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RESUMO

DEPOSICAO DE COLAGENO E FORMAGAO DE SINEQUIAS NA PREGA
VOCAL DE SUINOS APOS EXERESE DE FRAGMENTO DE MUCOSA COM
LASER DE CO, : EFEITO DA MITOMICINA-C TOPICA.

Introducéo:A fonocirurgia a laser de CO,, a partir da alta tecnologia desenvolvida nos
ultimos anos, tem permitido cirurgias mais precisas e conservadoras. Varias terapias
adjuvantes tém sido estudadas na tentativa de modular o processo de cicatrizacao.
Recentemente foi demonstrado que a Mitomicina-C topica (MTC topica) reduz a fibrose
poOs-operatdria experimentalmente em diversos modelos animais e no ser humano.
Objetivo: Avaliar os efeitos da MTC topica no processo de cicatrizacdo de pregas
vocais de suinos 30 dias apds exérese de fragmento de mucosa com laser de CO,
mediante a mensuracdo da deposicao de colageno e formacdo de sinéquias. Material e
método: Foram estudados 12 suinos jovens (6 machos e 6 fémeas), separados em 2
grupos: controle (n=6 ) e experimento (n=6 ). Grupo controle, realizada exérese de
fragmento de mucosa a laser de CO, sem o0 uso da MTC topica. Grupo experimento:
apos a exeérese de fragmento de mucosa a laser de CO, foi aplicada MTC topica. Os
procedimentos cirdrgicos a laser de CO, foram realizado com 2 watts de poténcia, de
forma continua, no modo focado em superpulso, com microspot de 250u. Apos 30 dias
os animais foram submetidos a eutanasia e coletadas amostras das pregas vocais para
avaliacdo macroscopica da formacdo de sinéquias e para analise histoldgica, a fim de
quantificar a deposicao de colageno, mediante coloracdo de Picrosirius Red, através do
programa Pro Image-plus 4.5° acoplado ao microscopio Olympus® BX50. Os
resultados foram comparados pelo teste de Wilcoxon, com p<0.05. Resultado: A média
da 4rea do colageno total das pregas vocais do grupo controle foi de 2648,03 pm?,
enguanto a média do colageno total das pregas vocais, quando utilizada a MTC topica
foi de 2200,30 um?, (p = 0,0043). N&o houve formacao de sinéquias em nenhum animal.
Conclusdo: A MTC usada topicamente apds 30 dias da exérese de fragmento de
mucosa da prega vocal a laser de CO, em suinos diminui, significativamente, a
deposicdo do colageno total, e ndo se associa a formacéo de sinéquias pds cirdrgicas em
nenhum dos animais estudados.

Palavras-chave: Experimental, Mitomicina-C, Cicatrizacdo, Prega vocal, Suinos, Laser
CO;
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ABSTRACT

COLLAGEN DEPOSITION AND ADHERENCE FORMATION IN SWINE VOCAL
FOLDS AFTER MUCOSAL FRAGMENT EXCISION WITH CO, LASER: EFFECTS
OF TOPICAL MITOMYCIN-C.

Introduction: Laser phonosurgery, due to new technology development over the last
years, allowed more conservative and precise surgical procedures. Several adjuvant
therapies have been investigated to help modulate the wound healing process. Recently,
topical Mitomycin-C.(MTC) has been associated with reduction in post-operative
adherences. Objectives: To evaluate the effects of topical MTC on the healing process
in vocal folds mucosa of swines after mucosal fragment excision with CO, laser by
measuring collagen deposition and adherence formation in a 30 day period. Material
and Method: Twelve larger white pigs were divided into two groups of 6 animals each:
control group, where surgical excision was made with CO, laser without application of
topical Mitomycin-C and experimental group, in which MTC was applied after the
vocal fold CO; laser excision. The CO, laser surgical procedures were performed with
2 watts, in continuous mode and superpulse 250u microspot. After 30 days, by the time
of euthanasia, the formation of adherences was evaluated by macroscopic evaluation
and the collagen depositions, by Picrosirius Red stain under pollarized light. The
histologic examinations were analysed by Pro-Image Plus® 4,5 connected to a
Olympus® microscope BX 50. The results were compared using the Wilcoxon test with
p< 0,05. Results: The amount of total collagen deposition on the vocal folds in the
control groups was 2648,03 um?, while the amount of total collagen of vocal folds using
MTC was 2200,30 u? (p=0,0043). Adherence formation was not observed in any group
Conclusion: Topical MTC used after 30 days of parcial excision of swines vocal folds
using CO;, laser is associated with a significant decrease in the area of total collagen
deposition, without formation of adherences.

Key-words: Experiment, Mitomycin-C, Healing, Vocal fold, Swines, CO,, laser.
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1 INTRODUCAO



A laringologia teve grande avango com o desenvolvimento e o aperfeicoamento
de vérias técnicas de visibilizacdo da laringe, em particular com o emprego do
microscopio cirrgico e, mais recentemente da video endoscopia. A fonomicrocirurgia,
a partir dos trabalhos de KLEINSASSER, em 1964, permitiu ndo s6 maior facilidade no
ato cirurgico, mas, principalmente, na documentacao e no ensino da patologia laringea
em toda a sua extensao, possibilitando cirurgias mais precisas e conservadoras. Este é o
avango mais importante da laringologia moderna.

O laser mais comumente utilizado em cirurgia da laringe é o de CO,, tornado
popular apds os relatos de JAKO, et al ,(1972). Os “fonocirurgides” atuais executam
cada vez mais procedimentos que visam melhorar a qualidade vocal e aumentar a
velocidade na recuperacdo da funcdo fonatéria GARRET, et al, (2001). As técnicas
atuais de fonomicrocirurgia usando laser de CO, sdo baseadas na compreensédo recente
dos mecanismos fisiopatoldgicos da prega vocal, como também nos principios fisicos e
bioldgicos da tecnologia do laser de CO,, levando em consideracdo a sua interagdo com
0s tecidos.

O laser de CO,, que utiliza um manipulador do tipo microspot, concentra a
energia em um ponto mais localizado na éarea irradiada e, teoricamente, elimina de
maneira eficaz o efeito da falta de precisdo. Portanto, um laser que ofereca a vantagem
de menor dano termal nos tecidos adjacentes e que esteja associado a fatores locais que
proporcionem melhor cicatrizacdo, seria ideal para os procedimentos microcirirgicos
endolaringeos GARRET, et al, (2001). Varias modificacGes foram feitas na utilizagédo
do laser de CO, com este intuito e incluem: a diminuicdo do tamanho do spot de
irradiacdo, variagdes no pulso de energia, irradiagdo controlada por computador.

Os objetivos destas técnicas sdo os de minimizar a formagdo de cicatriz,
aderéncias e rigidez da cobertura mucosa, resultando em melhora objetiva e subjetiva do
padrdo vocal. No entanto o resultado inevitdvel de qualquer incisdo cirdrgica é a
possibilidade de formacdo de cicatriz ELIASHAR, et al, (1999).

Com as novas técnicas cirargicas em laringe, como a preservacdo da mucosa e
do ligamento vocal, tem-se obtido melhor qualidade vocal pos-operatéria. No entanto, a
formacgéo de tecido cicatricial permanece sendo fonte potencial de problema para o

fonocirurgido na busca da qualidade vocal. Terapias adjuvantes tém sido investigadas



para ajudar a modular o processo cicatricial na prega vocal, apds excisdao de sua
cobertura mucosa. Corticoesterdides sistémicos ou tdpicos, resfriamento prévio ao
procedimento cirargico, cola de fibrina, dentre outros métodos, sdo usados no sentido de
melhorar a cicatrizacdo da cobertura mucosa apds o procedimento fonocirdrgico.
ABITBOL, (1995); BOUCHAYER, et al, (1998).

Dentre os varios métodos investigados para modular o processo cicatricial, a
MTC é um agente antimetabdlico que inibe a proliferacdo de fibroblastos quando
aplicado topicamente, inibindo de forma seletiva a sintese de DNA e, em altas doses, a
sintese de RNA, alterando, desta maneira, a sintese protéica. Por esta razdo tem sido
utilizada freqlientemente na oftalmologia para reduzir a formacao de cicatriz KHAN, et
al, (1993). A MTC demonstrou ter efetividade na diminuicdo da fibrose quando
utilizada experimentalmente para o tratamento da estenose subglotica e estenose glotica
posterior. Nestes estudos, a cicatrizacdo anormal e a formagdo de estenoses foram
controladas e substituidas pelo retorno da mucosa de revestimento pelo uso topico de
MTC. ELIASHAR, et al, (1999).

A MTC e um quimioterapico que apresenta capacidade de inibir fibroblastos in
vitro. Esta caracteristica estimulou o seu uso experimentalmente em animais e no ser
humano. Nao foram identificados na literatura estudos que tivessem resultados
avaliados os efeitos da MTC topica apés cirurgia a laser de CO, em pregas vocais

suinas.

11 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar a cicatrizagdo em pregas vocais de suinos
apos exeérese de fragmento de mucosa com laser de CO, com ou sem a utilizacdo de
MTC topica e analisar apds 30 dias 0s seguintes parametros:

a. adeposicdo de coldgeno total.

b. aformacéo de sinéquias pos-operatorias.



2 REVISAO DA LITERATURA



2.1  ANATOMIA DA PREGA VOCAL

As pregas vocais localizam-se na laringe, e sdo constituidas por conjunto
arquitetbnico de cartilagens unidas por ligamentos, membranas e mdsculos. Sua
estrutura anatémica foi proposta por HIRANO, (1974, 1993), sendo composta por uma
cobertura que corresponde ao epitélio pavimentoso estratificado e a camada superficial
da lamina propria ou Espago de Reinke. A zona de transicdo é representada pelas
camadas intermediarias e profundas da lamina propria, formando o ligamento vocal.
Finalmente o corpo da prega vocal é formado pelo masculo vocal.

Sendo assim, agrupam-se as camadas em 3 compartimentos, que sdo: cobertura,
transicdo e corpo vocal, conforme descrito abaixo:
1.Cobertura:

a. Epitélio

b. Camada superficial da lamina prépria
2. Transicao:

c. camada intermediariada lamina propria
d. camada profunda da lamina prépria

3. Corpo vocal:

e. musculo vocal.

1- Cobertura:

O epitélio da prega vocal, pavimentoso estratificado ndo queratinizado, pode ser
considerado uma fina camada que mantém as estruturas da prega vocal em seu formato
original. A membrana basal apresenta pequenos sulcos em toda sua extensdo
promovendo acentuado aumento da area de apoio para as celulas teciduais. Os
desmossomos localizados na juncéo entre as células, diminuem de freqiiéncia quando se
aproximam da camada mais superficial da prega vocal, permitindo melhor movimento
vibratorio.

A camada superficial da lamina prdpria é composta de uma substancia amorfa, a

qual ¢ a principal responsavel pelo processo de vibragdo da prega vocal.



Entre o epitélio e a camada superficial da l&mina propria existe uma area

membranosa, rica em proteinas, responsavel em dar sustentacdo a prega vocal.

2- Transicédo

A camada intermediaria da lamina propria é composta por fibras elasticas
dispostas simetricamente, e a camada mais profunda, é constuida por fibras de colageno,
e ajuda na sustentacdo. A porcao entre a camada intermediaria e a profunda é chamada
de ligamento vocal, situada no apice da prega vocal e é constituida de fibras elasticas
densas, que passam entre as duas camadas que a formam e vao originar o esqueleto do
musculo vocal.

N&o existem glandulas, nédulos linfaticos e pouco sangue flui entre as trés
camadas da prega vocal. As glandulas responsaveis pela umidificacdo estdo localizadas
no ventriculo e nas bandas ventriculares.

Os capilares estdo dispostos paralelos, raramente vasos adentram a mucosa,

porém sdo eles os responsaveis por manter a temperatura e a oxigenacao da prega vocal.

3- Corpo vocal

E formado pelo masculo vocal sendo a base da prega vocal e corresponde a
musculatura esquelética. E formado por fibras musculares longas, cilindricas e
constituidas por miofibrilas. Apresenta mitocondrias, as quais sao responsaveis pelo
suprimento energético através da formacdo de ATP e tém o dobro de tamanho em
relacdo as mitocondrias encontradas na musculatura do biceps. ABITBOL, (1995).

O musculo tireoaritendide (TA) compde a prega vocal, tem sua insercédo 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
acao na fonacdo e outro externo, que se insere no processo muscular, relacionado ao

processo de adugéo.
2.2 PROCESSO CICATRICIAL
No processo de reparagdo das lesbes nos animais vertebrados ocorre uma

sequéncia de eventos moleculares, que visa restaurar o tecido que sofreu determinado

tipo de dano. No entanto, o organismo falha em seu objetivo final de controlar o tecido



lesado, ocorrendo entdo o reparo com a formagdo de uma cicatriz, num processo que
justifica o termo cicatrizagéo.

SCHILLING, (1976) propos dividir o processo de cicatrizagdo em trés fases
distintas independentemente do tecido lesado:

a) Fase exsudativa ou inflamatoria: logo ap0s a lesdo ocorre extravasamento de
sangue, preenchendo a area lesada com plasma e elementos celulares e aumento da
permeabilidade capilar, com liberacdo de proteinas plasmaticas. O processo
inflamatdrio, causa eritema e edema localizados. Tem duragédo de 24 a 72 horas.

b) Fase proliferativa ou fibroplasia: os fibroblastos e as células endoteliais sdo as
células primarias que proliferam durante esta fase. Os fibroblastos migram para o local
da ferida oriundos do tecido circundante, e as células endoteliais proliferam a partir das
vénulas intactas localizadas proximo da ferida e formam capilares pelo processo de
angiogénese. Componentes protéicos da matriz extracelular sdo sintetizados nessa fase,
entre 4 a 21 dias.

c) Maturacdo ou remodelagem: comeca ap6s 2 a 4 semanas. Ocorre a deposi¢édo
de colageno maduro na ferida. Essa fase pode ser alterada por doencas sistémicas ou

processos locais (diabetes, desnutrigdo, infeccao).

2.3  LASER NA CIRURGIA DA LARINGE

A palavra laser é acromio de “amplificagdo luminosa por emissdo estimulada de
radiacdo” (light amplification of stimulated emission of radiation). EINSTEIN postulou
a teoria da emissdo estimulada de radiacdo em 1917, discutindo a interacdo de atomos,
ions e moléculas com a radiacao eletromagnética. DICKE, et al, (1960) demonstraram a
organizacdo da energia em um feixe de luz intenso por processo de “feedback” optico e
amplificagdo. Um atomo com nivel de energia alto pode perdé-la rapidamente pela
interacdo de fotons com energia conhecida, emitidos na mesma direcdo, com frequiéncia
e energia iguais. Esse processo € o principio fisico do laser. TOWNES, (1965) relatou,
em seus estudos, a emissdo estimulada de radiacdo, possibilitando a criagcdo do primeiro
laser, desde entdo aperfeicoado inimeras vezes até a obtengdo de um aparelho adequado
as diversas necessidades medicas.

O laser é um fluxo luminoso de alta intensidade de energia com caracteristicas
bem definidas:

a) Unico comprimento de ondas (monocromatismo);



b) Sem divergéncia dos raios, mesmo por grandes distancias (colimada);

¢) Ondas em mesma fase no tempo e espago (coeréncia);

d) Pulsos de duracdo curta.

Estas caracteristicas permitem alta concentracdo de energia luminosa e, através
de lentes, prismas e espelhos, podem ser projetados em areas pequenas e precisas.

Todos os instrumentos a laser tém uma camara 6tica com dois espelhos,
separados por meio ativo, o qual pode ser o dioxido de carbono (CO;) ou outro
material. Uma fonte de energia externa excita 0 meio ativo, ocorrendo emissdao de
fotons, que passam por um sistema de lentes e espelhos, direcionando a emisséo
BRUNETAUD, et al, (1982). O laser mais comumente utilizado em cirurgia laringea é o
de CO,. Esse tipo de instrumento produz luz infravermelha invisivel no espectro
eletromagnético e apresenta comprimento de onda de 10,6 micra ou 10600 nm. A luz
laser vermelha, que se vé quando do funcionamento do aparelho, é de um laser de
radiacdo visivel, de baixa intensidade de Hélio-Neon, entre 400 e 700 nm, e serve de
guia para a realizacdo de procedimentos terapéuticos. A energia produzida é
intensamente absorvida por tecidos com grande quantidade de agua em suas células.
Porém, o efeito térmico em tecidos adjacentes é minimo. Esse tipo de laser pode ser
acoplado a um conjunto de espelhos, possibilitando seu uso em conjunto com o
microscopio, aumentando sua aplicabilidade e possibilitando ao cirurgido operar com as
duas méos. As vantagens na laringologia sdo muitas: € absorvido pela agua, principal
elemento do tecido das pregas vocais; tem um efeito de corte com minima lesdo
térmica; a hemostasia é excelente e ocorre minima manipulacéo do tecido, diminuindo o

risco de infeccéo.



2.4 INTERACAO LASER-TECIDO

A energia do laser tem seu efeito sobre o tecido por conversdo em calor da
energia absorvida. A quantidade desta energia depende da poténcia do laser e do
coeficiente de absor¢do do tecido. Tecidos com grande coeficiente de absorgéo
apresentam grande penetracdo de energia, enquanto tecidos com baixo coeficiente de
absorcéo apresentam depdsito de energia na superficie.

A lesdo térmica comeca em 50° C, a coagulacdo ocorre entre 60 e 65° C e a
desnaturacéo protéica entre 70 e 100° C. Em temperaturas superiores a 100° C, ocorre a
carbonizacdo do tecido. A lesdo tecidual é dependente do coeficiente de absorgéo,
densidade da poténcia do laser, tempo de exposicéo a energia e comprimento de onda da
energia. Portanto quanto maior o didmetro do feixe de laser, maior a quantidade de
energia necessaria para causar lesdo tecidual. Ja com o aumento do diametro do feixe e
a manutencdo da poténcia, a quantidade de tecido lesionado diminui. PASCHOAL,
(1991)

2.5  IMPORTANCIA DO COLAGENO NA CICATRIZACAO DE FERIDAS

As moléculas do colageno consistem em trés cadeias de polipeptideos, formando
um hélice triplo. O colageno pode ser classificado de acordo com a estrutura do hélice
dominante e com o seu tamanho molecular. 1: coldgeno fibrilar (tipo I, II, 111, V e IX),
2: colageno nao fibrilar grandes (tipos 1V, VI, VIl e XII) e 3: coldgeno de cadeia curta
(tipos VIII, X e XIII). Os colagenos I e 11l s&o os mais importantes colagenos fibrilares
produzidos pelo tecido de granulacdo durante a cicatrizacdo de feridas, e sua taxa varia
nos diferentes tecidos e durante as fases da formacdo do tecido de granulacdo
BRASKEN, (1991). O colageno é o componente mais importante na reparacio dos
tecidos SAVASSI, et al, (1994) ; THORNTON, et al, (1997), sendo o maior
componente estrutural da matriz extracelular e representa 25% da proteina corporal

total.

2.6 COLORACAO DE PICROSIRIUS RED

Investigando um material que corasse permanentemente 0 colageno,

introduziram na técnica histolégica o corante Vermelho Sirio associado ao &cido picrico



10

(solucéo de Picrosirius Red), que substituiu a fucsina acida no método tricromico de
Van Gieson. SWEAT, et al, (1964). Quatro anos depois, CONSTANTINE, et al, (1968)
observaram que o Vermelho Sirio aumentava a birrefringéncia das fibras colagenas
quando estudadas em microscopio de polarizacao.

Como o colageno é uma proteina bésica, € provavel que os grupos sulfonicos do
corante Vermelho Sirio a 0,1%, possam interagir em um pH baixo com 0s grupos amino
da lisina e hidroxilisina, € 0s grupos guanidina da arginina. O papel do acido picrico na
coloracé@o do colageno é desconhecido, sendo que, quando omitido da solucdo corante,
todos os componentes teciduais ficam vermelhos. Portanto, este parece prevenir a
coloracdo indiscriminada de estruturas sem colageno pelo Vermelho Sirio. Observa-se,
contudo, que mesmo quando o acido picrico ndo € usado, apenas o colageno mostra
intensificacdo da birrefringéncia JUNQUEIRA, et al, (1979).

Durante a maturacdo das fibras, o conteudo de proteoglicano altera-se, ocorre
desidratacdo e o nimero de liga¢des cruzadas e grupos laterais, bem como diametro das
fibras de colageno, aumentam notavelmente. Todos estes fatores levam ao incremento
na intensidade de birrefringéncia e, a0 mesmo tempo, a mudanca na cor de polarizagéo.
Assim, as fibras de colégeno tipo | jovens, muito finas, com birrefringéncia fraca,
aparecem em cor verde, como as fibras maduras tipo Ill. Elas se tornam laranjas ou
vermelhas sob polardides cruzados apenas tardiamente, em um estadgio mais maduro
SZENDROI, et al, (1984).

O uso da solugcdo de Picrosirius Red associada & microscopia polarizada
apresenta grande sensibilidade e especificidade, sendo um método simples e eficiente
para identificar fibras coldgenas em vertebrados, além de diferencid-las em colageno
tipo I, 11 e 11l atraves da birrefringéncia. JUNQUEIRA, et al, (1978); JUNQUEIRA, et
al, (1979); SZENDROI, et al, (1984); RABAU, et al, (1994); HIRSHBERG, et al,
(1996); HIRSHBERG, et al, (1999).

Com a microscopia polarizada, observa-se 0 aumento da birrefringéncia das
fibras colagenas quando coradas pela solucdo de Picrosirius Red. Verifica-se, também,
que pelos diferentes tipos de colageno, devido a diferenca no diametro e arranjo
estrutural de suas fibras, pode-se distinguir em trés padrdes de cores: tipo | (fibras
espessas amarelo brilhante, laranja ou vermelha), tipo Il (cores variadas distintas das
observadas no colageno 1), tipo Ill (fibras finas esverdeadas, amarelo-esverdeado)
SZENDROI, et al, (1984); RABAU, et al, (1994); HIRSHBERG, et al, (1996);
HIRSHBERG, et al, (1999).
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Além disso, alguns estudos sugerem que as diferentes birrefringéncias
observadas a polarizacdo apds o uso da solucéo de Picrosirius Red podem avaliar a fase
do processo cicatricial, sendo encontrado colageno esverdeado no inicio da cicatrizagdo
e fibras colagenas maduras, altamente birrefringentes de cor laranja ou vermelha, em
processo fibrético inativo SZENDROI, et al, (1984); RABAU, et al, (1994).

2.7 INFLUENCIA DA MTC TOPICA NA CICATRIZACAO

Varios 0s processos coadjuvantes a cirurgia tem sido tentados no sentido de
minimizar a formacdo de estenoses e sinéquias, € nem sempre com resultados
satisfatorios. Nestes casos, uma possibilidade promissora é o uso da MTC topica
utilizada experimentalmente em animais e no ser humano no sentido de inibir o

processo de cicatrizagao.

2.7.1 Estudos em Humanos

Com o intuito de diminuir a fibrose pos-operatéria na prega vocal e melhorar a
fonacdo, vérias substancias foram injetadas no intra ou no poés-operatorio imediato.
Entre estas drogas pode-se citar os esterdides BOUCHAYER, et al, (1988); ABITBOL,
(1995) GARRET, et al, (2001) e o 5-fluoracil INGRANS, et al, (2000), com resposta
controversa na literatura.

A MTC tdpica vem ganhando espago na cirurgia otorrinolaringoldgica desde que
estudos comprovaram sua eficacia na reducdo da fibrose pds-operatdria em cirurgia, do
saco endolinfatico no tratamento da doenca de Meniere YAZAWA, et al, (1999) e para
retardar a cicatrizacdo da membrana timpanica apds timpanocentese como opcao
terapéutica aos tubos de ventilacdo JASSIR, et al, (2001) como também em cirurgias
endoscodpicas nasossinusais CHUNG, et al, (2002).

A MTC é um antimetabdlito com capacidade de inibir a proliferacdo de
fibroblastos quando usada topicamente. A MTC inibe, de forma seletiva, a sintese de
DNA e, em altas doses, a sintese de RNA, alterando a sintese protéica.

Quando usado de forma sistémica apresenta, como principal efeito colateral, a
mielossupressdio CROOKE, et al, (1976). Esta substancia é isolada de Streptomyces
caespitosus e € usada por via sistémica no tratamento quimioterapico de cancer da
cavidade oral, pulmdes, pancreas, estbmago, seminomas e tumores epiteliais

BRADNER, (2001).A oftalmologia usa a MTC de forma topica para o tratamento pos-
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cirirgico de pterigio e glaucoma. Nesta indicacdo apresenta, como principais
complicagdes, ulceracdo de cornea, escleromaldcia, calcificagdo, irite, perfuracdo de
cornea e hipotonia ocular KHAN, et al, (1993). Nao foi relatado efeito colateral
sistémico com o uso tépico da MTC em oftalmologia.

RAHBAR, et al, (2001) obtiveram sucesso na aplicacdo da MTC em pacientes
com estenose gléticas, subgléticas e traqueais, sendo o primeiro estudo a demonstrar
estes resultados. SENNES, et al, (2003) estudaram a aplicacdo da MTC em dois
pacientes com estenose supraglética circunferencial importante e com tragueostomia
por insuficiéncia respiratdria obstrutiva. Fizeram seccdo radiada com laser de CO; e
aplicaram MTC na concentragdo de 0.4 mg/ml por 4 minutos. Os autores obtiveram
excelentes resultados. Os pacientes evoluiram sem dispnéia, foram decanulados e nédo

apresentaram re-estenose.

2.7.2 Estudos em Ratos

GRAY, et al, (2003) observaram que a MTC apresenta efeito maior no atraso da
cicatrizacdo quando aplicado imediatamente antes ou apds o dano feito ao tecido, com
melhor indugdo do retardo cicatricial. Entretanto este fato ndo foi observado quando
aplicado tardiamente no pds-operatorio, sugerindo que exista um espaco de tempo
adequado entre a lesdo e o tempo de aplicacdo da MTC para obtencdo do efeito
desejado.

RIBEIRO, et al, (2004) aplicaram a MTC em lesdes a laser de CO, no dorso de
ratos. Macroscopicamente ndo notaram diferenca na cicatrizacdo de feridas entre o
grupo tratado e o controle ap6s 12 semanas de tratamento, embora nas semanas iniciais
existisse esta diferenca, ja que o grupo tratado com a MTC apresentava, em média, uma
semana de atraso na cicatrizacdo macroscopica, em relagdo ao grupo nado tratado. Em
ratos sacrificados com 4 semanas de pds-operatdrio houve diferenca significativa entre
os grupos em relacdo a formacéo de colageno. Esta diferenca deixou de existir quando
compararam-se 0s grupos com 12 semanas de pos-operatorio. Os autores sugerem que,
para maior eficdcia no uso da MTC em pos-operatério, talvez seja necessario
reaplicacdo da dose entre o primeiro e o terceiro més para se obter resultado adequado.

2.7.3 Estudos em Cées
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SPECTOR, et al, (1999) demonstraram reducdo significativa na formacéo de
granulomas pdés-operatérios na laringe de cdes, reducdo na formacdo de tecido de

granulacdo e melhora da mobilidade cricoaritenoidea com o uso da MTC.

GARRET, et al, (2001) estudaram a aplicacdo da MTC na lamina prépria da
prega vocal de cdes e observaram que elas se apresentavam atroficas em relacdo aos
controles, comprovado histopatologicamente por diminuicéo de tecido conjuntivo. Estes
autores acreditam que esta atrofia pode trazer piora na vibracdo das pregas vocais, com
tendéncia a agravar-se com o passar do tempo, uma vez que o tempo de estudo foi de
apenas quatro semanas.

Estes estudos mostram o uso promissor da MTC em otorrinolaringologia, mas
ainda com duavidas a esclarecer. O trabalho foi desenvolvido com o intuito de contribuir
ao estudo da utilizagdo desta substancia com grande potencial de melhorar a qualidade

de vida de pacientes submetidos a cirurgia endolaringeas.

2.7.4 Estudos em Suinos

GARRET, et al, (2000) compararam as pregas vocais de cées, suinos e macacos,
observando a quantidade de deposicdo de colageno, fibras elasticas e tecido amorfo e
concluiram que a prega vocal do suino e do cdo sdo similares & humana quanto a
quantidade de elastina e de colageno. Neste trabalho, os autores concluiram , que o cédo
é 0 melhor modelo para o estudo da funcdo da prega vocal pois apresenta a fase vertical
da ondulagcdo mucosa vista na videolaringo estroboscopia, 0 que ndo é observado em

suinos.



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 (fotografia 1).

FOTOGRAFIA 1 - LOCALIZAGAO DAS POCILGAS

Aplicaram-se as Normas para Apresentacdo de Documentos Cientificos da
Universidade Federal do Parana (2000), obedecidos os principios do Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal COBEA, (1991), e as recomendacgdes para eutanasia de

animais experimentais propostas por CLOSE, et al, (1997).
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Os 12 suinos foram divididos em grupos separados aleatoriamente: 0s animais
do grupo controle (GC), composto por 6 animais, foram submetidos a exérese de
mucosa do bordo livre do terco anterior da prega vocal esquerda com laser de CO, sem
a utilizacdo da MTC topica. Os suinos do grupo experimento (GE), composto por 6
animais, foram submetidos a exérese de fragmento de mucosa do bordo livre do tergo
anterior da prega vocal esquerda com laser de CO,, utilizando MTC tdpica aplicada por

3 minutos apos exérese. (tabela 1).

TABELA 1 - DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO

GRUPOS PROCEDIMENTOS

Animais submetidos a exérese de fragmento de mucosa do
GRUPO CONTROLE

(1=6) bordo livre de tergo anterior de prega vocal esquerda com laser
n=

de CO, sem MTC topica.

Animais submetidos a exérese de fragmento de mucosa do
GRUPO EXPERIMENTO ] ]
(1=6) bordo livre de terco anterior de prega vocal esquerda
n=

utilizando laser de CO,, com uso de MTC tdpica.

3.2 AMOSTRA

Doze suinos da raca Larger White (6 machos e 6 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
variou de 27 a 31 dias.

Todos os animais foram avaliados clinicamente, por médicos veterinarios e
foram considerados sadios e apresentavam-se dentro de uma distribuicdo normal de

peso para a idade, seguindo-se os padroes da EMBRAPA.
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Os animais foram numerados conforme o padrdo adotado na Fazenda
Experimental, utilizando marcas nas orelhas, e alojados cada 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 racéo padrdo, sem privacdo antes ou apés o
procedimento. O bebedouro estava situado no mesmo lado do comedouro e fornecia
agua “ad libitum”.
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34 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Pré-operatorio: todos os animais foram submetidos a jejum por 12 horas e 0
suprimento de agua foi retirado 6 horas antes do procedimento cirurgico.

Per-operatorio:

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

Todos o0s 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.

ApoOs a realizagdo da medicacdo pré-anestésica foi obtido acesso venoso
utilizando as veias superficiais da orelha, do abdome ou dos membros através de agulha
22G. A inducdo anestésica foi feita com Propofol, na dose de 6 mg/kg por via IV, e a
anestesia de manutencdo com a mesma droga na dose de 0,4 mg/kg por via IV. Os
animais foram monitorizados por ECG através de cardioscpio (Funbep®). Havia
oxigénio disponivel em recipiente portatil no caso de eventual depresséo respiratéria ou

apnéia.

35 ATOCIRURGICO

Seguem-se as descri¢Oes das etapas cirdrgicas da incisdo de prega vocal a laser.

3.5.1 POSICIONAMENTO

Ap0s a anestesia 0s animais foram posicionados em decubito dorsal, em mesa
especial para castramento, coberta com campo cirargico estéril. A cabeceira da mesa foi
elevada e na regido dorsal superior foi colocado coxim para aumentar a angulacéo e

facilitar a retificacdo da laringe (figura 3).
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FOTOGRAFIA 3 - POSICAO CIRURGICA

3.5.2 INTRODUCAO DO LARINGOSCOPIO

Foi utilizado laringoscapio infantil da marca Storz®,

(Storz, Tuttlingen,Alemanha) com angulagéo para comissura anterior (figura 4).
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FOTOGRAFIA 4 - INTRODUGAO DO LARINGOSCOPIO

NOTA: Posi¢éo do laringoscopio de suspensdo com apoio sobre o tdrax
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
cirdrgicos foram gravados em fita VHS (Aparelho de TV video AG-513 A Panasonic®,
(Panasonic, Secaucus, NJ, USA ) (FIGURA 5 e 6)
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FIGURA 5 - MICROSCOPIO CIRURGICO

NOTA: Observa-se a posicdo do cirurgido visibilizando as pregas
vocais com microscopio cirurgico acoplado ao laser de CO,
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FIGURA 6 - EQUIPAMENTO DE CAPTAGAO E
REPRODUGAO DE IMAGEM

3.5.4 EXERESE DE FRAGMENTO DE MUCOSA DO BORDO LIVRE DA PREGA
VOCAL ESQUERDA REALIZADA POR LASER DE CO;

O procedimento iniciou-se na apreensdo do bordo livre de terco anterior de prega
vocal esquerda com pinca de Bouchayer Microfrance® (Microfrance, Paris, Franca ).
Procedeu-se ao uso do laser de 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 7, 8 € 9).
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FIGURA 7 - PREENSAO DO BORDO LIVRE DE PREGA VOCAL
ESQUERDA

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

posterior (c)
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FIGURA 8 - INICIO DA EXERESE A LASER DE CO,

NOTA:Laser de 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), Aritnoide esquerda (B).
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FIGURA 9 — ASPECTO POS EXERESE A LASER DE CO,

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

3.5.5 UTILIZAGAO DE MTC TOPICA NO GRUPO EXPERIMENTO

Apos a exérese do fragmento de mucosa do bordo livre do terco anterior da
prega vocal esquerda realizada com laser de CO,, colocou-se algoddo com MTC na
concentracdo de 0,4 mg/ml em contato com a ferida cirdrgica durante 3 minutos. Apds,
foi retirado o algodao e removido o excesso da MTC com soro fisioldgico 0,09% (figura
10)
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FIGURA 10 - APLICACAO DE MTC TOPICA

MTC topica na concentracdo de 0,4 mg/ml.
Observa-se a area da exérese de fragmento de mucosa em 1/3 anterior de

prega vocal esquerda (—)
3.6. POS-OPERATORIO
Ap0s a recuperacdo anestésica, 0s suinos foram recolocados em suas pocilgas,
onde voltaram a receber agua, sendo liberada ragdo com 12 horas de pés-operatdrio. O
fornecimento da dieta foi feito duas vezes ao dia, a partir de 24 horas de pds-operatorio.
3.7. DADOS AVALIADOS

3.7.1 EVOLUCAO CLINICA NO POS-OPERATORIO

A evolucdo clinica pds operatdria ocorreu sem intercorréncias e nao houve 6bito
durante o estudo.

3.8. EUTANASIA E COLETA DA LARINGE
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Trinta dias ap6s o procedimento cirdrgico, os animais foram submetidos aos
mesmos procedimentos pré-anestésico e anestésico (item 3.4), seguido de eletrocusséo.
Apos a verificagdo da morte do animal, pela supressdo cardiorrespiratoria e reflexo
midriatico, foram avaliadas macroscopicamente as pregas vocais de todos 0s espécimes,
ndo apresentando sinéquias apds a retirada quando, entdo, foram procedidas as coletas
das amostras das pregas vocais e, imediatamente, ap6s acondicionadas em formol (10%)

e enviadas para processamento histologico CLOSE, et al, (1997).

39 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 outra incisdo da cartilagem
tiredide (figura 14) para a retirada de toda a musculatura da prega vocal, com
preservacao 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 fixacdo foi registrada a
identificacdo do animal, bem como indicada a regido anterior da prega vocal (&rea
operada). Neste momento a prega vocal foi numerada para analise microscopica sem
que o patologista conhecesse 0 grupo a que pertencia o0 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




29

FIGURA 13 — OBSERVAGAO DA GLOTE SUINA APOS A ABERTURA
ANTERIOR DA LARINGE

NOTA: A seta aponta para a area submetida a exérese do fragmento de
mucosa.em 1/3 anterior de prega vocal esquerda.
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FIGURA 14 — 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 fixacdo de 24 horas e utilizando-se lamina histologica
sobre tabua de macroscopia, foram retiradas duas amostras retangulares.

Todas as amostras foram acondicionadas em capsula histoldgica e colocadas no
autotécnico Leica® modelo RM 2145, (Leica, Hanover, Alemanha), para processamento
overnight, sendo desidratadas em concentragdes diferentes e crescentes de alcool etilico
a 70%, 80% e 90%. Posteriormente foram diafanizadas em xilol contendo misturas
sequencialmente concentradas de parafina durante 12 h. Em seguida, incluidas em
parafina quente Leica® modelo EG 1160, (Leica, Hanover, Alemanha). Os blocos de
parafina foram em cortes de 5um e dispostos em Iamina de vidro de 75x25mm, tendo
sido executados dois niveis de corte para cada area de estudo no bloco de parafina. As

laminas foram coradas em solucdo de Picrosirius Red.

3.11 ANALISE HISTOLOGICA MORFOMETRICA

A leitura das laminas foi realizada através do programa Pro Image Plus, verséo
4,5° para Windows®, (Midia Cibernética, Sdo Paulo, SP), em computador Pentium 1V®
acoplado ao microscopio Olympus® BX50, (Olympus, Tokyo, Japdo) e camera de video
Sony®, (Sony, Tokyo, Japdo) ( figura 15 ), calibrado previamente em micrémetros com
objetiva de 20 vezes. As medidas foram, entdo, transferidas para o programa Excel
Windows®.

Foi medida a fibroplasia, que é a deposicéo do colageno que ocorre no processo
de cicatrizacdo apds o procedimento cirdrgico na superficie da mucosa da prega vocal.

Foram efetuados 2 medidas em cada campo, como segue:

Ap0s a observacdo do campo na area operatoria, na lamina corada pela solugéo
de Picrosirius Red (figura 16) foi realizada a polarizagéo (figura 17). A substancia nao-
colageno na area escolhida era corada em preto e o colageno maduro era corado em
amarelo, vermelho alaranjado e vermelho. Estas cores foram selecionadas atraveés do
programa para quantificacio e somatdéria da éarea selecionada em micrdmetros
quadrados. Estes dados foram transportados para o programa Excel Windows® e

colocados em tabela para andlise estatistica apOs desfeita a randomizacdo e
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reorganizacéo dos dados (figura 18). Foram realizadas duas medidas das areas coradas,

as quais foram somadas e verificada média simples.

FIGURA 15 - EQUIPAMENTO PARA ANALISE DIGITAL DE IMAGEM

NOTA: Computador Pentium IV® acoplado ao microscépio Olympus®
BX50.
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FIGURA 16 -DIGITALIZAGCAO DE LAMINA CORADA PELA SOLUCAO DE
PICROSIRIUS RED ANTES DA POLARIZAGAO
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NOTA: Esta lamina demonstra a regido da submucosa da prega vocal antes
da polarizacdo, ndo havendo distingdo entre os elementos celulares e o

tecido conjuntivo



34

FIGURA 17 - LAMINA CORADA PELA SOLUCAO DE PICROSIRIUS RED
APOS POLARIZACAO

NOTA: Aspecto birrefringente do coldgeno maduro coloracdo laranja

avermelhado(O), Substancia ndo colagena de coloracgdo enegrecida ( — )
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18 - TRANSPORTE DOS DADOS DA SOMATORIA DA AREA
POLARIZADA PARA A PLANILHA DO EXCEL

Neste estudo foram considerados 2 grupos, sendo cada um deles composto por 6

suinos. No gru

com 0 uso de

sinéquias entre

po controle foi realizada cirurgia a laser de CO, na prega vocal esquerda

sem 0 uso de MTC topica. O grupo experimento foi submetido a cirurgia a laser de CO,

MTC topica, as varidveis avaliadas neste estudo foram: a presenca de

as pregas vocais e a deposicdo do colageno total.

As comparacdes ndo pareadas foram realizadas atraves do teste ndo-paramétrico

de Wilcoxon.

Em todas as comparagdes efetuadas, a hipdtese nula correspondeu a

resultados iguais nos grupos sob comparagdo e a hipotese alternativa a resultados

diferentes, tendo como valor de p < 0,05 o limite de significancia estatistica.
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3.12 ANALISE ESTATISTICA




4 RESULTADOS
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41 PRESENCA DE SINEQUIAS

Macroscopicamente, as pregas vocais encontravam-se integras, com coloragéo
fisiologica e ndo apresentavam sinéquias apdés a retirada em nenhum dos grupos
estudados.

4.2  DEPOSICAO DE COLAGENO

TABELA 2: Prega vocal submetida a cirurgia a laser com e sem o uso da MTC tdpica

Colageno total (um?) Média + DP P
sem MTC 2648,93 187,28 0,0043
com MTC 2200,30 96,86

MTC - Mitomicina-C, DP: desvio-padrdo, P- nivel de significancia estatistica,
um? - micrémetros quadrado

43 COMPARAGCAO DO COLAGENO TOTAL ENTRE OS GRUPOS
SUBMETIDOS A EXERESE DE FRAGMENTO DE MUCOSA A LASER DE
CO, COM E SEM MTC TOPICA

A média da area do colageno total das pregas vocais do grupo com exérese de
fragmento de mucosa de prega vocal a laser sem MTC foi de 2648,93 micrometros
guadrados, enquanto a média da area do colageno total do grupo com exerése de
fragmento de mucosa a laser e com MTC foi de 2200,30 micrémetros quadrados.

Na comparacdo efetuada, a hipdtese nula correspondeu a resultados iguais nos
grupos sob comparacao e a hipotese alternativa a resultados diferentes. O valor de p foi
de 0,0043 o que evidenciou diferenca significativa entre a quantidade de colageno entre
0 grupo submetido a exérese de fragmento de mucosa de prega vocal a laser tratado e

nao tratado com MTC .
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GRAFICO 2 - COMPARACAO DA MEDIA DO COLAGENO TOTAL NA
EXERESE PARCIAL A LASER DE CO, COM E SEM MTC

3000

2500 A

2000 -

1500 -

1000 A

Micrémetros quadrados

500 -
P=0,0043

Osem MTC B com MTC

MTC- Mitomicina-C, DP- Desvio Padréo, P- Nivel de significancia
estatistica
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4.4  ASPECTO HISTOLOGICO

FIGURA 19 - LAMINA CORADA PELO PICROSIRIUS RED ANTES DA
POLARIZAGAO DO COLAGENO NO GRUPO CONTROLE

NOTA: Observa-se a substancia amorfa (A) (corante de nanquim azul)
que demarcava a regido da lesdo da prega vocal, epitélio de revestimento
do tipo respiratério (E), Submucosa (SM)
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FIGURA 20 - LAMINA CORADA PELO PICROSIRIUS RED
DEMONSTRANDO O TECIDO CONJUNTIVO DA
LAMINA PROPRIA ANTES DA POLARIZACAO

NOTA: Esta ld&mina demonstra a regido da submucosa da prega vocal

antes da polarizagdo, ndo havendo distingdo entre os elementos celulares

e o tecido conjuntivo.
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FIGURA 21 - LAMINA CORADA PELO PICROSIRIUS RED
DEMONSTRANDO O TECIDO CONJUNTIVO APOS
A POLARIZACAO

NOTA: Observa-se o carater birrefringente do colageno, coloracéo
laranja e vermelho(O)em comparagdo com a substancia ndo-coladgeno

enegrecida (— )



5 DISCUSSAO



43

5.1 ESCOLHA DO MODELO EXPERIMENTAL

Poucos sdo os trabalhos encontrados na literatura que comparam modelos de
experimentacdo em suinos para fonomicrocirurgia. GARRET, et al, (2000) compararam
as pregas vocais em cées, observando a quantidade de colageno e fibras de elastina e
concluiram que além das quantidades dessas substancias serem semelhante na raca
humana, apresentam plano de dissec¢do similar. Em estudo laringo estroboscépico,
concluiram que o cdo é o melhor animal para o estudo funcional da laringe. SANTOS,
et al, (2003) compararam a deposicdo de colageno em pregas vocais caninas utilizando
incisbes com instrumental a frio e com laser de CO,. No presente trabalho, 0 modelo
experimental exigia animal de medio porte e devido a facilidade de obtencdo, como a
padronizacdo de idade, peso e raca foi escolhido o suino da raca Larger White. Todos 0s
animais faziam parte da criacdo da fazenda experimental da Universidade Federal do
Parand, onde as condi¢fes de alojamento e tratamento eram adequadas. O suino €
animal ddcil e de facil trato. N&o 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.

52  USO DA MTC TOPICA NAS PREGAS VOCAIS

Mesmo com as tecnicas atuais de preservacao da mucosa e do ligamento vocal, a
formacéo de cicatriz, fibrose e, consequentemente, rigidez continuam sendo um desafio
para o fonocirurgido GARRET, et al, (2001). A MTC vem ganhando espaco desde que
estudos comprovaram sua eficdcia na reducdo da fibrose pos-operatoria em estenoses
laringeas supra-gldticas SENNES, et al, (2003). GRAY, et al, (2003), observaram que a
MTC apresentava efeito maior no atraso da cicatrizacdo, quando aplicada
imediatamente antes e ap6s o0 dano ao tecido, sugerindo que existiria um intervalo de
tempo adequado entre a lesdo e o tempo de aplicacdo para a obtencdo de efeito
adequado. SPECTOR, et al, (1999), demonstraram reducéo significativa na formacéo de
granulomas e melhora da mobilidade cricoaritnoidéia quando utilizado o laser de CO,
com MTC tdpica. No trabalho de GARRET, et al, (2001) os autores constataram
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diminuicdo do colageno total com o uso de MTC no grupo experimento, comparando-se
com o grupo controle, no qual ndo foi usada a MTC topica. Os resultados do presente
estudo comprovaram os dados de GARRET, et al, (2001) pois houve diminuicdo
estatisticamente significante do colageno total com o uso da MTC. Esses resultados
estdo em concordéancia com o trabalho de GRAY, et al, (2003), no qual a MTC modula
0 processo de cicatrizacgdo, retardando o processo cicatricial. No quadro comparativo
histologico, evidenciou reducao significativa do colageno total encontrado nas lesGes de
pregas vocais de suinos submetidos a leséo a laser de CO, no grupo tratado com MTC
topica.

Tais resultados sugerem que 0 uso topico da MTC quando aplicada em area
cruenta, age de maneira expressiva no retardo do processo de fibroplasia, concordando
amplamente com os resultados de CORREA, et al, (1999).

5.3 MICROCIRURGIA LARINGEA A LASER DE CO;

A escolha da técnica cirargica com o laser de CO, foi baseada nos estudos de
JAKO, et al, (1972), que o empregou no tratamento de papilomatose laringea e nas
lesbes malignas em estdgios iniciais. Atualmente suas indicacdes tém aumentado
significativamente com a evolucdo tecnologica desenvolvida nos ultimos anos, como a
diminuicdo do microspot e 0 uso do superpulso, minimizando, conseqiientemente, o
dano termal sobre os tecidos vizinhos.

SANTOS, et al, (2003), compararam incisbes em pregas vocais caninas
realizadas com instrumento a frio e com laser de CO, avaliando, através de cortes
histologicos, a quantidade de fibroplasia. Os resultados mostraram que a quantidade de
colageno das pregas vocais foi maior no grupo de animais submetidos a lesdo com
instrumental a frio do qué com laser de CO,. Portanto, o laser de CO,, quando usado
em baixa poténcia com microspot e com superpulso, € um método seguro em relacéo a
deposicdo de colageno quando comparado com instrumentos com lamina a frio,

evidentemente obedecendo-se os principios fundamentais da fonomicrocirurgia.
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54  METODO DE COLORACAO E QUANTIFICACAO DO COLAGENO

SWEAT, et al, (1964) introduziram na técnica histologica o corante vermelho
sirio associado ao &cido picrico (solucdo de Picrosirius Red). CONSTANTINI, et al,
(1968), observaram que o vermelho sirio aumentava a birrefringéncia das fibras
colagenas quando estudada em microscopio de polarizacdo. No presente trabalho foi
utilizada a solugdo de Picrosirius Red, associada a microscopia polarizada pela sua
grande sensibilidade e especificidade. Trata-se de método simples, eficiente pois além
de identificar as fibras colédgenas é capaz de diferencia-las em col&geno tipo I, 1l e 111
através da birrefringéncia, conforme demonstrado anteriormente por JUNQUEIRA, et
al, (1978); JUNQUEIRA, et al, (1979); SZENDROI, et al, (1984); RABAU, et al,
(1994); HIRSHBERG, et al, (1996); HIRSHBERG, et al, (1999).

SANTOS, et al, (2003) avaliaram, através de cortes histoldgicos corados pelo
solucdo de Picrosirius Red a quantidade de colageno depositada sobre as pregas vocais
caninas e concluiram que a solucéo de Picrosirius red juntamente com a microscopia de
polarizacdo, demonstra com mais nitidez as fibras coldgenas

Alguns estudos sugerem que as diferentes birrefringéncias observadas a
polarizacdo apds o uso de solucdo de Picrosirius Red podem avaliar a fase do processo
cicatricial, sendo encontrado colageno esverdeado imaturo no inicio da cicatrizagéo e
fibras colagenas maduras altamente birrefringentes e de cor laranja ou vermelha em

processos fibraéticos inativos tardios.

5.5 PERSPECTIVAS FUTURAS

No presente estudo foi demonstrado que o uso da MTC topica , quando aplicada
em &rea cruenta da prega vocal associa-se a reducdo significativa da deposicdo do
colageno. A aplicabilidade pratica deste estudo poderia relacionar-se a hipotética
extensdo destes resultados na clinica diaria. Assim, podemos exemplificar diferentes
grupos de situagdes em que pacientes de diversas especialidades poderiam se beneficiar
do conhecimento medico deste tema.

Otorrinolaringologia

A) Estenose  laringeas de diversas etiologias, pds entubacdo, trauma,

granulomatoses de Wegener, congénita e idiopatica , cirurgias laringeas pos
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microflaps.
B) Pds cirurgias nasais como septoplastias associadas ou ndo a turbinectomias,
cirurgias endoscopicas nasossinusais, dacriocistorinostomias.
C) Pos timpanocentese, cirurgias de descompressao do saco endolinfatico.
Oftalmologia

No tratamento de pterigeo, e nas prevencdes de re-estenoses em cirurgias de
glaucoma.

Clinica cirargica

Em todos os procedimentos nos quais o processo cicatricial poderia de alguma
forma interferir no resultado final.

Estudos futuros com amostras maiores e com maior tempo de seguimento serdo
necessarios para confirmar estes resultados e para definir a concentracdo e tempo ideal
da aplicagdo da MTC tdpica.

Por outro lado, estabelecer a menor dose efetiva, com o menor risco de efeitos

colaterais € importante para aumentar a eficiéncia e seguranca do tratamento.



6 CONCLUSOES
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Em funcdo dos resultados obtidos neste modelo experimental pode-se concluir
que a aplicacdo da MTC topica apds 30 dias da exérese de fragmento de mucosa nas
pregas vocais utilizando laser de CO; resulta em:

1: Diminuicéo da area total de coldgeno com MTC tdpica quando comparadas
com as pregas vocais submetidas a exérese de fragmento de mucosa a laser de CO, sem
MTC tdpica

2: O uso da MTC tdpica ndo se associa a formacéao de sinéquias pos operatorias.
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