita a sua visualizacdo. Existem inimeras
maneiras de se marcar o anticorpo para esta finalidade. Uma delas ¢ a marcacao de anticorpos
com compostos fluorescentes, como explicados anteriormente. Outra forma ¢ a utilizagao de
ouro ou mercurio para marcar os anticorpos e visualiza-los com a utilizagdo de microscopia
eletronica. A terceira e mais importante forma ¢ a marcagdo de anticorpos com enzimas, que
na presen¢a de um sistema de substratos adequado, induz a formagao de um produto colorido,
detectavel pelo olho humano ao microscopio 6ptico SWANSON, (1988); TAYLOR; COTE,
(1994).

Anticorpos

Existem dois tipos de anticorpos utilizados nas técnicas imuno-histoquimicas, os policlonais
e os monoclonais SWANSON, (1988), TAYLOR; COTE, (1994).

Anticorpos policlonais sdo aqueles obtidos através da purificagdo do soro de um coelho
previamente sensibilizado por um antigeno que contém diversos epitopos. Diversos clones de
plasmécitos produzem diferentes anticorpos contra varios epitopos de um mesmo antigeno.
Conseqiientemente, os anticorpos presentes no soro sao imunoquimicamente desiguais; eles
reagem com diversos epitopos do antigeno contra os quais foram produzidos. Os anticorpos
policlonais, de modo geral, sdo bastante sensiveis mas, por outro lado, menos especificos
SWANSON, (1988); TAYLOR; COTE, (1994).

Anticorpos monoclonais sdo produzidos por um unico clone de linfocitos B. O animal
utilizado geralmente ¢ um camundongo previamente sensibilizado por um antigeno. Linfécitos B
do baco deste animal sdo fusionados a uma cultura de células de mieloma animal geneticamente
manipuladas e que perderam a capacidade de produzir as suas proprias imunoglobulinas. Apods a
hibridizacdo, as c€lulas neoplasicas passam a produzir apenas um anticorpo contra um epitopo do
antigeno, de maneira clonal. Utilizando técnicas complexas e laboriosas, os clones celulares sdo
separados, bem como os anticorpos produzidos por cada clone. Estes anticorpos sao
imunoquimicamente idénticos entre si e reagem contra um epitopo especifico do antigeno contra o
qual eles foram produzidos. Apesar dos anticorpos monoclonais serem relativamente menos

sensiveis, eles sdo altamente especificos SWANSON, (1988); TAYLOR; COTE, (1994).

Métodos imunoenzimaticos

Os métodos imunoenzimdticos, ou "técnicas imunoistoquimicas" como sdo mais
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conhecidos na pratica de patologia cirtirgica, baseiam-se na ligacdo de uma enzima ativa a um
anticorpo especifico, utilizando-se a atividade enzimatica da enzima para produzir mudanga de
coloragdao de um substrato nos locais onde o complexo anticorpo-enzima esta localizado no tecido.
Com a produ¢do de uma cor a localizacao da ligagdo do anticorpo ao antigeno tecidual ou celular
pesquisado pode ser visivel SWANSON, (1988); TAYLOR; COTE, (1994); ALVES; BACCHI;
VASSALLO, (1999); BOENISH, (2001).

Existe grande numero de técnicas imunoistoquimicas SWANSON, (1988); TAYLOR;
COTE, (1994), ALVES; BACCHI; VASSALLO, (1999); BOENISH, (2001).

Isto se deve a variagdes quanto ao niumero de anticorpos aplicados nos métodos, aos tipos
de enzimas utilizadas e aos tipos de substincias ndo-imunoldgicas introduzidas nas reagdes.
Quanto ao nuimero de anticorpos aplicados nos métodos, eles podem ser métodos diretos ou
indiretos.

Me¢étodo direto ¢ mais simples de todos, no qual o complexo anticorpo-enzima primario ¢é
introduzido diretamente ao tecido ou preparado citologico em estudo. Com a adi¢do do substrato
para a enzima, os locais aos quais os conjugados se ligaram sdo revelados. Apesar de serem
extremamente rapidos, estes métodos sao pouco especificos e tém dificil controle da qualidade das
reagoes TAYLOR; COTE, (1994).

No método indireto o tecido ou preparado citolégico em estudo ¢ incubado com um
anticorpo primario, ¢ lavado, e em seguida ¢ aplicado um conjugado anticorpo-enzima, cujo
anticorpo tem especificidade contra o anticorpo primario. Todos os sistemas de detec¢do mais
comumente aplicados sdo baseados em variagdes dos métodos indiretos, como sera comentado
adiante TAYLOR; COTE, (1994).

Os métodos imunoenzimaticos mais comumente utilizadas sdo: método de imunocomplexo
do tipo peroxidase-antiperoxidase e técnica imunoenzimatica avidina-biotina SWANSON, (1988);

TAYLOR; COTE, (1994); ALVES; BACCHI; VASSALLO, (1999); BOENISH, (2001).

Meétodo peroxidase-antiperoxidase (PAP)

Este método consiste na aplicagdo de um anticorpo secundario que se liga tanto ao
anticorpo primario como a um imunocomplexo do tipo enzima-anticorpo, no caso, peroxidase-
antiperoxidase. O segundo anticorpo age como uma ponte entre o primeiro anticorpo e o complexo
peroxidase-antiperoxidase; sdo utilizadas trés moléculas de antigeno (peroxidase) que se liga a

duas moléculas de anticorpo TAYLOR; COTE, (1994).
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Método avidina-biotina-peroxidase (ABC)

A avidina ¢ uma glicoproteina basica com quatro sitios de ligacdo com alta afinidade pela
biotina, € qualquer uma das duas pode ser conjugada a enzima peroxidase para serem utilizadas em
reacdes imunoistoquimicas. Um anticorpo biotinilado (isto ¢, conjugado com biotina) serve como
ponte entre o anticorpo primario (aquele que se liga diretamente ao antigeno) e o complexo
enzimatico avidina-biotina-peroxidase. Neste caso, usufrui-se da intensa afinidade da biotina pela
avidina, que ¢ muito mais forte que a afinidade do anticorpo pelo antigeno e que produz uma
reagdo praticamente irreversivel, para que o anticorpo marcado ligue-se com alta sensibilidade ao

antigeno correspondente TAYLOR; COTE, (1994).

Outros métodos imunoenzimaticos

Me¢étodo fosfatase alcalina anti-fosfatase alcalina (APAAP) - tecnicamente, este método ¢
muito parecido ao peroxidase-antiperoxidase; a diferen¢a ¢ no complexo enzimatico empregado.
Este método ¢ particularmente til quando se trata de tecidos ou preparados citologicos com alta
concentragdo de peroxidase endogena (comentada adiante), como medula 6ssea e tecido linfoide.
Ele também ¢ usado quando se realiza dupla marcacdo imunoenzimatica num mesmo tecido ou
preparado citologico. Um antigeno ¢ pesquisado com o método peroxidase-antiperoxidase que usa
um substrato de coloragdo marrom, € o outro antigeno sdo pesquisados com o método fosfatase
alcalina anti-fosfatase alcalina que usa um substrato de cor vermelha. Outra diferenga em relacao
ao método peroxidase-antiperoxidase ¢ que no método fosfatase alcalina antifosfatase alcalina sdo
utilizados duas moléculas de antigeno (fosfatase alcalina) e um anticorpo. Este tipo de ligacdo ¢
muito semelhante ao normalmente encontrado em anticorpos bivalentes e faz com que os
complexos fosfatase alcalina anti-fosfatase alcalina possam ser arquivados por prolongados
periodos TAYLOR; COTE, (1994).

Método da proteina A faz parte da parede celular da maioria das cepas de
Staphy/ococcus aureus. Esta proteina tem alta afinidade por imunoglobulinas de diversas
espécies mamarias, como o homem, coelho e camundongo, e isto permite que a proteina A
seja utilizada de diversas maneiras nas técnicas imunoenzimaticas. Uma delas € introduzir um
conjugado da proteina A com peroxidase ou fosfatase alcalina sobre um tecido ou preparado
citolégico em estudo apos a aplicagdo do anticorpo primario, que geralmente ¢ uma
imunoglobulina de coelho ou camundongo TAYLOR; COTE, (1994).

Método estreptavidina-biotina - neste caso, a avidina ¢ substituida pela estreptavidina,
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glicoproteina andloga a avidina que ¢ isolada da bactéria Streptomyces avidinii. Como a
avidina, a estreptavidina tem alta afinidade pela biotina, e as rea¢gdes imunoenzimaticas que
usam esta proteina t€ém grande sensibilidade e especificidade na detecgdo dos sitios de ligagao
dos anticorpos, com menor coloragdo inespecifica, quando comparado ao método avidina-
biotina. Tanto a enzima peroxidase como a fosfatase alcalina podem ser usadas como

conjugados TAYLOR; COTE, (1994).



