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RESUMO

Terapias adjuvantes para modular o processo cicatricial de pregas vocais tém sido objeto de
estudo. Dentre elas, a utilizagdo topica de Mitomicina-C ¢ considerado como método valido.
Entretanto, poucos dados disponiveis existem sobre o comportamento dos processos de
cicatrizacdo. Este estudo teve como objetivo: 1) Estudar o efeito da aplicacdo topica de
Mitomicina-C em diferentes concentragdes sobre os depdsitos de coldgeno total na submucosa
de pregas vocais integras de suinos. Material e Método: os animais foram divididos em trés
grupos: o grupo controle, animais submetidos a aplicag¢do de solugao fisioldgica 0,9 % tdpica;
grupo experimento 1, animais submetidos a aplicacio de Mitomicina-C topica na
concentragdo de 4 mg/ml e grupo experimento 2, animais submetidos a aplicagdo de
Mitomicina-C topica na concentragcdo de 8 mg/ml. Apo6s 30 dias do experimento, 0s animais
foram submetidos a eutanésia, coletado amostras das pregas vocais e coradas pela técnica do
picrosirius red com polarizacdo para a quantificagdo computadorizada da deposicdo do
colageno, através do programa Prolmage plus 4.5°. Compararam-se as médias de area do
colageno depositado na submucosa das pregas vocais de trés grupos através do teste nao
paramétrico de Mann-Whitney. Resultados: No grupo controle a média da area do colageno
depositado na submucosa das pregas vocais foi de 3.110,44 micrometros quadrados; nas
pregas vocais submetidas a aplicacdo de Mitomicina-C topica, na concentracao de 4 mg/ml,
foi de 3.115,98 micrometros quadrados; e nas pregas vocais com aplicagdo de mitomicina-C
topica, na concentragdo de 8 mg/ml, a média da area do colageno depositado na submucosa
das pregas vocais foi de 3.105,78 micrometros quadrados. A mitomicina-C ndo promoveu a
diminui¢ao de deposi¢do de colageno total da submucosa de prega vocal integra quando,
comparado o grupo controle com o grupo experimento 1 (p=0,9156), comparado o grupo
controle com o grupo experimento 2 (p = 0,9230) e comparado o grupo experimento 1 ¢ 2 (p
= 0,9022). Conclusdes: 1) A mitomicina-C aplicada topicamente em pregas vocais integras
nao altera significativamente a deposi¢ao de colageno na submucosa.

Palavras-chave: Cicatriza¢do, mitomicina-C, Prega vocal, Porcos.
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ABSTRACT

Adjuvant therapies in order to handle the healing process of vocal folds have been studied,
including the use of Mitomycin-C topically, is considered as valid method. Purpose: The aim
of this study was to compare the effect of Mitomycin-C in different concentration,
administered topically to the surface of pig’s vocal folds, on the submucosal collagen deposit.
Methods: Animals were divided into 3 groups: experimental groups 1 and 2 that received
Mitomycin-C topically at concentrations of 4 mg/ml and 8 mg/ml respectively, and the
control group which was not exposed to the Mitomycin-C. After 30 days of Mitomycin-C
application all animals were sacrificed, vocal folds were collected and submitted to the
picrosirius red technique and collagen deposit was quantified by the computer program Pro
Image Plus 4.5°. Mann-Whitney test was used to compare differences between parameters of
each group. Results: The mean area of collagen deposit at the vocal 6folds submucosa were
3115,98 um?, 3105,78 um?, and 3110,44 um?, of the experimental groups 1 and 2 and control
group respectively. There were no statistical differences between the 3 groups. Conclusions:
Mitomycin-C topically applied to normal pigs vocal folds did not modified the submucosal
collagen deposition.

Key-words: Healing, Vocal fold, Mitomycin-C, Pig.
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A linguagem ¢ a principal caracteristica que difere os homens dos outros animais,
torna-o unico e superior ¢ ajuda-o a construir sua propria histéria e deixar marcada sua
evolucdo (CAPRA, 1995).

A voz humana ¢ a funcdo que possibilita a exterioriza¢do da linguagem, permitindo a
comunicagdo interpessoal e favorecendo as trocas lingiiisticas que ampliam os conceitos e
aprimoram o pensamento universal. Interferem na sua producao: Fatores andtomo-fisiold-
gicos; perceptivos; emocionais e fatores socio-culturais os quais sdo passiveis de alteragdes,
podendo gerar uma disfonia quando a mensagem transmitida deixa de ser eficaz, comprome-
tendo a comunicagdo (RIBEIRO, BORGES, ZACCBI e GUARALDO, 2004).

A Mitomicina-C ¢ um agente antimetabolico que inibe a proliferagao do fibroblasto
quando aplicado topicamente. Esta propriedade tem sido utilizada freqlientemente na
oftalmologia para reduzir a formacao de cicatriz (RABAU e DAYAN, 1994). Recentemente,
a Mitomicina-C demonstrou ter sucesso quando utilizado experimentalmente para o
tratamento da estenose subglotica e estenose gldtica posterior. Nestes estudos, a cicatrizagao
anormal e estenose foram moduladas e substituidas pelo retorno da mucosa de revestimento,
pelo uso topico de Mitomicina-C (ELIASHAR, ESCLAMADO, GRAMLICH e STROME,
1999).

Virios trabalhos na literatura demonstram a eficacia da Mitomicina C em reduzir a
formagdo da cicatriz e descrevem o seu mecanismo de acdo pela inibicao e bloqueio da sintese
do DNA, prevenindo a proliferacdo do fibroblasto em area cirargica (ELIASHAR et al.,
1999). Esta caracteristica faz com que haja menor formagao de tecido cicatricial na drea em
que a substancia ¢ aplicada (IHNAT, LARIVIERE e WARREN, 1997). Sua agdo esta ligada
diretamente a sua concentrag@o e ao tempo em que ela ¢ mantida em contato com o ferimento
(WARD e APRIL, 1998). Esse comportamento, de certa forma, leva a expectativa de que
maiores concentragdes e maior tempo de exposi¢do possam causar maior efeito bioldgico.

Devido ao pequeno calibre da luz da laringe o contato acidental da Mitomicina-C em
superficie mucosa integra pode ocorrer, porém ndo foi encontrado na literatura trabalhos que

demonstrassem efeito dessa exposigao.
1.1 OBJETIVO:

Estudar o efeito da aplicacdo topica de Mitomicina-C em diferentes concentragdes

sobre os depositos de coldgeno total na submucosa de pregas vocais integras de suinos.

12
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2.1 ANATOMIA DA LARINGE

GARDNER, GRAY e O'RAHILLY (1995) definem laringe como a parte mais

superior da traquéia, possuindo triplice funcao:

- age como uma valvula protetora, impedindo a passagem de particulas alimentares
na via respiratoria e do ar para o es6fago durante a deglutigao;

- ¢ via aerifera, conduzindo o ar a traquéia e as vias aéreas inferiores € membranas
alveolares para que ocorram as trocas gasosas;

- ¢ orgdo essencial da formacdo dos sons (fun¢do vocalizadora).

Conceitualmente, a laringe ¢ um arcabouco esqueletomembranoso com as fungdes de
respiragcdo, fonacao e protecdo das vias aéreas. A origem da laringe ¢ mista, endodérmica e
mesodérmica. Sua mucosa tem origem endodérmica, sendo derivada do intestino cefélico. As
cartilagens e os musculos t€ém origem do mesénquima. Durante a puberdade no homem, a
laringe cresce rapidamente em tamanho e as pregas vocais tornam-se cerca de 1 cm mais
longas, fazendo com que o limite inferior do tom de voz caia uma oitava. Nas mulheres, estas
alteracdes, inclusive no tom de voz, sdo mais acentuadas. A laringe ¢ palpavel anteriormente,
sendo importante referencial em anatomia de superficie. Relaciona-se posteriormente com a

laringo-faringe (CARDOSO e RUBINSTEIN, 2004).

2.1.1 CARTILAGENS DA LARINGE

Temos na laringe trés cartilagens impares e trés pares. As impares tiredide, cricoide e
epiglote e as pares aritenoide, corniculada e a cuneiforme. A tiredide, cricoide e aritendide sdao
cartilagens hialinas e podem sofrer calcificagdes que se inicia apds os vinte anos de idade. As

restantes sdo cartilagens elasticas (CAMARGO, RISPOLI e PEREIRA, 2002).

2.1.1.1 Cartilagem tiredide

E a maior das cartilagens laringeas, mediana e tnica; estd constituida por duas
laminas divergentes, o que lhe confere a forma de escudo e justifica sua etimologia. No ponto
de unido das laminas, isto €, superiormente hd uma projecao anterior, a proeminéncia laringea
(pomo de Adao), 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
14



15

lamina prolonga-se superior e inferiormente para constituir o corno superior € inferior, respec-
tivamente. Os cornos inferiores articulam-se com as facetas no arco posterior da cartilagem
cricdide, formando uma articulacdo sinovial, portanto, sujeita a artrite. As laminas da
cartilagem tiredide possuem um reparo anatdmico superficial nos seus 3/4 posteriores, a linha
obliqua, que corresponde a ponto de inser¢ao de varios musculos extrinsecos da laringe: omo-
hioideo, esternotiredideo e constritor inferior. Internamente, as laminas sdo revestidas por
mucopericondrio, exceto na comissura anterior (porc¢ao interna do angulo). Neste local, temos
a insercao de duas pregas vestibulares e duas pregas vocais. Esses ligamentos penetram no
pericondrio, formando uma estrutura denominada ligamento de Broyle, que contém vasos

sanguineos e linfaticos, consistindo em um local de disseminacao de tumores laringeos.

2.1.1.2 Cartilagem cricoide

E o tnico anel esquelético completo da laringe. Tem a forma de anel de sinete com o
arco mais largo (lamina) na regido posterior. Em cada lado da borda superior da ldmina ha
uma faceta para a articulagdo com a aritenoide correspondente. Une-se a cartilagem tiredide
na linha média pelo ligamento cricotiredideo. Sua borda inferior delimita o término da laringe

e o inicio da traquéia e do es6fago. Situa-se ao nivel da sexta vértebra cervical.

2.1.1.3 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 funcao de
protecdo do adito da laringe durante a degluticdo. Sua porc¢ao inferior ou peciolo une-se a
cartilagem tireoide através do ligamento tireoepigldtico. Na sua por¢do anterior convergem 3
pregas mucosas originadas na base da lingua, a prega glossoepiglotica mediana e as pregas
glossoepigdticas laterais. A depressdao formada a cada lado da prega mediana ¢ denominada
valécula. A mucosa da face laringea prossegue até as cartilagens aritendide, formando as
pregas ariepigloticas. A epiglote apresenta depressdes nas quais se alojam glandulas e

forames, através dos quais passam nervos e vasos sangiiineos (GARDNER et al., 1988).

2.1.1.4 Cartilagens aritenoide

Tém a forma de piramide, com apice superior e base inferior. A partir da base temos

os processos muscular e vocal. Articula-se com o bordo superior da cartilagem cricéide, em
15
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uma junta sinovial. Essa articulacdo participa mais ativamente das fung¢des de respiragdo e
fonagdo, através das mudangas na posicao das pregas vocais. A principal propriedade
mecanica dessa cartilagem ¢ sua massa reduzida, com pequeno momento de inércia,
permitindo oscilagdes de abdu¢do 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
aritenoide, com o ligamento vestibular, enquanto as pregas vocais inserem-se na por¢ao
medial da base (processo vocal). O processo muscular contém a inser¢do dos musculos

Cricoariteno6ideos lateral e posterior (PEARSON, 1994).

2.1.1.5 Cartilagens corniculadas (de Santorini)

Articulam-se com o apice das aritendide através de uma sindesmose, ¢ t€ém forma

cOnica.

2.1.1.6 Cartilagens cuneiformes (de Wrisberg)

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

forma de bastonetes.

2.1.2 ADITO E CAVIDADE DA LARINGE

O adito ¢ a entrada da laringe e encaminha o ar da laringo-faringe para a cavidade da
mesma. Seus limites sdo a borda da epiglote, as pregas ariepigldticas e, posteriormente uma
prega que une as cartilagens aritendide. O fechamento do adito protege a via respiratéria
contra a penetracdo de particulas alimentares e corpos estranhos.

Galeno usou a palavra grega glottis (bocal de flauta), derivada de glossa (lingua)
para denominar a laringe. Vesalio usou a palavra para designar a regido abrangendo as pregas
vestibulares, as pregas vocais e os ventriculos. Atualmente, a glote corresponde as pregas e
aos processos vocais. O intervalo entre as pregas e os processos vocais de um lado e do outro
¢ a rima da glote. As pregas vocais estendem-se da cartilagem tire6ide ao processo vocal da
cartilagem aritenéide e incluem o ligamento e o musculo vocal, revestido pela mucosa. A
parte mais anterior da rima da glote, localizada entre as pregas vocais, ¢ sua parte
intermembranosa, enquanto que a por¢do que se situa entre 0s processos vocais € a parte

intercartilaginosa (CARDOSO e RUBINTEIN, 2004).
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2.1.3 PREGA VOCAL

De estrutura vibratil, a prega vocal ¢ responsavel pela producao das vibragdes
sonoras que se repetem sucessivamente e regularmente durante a fonacdo. No inicio de cada
ciclo vibratorio, as pregas vocais estdo aproximadas com fenda gldtica praticamente
inexistente. Esta situacdo permite que haja aumento da pressdo subgldtica. Tal pressao abre
gradualmente a glote numa posi¢do de inferior para superior. Em seguida, ocorre o
fechamento da glote no mesmo sentido, tornando completa a onda mucosa. A seqiiéncia ¢
repetida, de modo que a glote produz pulsos de ar que se difundem como o som, sendo
posteriormente modificados e articulados na faringe, cavidade oral e nariz. Este processo
complicado exige uma perfeita coordenagao entre as musculaturas laringea e toracica.

A laringe tem na sua composi¢do, servindo-lhe de base, musculo e mucosa. A
mucosa ¢ constituida, em geral, por epitélio cilindrico ciliado, salvo ao nivel das cordas
vocais, que estdo cobertas por um epitélio estratificado do tipo pavimentoso nao
queratinizado, que se encontra igualmente sobre a face posterior da epiglote, e sobre a parte
anterior das aritendides.

A mucosa recobre um corion abundante em fibras coldgenas e elasticas. A camada
mais superficial da ldmina propria forma um espaco virtual denominado espago de Reinke,
entre o epitélio e a camada mais densa da lamina préopria. O trauma das pregas vocais pode
causar um edema desse espago, resultando em edema difuso de ambas as pregas, constituindo
o edema de Reinke.

As pregas vocais apresentam propriedades biomecanicas, apresentando-se como um
meio viscoelastico, cuja complacéncia e elasticidade variam segundo a a¢do da musculatura
extrinseca, permitindo a fonag¢do. Porém, enquanto as pregas vocais sdo de importancia na
produ¢do da voz, as pregas vestibulares desempenham uma funcdo protetora, mas ndo
participam da fonagdo. E possivel que as pregas vestibulares entrem em contato durante a

degluticao.

2.1.4 MUSCULOS E INERVACAO:

Identificam-se na laringe dois grupos musculares: extrinsecos ou levantadores da
laringe e os intrinsecos que se originam da cartilagem cricoide. Todos inervados pelo ramo
adutor do nervo laringeo recorrente. O musculo cricotiredide, inervado pelo ramo externo do

nervo laringeo superior, ¢ considerado o principal tensor da laringe. J& o miusculo
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cricoaritendide posterior, inervado pelo ramo abdutor do nervo laringeo recorrente, ¢
considerado o inico musculo abdutor da prega vocal.

O nervo vago tem como origem principal de suas fibras o nucleo ambiguo,
localizado entre o bulbo e a medula. Deixando o cranio através do forame jugular, juntamente
com os nervos glossofaringeo e acessorio. O nervo laringeo deixa o tronco principal do nervo
vago logo apos a saida do forame jugular, apds o ganglio nodoso. Os nervos laringeos, apos
deixarem o tronco principal do nervo vago, fazem um trajeto diferente. Ao lado direito, o
nervo laringeo recorrente faz um arco ao redor da subclavia, e ao lado esquerdo faz um arco
ao redor da crossa da aorta.

A mucosa da laringe ¢ inervada por dois nervos: o ramo interno do nervo laringeo
superior € o nervo laringeo recorrente. O primeiro inerva a mucosa da laringe da epiglote até
as pregas vocais. O segundo ¢ responsavel pela inervacdo sensitiva inferiormente as pregas
vocais. Assim, a rima da glote ¢ a linha divisoria entre os territorios de inervacao do laringeo
superior € do laringeo recorrente.

A laringe ¢ irrigada pelas artérias laringeas superior e inferior, derivadas
respectivamente, das artérias tiredideas superior e inferior. Elas acompanham os nervos
laringeo interno e recorrente. As veias acompanham as artérias ¢ drenam para a veia jugular
interna.

A laringe tem uma rica rede linfatica, sobretudo na supraglote; a excegdo fica por
conta das pregas vocais, onde praticamente ndo existem linfaticos. Essa rede drena para

linfonodos contralaterais.

2.1.5 COMPARTIMENTOS LARINGEOS:

A cavidade laringea ¢ dividida em trés andares:

2.1.5.1 Andar glético

Constituido pelas cordas vocais que limitam entre si a rima da glote, é a por¢ao da
laringe com menor area de secc¢do transversa. A rima da glote est4, aproximadamente, ao nivel
do ponto médio da cartilagem tiredide. Uma membrana fibroelastica se estende da corda vocal

a superficie interna da cricoide denominada cone elastico.
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2.1.5.2 Andar supraglético

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

espaco, o ventriculo laringeo ou de Morgani.

2.1.5.3 Andar infragloético

Vai desde as cordas vocais até um plano que passa pela borda inferior da cricéide.

2.2 FONOMICROCIRURGIA

2.2.1 FONOCIRURGIA

E uma area de expansdo dentro do campo da otorrinolaringologia, embora o termo
somente tenha aparecido por volta de 1963, mas os laringologistas j& pregavam os seus
principios basicos muito antes.

Um estudo feito por BOUCHAYER e CORNUT (1988) relatou uma melhora no
fechamento gldtico e na qualidade vocal, apds a realizagao de microflap, seguido da injecdo
de esteroides em prega vocal.

Atualmente as técnicas de fonocirurgia, estdo fundamentadas nos progressos recentes
da compreensao dos mecanismos fisioldgicos da prega vocal. Posto isto, duas posi¢des pode-
se estabelecer: a primeira com a descrigdo expressiva de HIRANO (1993) sobre a teoria do
corpo e cobertura, durante a vibracdo da prega vocal, e a segunda, tendo-se um melhor
entendimento sobre fisiopatologia das lesdes benignas da prega vocal. Desta forma, os
laringologistas iniciaram por desenvolver e utilizar técnicas cirurgicas mais conservadoras
visando reconhecer os resultados funcionais segundo COUREY (1996).

Porém, focalizando a pratica clinica COLEMAN, SMITH e REINISCH (1999),
nessa mesma realidade estudada, apenas com diferenca de animais, ndo notaram nenhuma
diferenga entre a funcdo da prega vocal medida por videoestroboscopia, numa investigagao
em que foi usado como experimento um modelo canino, com a inje¢do de corticosterdide que
foi aplicada antes da realizacdo de microflap. No grupo que serviu de experimento ndo se

observou nenhuma diminuigdo cicatricial com o uso do produto.
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Os autores anteriormente citados apontam as técnicas de microflaps que foram
desenvolvidas para permitir dissecar e realizar a excisao de cistos, polipos e nédulos maduros
na camada superficial da lamina propria, enquanto ¢ resguardada a mucosa normal adjacente,
assim como seu ligamento vocal subjacente.

O objetivo desta técnica ¢ minimizar a formacdo da cicatriz, endurecimento e
aderéncia da cobertura da mucosa, a qual vai resultar no prejuizo da vibragao da prega vocal.
Estas técnicas demonstraram apresentar resultados objetivos e também subjetivos da prega
vocal e da qualidade da voz. Na experiéncia de GARRETT (2001), o possivel resultado de
qualquer excisdo da prega vocal ainda ¢ a formagao de cicatriz.

Para ajudar a modular o processo de cicatrizagao de feridas cirargicas de prega vocal

tem sido investigada terapia adjuvante. Esterdides tem sido utilizado clinicamente, tanto o

sistémico quanto o topico, como tratamento empirico para reduzir a formacao de cicatriz.

2.2.2 FONOMICROCIRURGIA

Nas ultimas décadas, inovagdes tecnoldgicas levaram a ganhos substanciais na
microcirurgia laringea da prega vocal. Estas inovacdes resultaram em aumento do entendi-
mento dos principios fisioldgicos da producao laringea do som e ao uso do estroboscopio para
analise das oscilagdes da prega vocal (HIRANO, 1991). Como variagdo do termo aplicado por
VON LEDEN (1991) o termo fonomicrocirurgia foi introduzido em 1995 (ZEITELS, 1995).
A fonomicrocirurgia ¢ um meio de preservacdo maxima das camadas da microestrutura da
prega vocal formada pelo epitélio e lamina propria. A fonomicrocirurgia ndo inclui
procedimentos transcervicais de mudangas do padrao vocal. A precisdo € o pilar na execugao
de qualquer procedimento endolaringeo, especialmente na fonomicrocirurgia (ZEITELS,
2000).

ZEITELS (2000) definiu os fundamentos da fonomicrocirurgia: (1) ndo utilizacao da
retracdo bimanual de tecidos e incisdes externas; (2) dissec¢dao subepitelial e realizagdo de
técnicas de microflaps, (3) o uso de campo operatorio imovel e estavel; (4) magnificacao
adequada de imagens; (5) afastamento de tecidos supragldticos que possam obscurecer a
visualizagdo do campo operatorio. Este procedimento tem ainda como vantagens, controle da

avulsao, melhor cicatrizagao, reepitelizacdo secundaria e precisao.
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2.2.3 FISIOPATOLOGIA DA CICATRIZ DA PREGA VOCAL

A cicatriz de prega vocal ocorre na lamina propria de prega vocal, resultando perda
da flexibilidade desta lamina. A lamina propria (predominantemente a camada superficial),
funciona como um tether (corda eldstica) entre o epitélio da prega vocal e as camadas mais
profundas das pregas vocais - o musculo tireoaritendide (HIRANO, 1993).

Na explicacdo de BENNINGER (1996), a cicatriz da prega vocal ¢ uma das mais
desafiantes em razdo da alteracdo ocasionada pela patologia instalada em mucosa e
submucosa e dificuldade na reabilitacdo da disfonia. O pesquisador comparou as técnicas
“frias” com a técnica a laser de CO2, na ressec¢do de nodulos, pdlipos e cistos nos bordos
livres das cordas vocais, e concluiu que ndo hé diferenca clinica nos pds-operatorios obtidos,
utilizando-se uma ou outra técnica. Deste modo, quando ocorre regeneragao tecidual, forma-
se cicatriz pela proliferacdo do tecido conjuntivo, pois quando ocorre a exerese de certas
lesdes, normalmente ndo se preserva a camada superficial da ldmina propria ocasionando uma
hipercicatrizacao.

ROSEN (2000) afirma que com a perda do fether (corda elastica), a vibragcdo da
prega vocal ¢ rigidamente prejudicada e resulta na incompeténcia do fechamento glético que
se torna incompleto. E esse processo conseqiientemente ocasionaria a perda de ar durante a

fonacao.

2.3 FISIOLOGIA DA CICATRIZACAO

Cada vez que ocorre lesdo tecidual no organismo, ndo importando qual o agente
causal, a perda ¢ reparada por um conjunto de fenomenos que leva, invariavelmente, a
tentativa de reparagdo que ocorre em fases distintas, complexas, dindmicas e sobrepostas. A
liberagdo de mediadores ocorre como uma cascata atraindo estruturas a periferia da regido
traumatizada, PEARSON (1994) relata que a ferida constitui uma solucao de continuidade, a
cicatriz corresponde a tentativa bioldgica a que o organismo recorre para restaurar sua
integridade, quer do ponto de vista funcional, quer do estético. A cicatrizagdo ¢ um evento
biologico complexo, envolvendo inflamacao, quimiotaxia, proliferacao celular, diferenciagao
e remodelagao.
JUNQUEIRA (1995) identifica trés fases consecutivas no processo de cicatrizacao:
- fase inflamatoria ou inicial;
- fase fibroplasia ou proliferativa;

- fase de maturacdo ou remodelacao.
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2.3.1 FASE INFLAMATORIA OU INICIAL

Inicia logo apos o trauma, caracterizado por vasodilatacdo e diminui¢do do fluxo
sangiiineo; independe do tecido agredido e sua intensidade correlaciona-se com o tipo e grau
de agressdo. A ferida ¢ inicialmente hipdxica, hiperglicémica, aciddtica, hipercalémica e
hiperlactica. A derme nao ¢ muito envolvida nos estagios iniciais da cicatriza¢do. Sua duragao
¢ de aproximadamente 48 a 72 horas. Mediadores quimicos provocam vasodilatagdo, aumen-
tam a permeabilidade dos vasos e favorecem a quimiotaxia dos leucdcitos - neutrdfilos
combatem os agentes invasores ¢ macrofagos realizam a fagocitose.

Duas populagdes celulares sd3o importantes na fase inflamatoria: os
polimorfonucleares neutréfilos e os monocitos. A cicatrizagdo reflete os efeitos integrados de
um grande numero de fatores de crescimento e mediadores da inflamagdo, presentes num

ambiente tipicamente hipotoxico e acidotico.

2.3.2 FASE DE FIBROPLASIA OU PROLIFERATIVA

Na reparagdo do tecido conjuntivo ocorre a formag¢ao do chamado tecido de
granulagdo e sua principal caracteristica ¢ a presenga de fibroblasto por volta do segundo ou
terceiro dia apds o trauma. Produzem matriz extracelular, colageno e glicosaminoglicanos,
participando na remodelacdo do tecido normal e no processo de reparacdo e, também, estdo
relacionados com o mecanismo de reabsor¢ao do colageno.

Um dos primeiros eventos da cicatriza¢do ¢ a producdo de fibroconectinas, que sdo
glicoproteinas de dois tipos: as plasmaticas, produzidas e secretadas pelo hepatdcitos e
celulares, sintetizadas por fibroblastos, células endoteliais, ceratinocitos e macrofagos. Pare-
cem ser essenciais para a cicatrizagdo; aparecem precocemente na lesdo, aderem simultanea-
mente na fibrina, coldgeno, glicosaminoglicanos e outras moléculas de fibronectina, formando
a cicatriz que serve para adesdo e imigracdo celular, sendo essencial para o depdsito de
colageno, facilitando o crescimento dos fibroblastos.

Considerados estes fatos, a fibroplasia ocorre de forma impar e, portanto funda-
mental. Assim, o fibrogénio presente no exsudato inflamatdério converte-se em fibrina, que
forma uma rede em cujas malhas depositam-se os fibroblastos. Como a fibroplasia ¢ sempre
acompanhada de proliferacio vascular, naquela situacdo, as células endoteliais produzem um
fator ativante do plasminogénio que reduz a quantidade de fibrina, permitindo assim, a
deposicdo dos fibroblastos, que se multiplicam e passam a secretar os componentes protéicos

do tecido cicatricial.
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A neoformacdo vascular ¢ necessaria para a oxigenagdo e nutri¢do da ferida. Desta
maneira, formam-se brotos endoteliais, cujas células se multiplicam com grande velocidade,
constituindo corddes que se entremeiam com os fibroblastos e seus produtos. Estes corddes
canalizam-se permitindo o fluxo sangiiineo, formando assim, um substrato tecidual de aspecto
peculiar, granuloso e avermelhado: tecido de granulagao.

No tecido de granulagdo, diferencia-se uma célula denominada miofibroblasto, que
confere capacidade contratil ao tecido de granulagdo, facilitando a epitelizagao. Estao envol-
vidos na contrag¢do da ferida, na adesdo celular e podem participar da reabsor¢do da matriz
extracelular.

A atividade do fibroblasto no tecido de granulagdo comeca a declinar e desaparece
por volta do décimo quinto dia. Uma vez cessada a hiperplasia, os fibroblastos passam a
secretar as proteinas presentes no tecido de granulacdo, ou seja, os componentes da substancia
fundamental e o coldgeno. A presenga deste comega a ser notada ap6s o sexto dia, quando os

niveis elevados da substancia fundamental comegam a declinar.

2.4 ESTRUTURA DO COLAGENO

O tecido conjuntivo se caracteriza por apresentar células separadas por abundante
matriz extracelular, células proprias e outras migratorias, provenientes do tecido sangiiineo.
As células proprias do tecido conjuntivo sdo os fibroblastos, os macroéfagos, os mastocitos e
os plasmdcitos. Vdrios tipos de leucécitos, células do sangue, penetram no conjuntivo para
exercerem fungdes especificas.

O fibroblasto ¢ a célula principal do tecido conjuntivo. No estado ativo, o fibroblasto
apresenta nucleo grande e citoplasma rico em reticulo endoplasmatico granular de Golgi
desenvolvido. S3o responsaveis pela producdo e manutengdo da matriz extracelular, que por
sua vez separa as células do conjuntivo, ¢ formada por fibras e substancia intercelular amorfa.
Existem trés tipos principais de fibras no conjuntivo: fibras colagenas, fibras reticulares e
fibras elasticas. A proteina do coldgeno ¢ uma das mais abundantes do corpo, e faz parte da
constitui¢do das fibras coladgenas e reticulares.

As fibras colagenas sdo formadas por fibrilas de colageno com um padriao de
estriagdes tipico. Os coldgenos constituem uma familia de proteinas separadas em tipos

diferentes (JUNQUEIRA, 1995), dentre os quais os tipos:
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-1 - Que forma fibras e feixes resistentes, encontrados nos tendodes, ligamentos,
capsulas e derme; constitui o coldgeno mais importante do ponto de vista
estrutural.

- II - Encontrado nas cartilagens hialinas e elasticas; sao fibras muito finas, as quais
se véem com dificuldade ao microscopio Optico, porém se véem com facilidade
no microscopio eletronico.

-IIT - Colageno que forma as fibras reticulares aparece com muita freqiiéncia
vinculado ao musculo liso, ¢ fundamentalmente o colageno das visceras, também
esta presente na pele, envolta dos nervos e vasos sanguineos.

-IV - Encontrado nas laminas basais, ou seja, aquelas estruturas que separam
geralmente os epitélios dos tecidos conjuntivos.

-V - Faz parte especificamente da membrana basal da placenta, 6rgdo especial e
transitério, sua citacdo € somente para dar um exemplo de como a proteina se
adapta a distintas funcdes biologicas que vao aparecendo com a evolugdo das

espécies.

FIGURA 1 - FIBRAS DE COLAGENO

LY

FONTE: FONSECA (2003)

Neste corte histologico (fig. 1) fibras coldgenas apresentam-se coradas com réseo
pela eosina, em azul pelo tricromico de Mallory, (seta) em verde pelo tricromico de Gomori e

em vermelho pelo Van Gienson. Deve-se observar neste corte longitudinal as fibras de
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colageno (em verde) na capsula e no tecido conjuntivo entre os ductos epididimarios,

tricromico de Gomori.

FIGURA - 2 FIBRAS RETICULARES (SETAS)

As fibras reticulares sdo, em compara¢ao com as fibras do coldgeno, mais finas e
delicadas. Estas fibras s6 sdo observadas em cortes corados pela impregnacdo argéntea ou
pela técnica de PAS. Estas fibras sdo observadas em contato intimo com as células, formando
o arcabouco dos oOrgdos hematopoéticos, glandulas, fibras musculares, entre outros. Sao
conhecidas como fibras argiréfilas do tecido conjuntivo (fig. 2 setas).

A origem do queldide ndo ¢ s6 celular, porque o coldgeno que atua no processo ¢
uma matéria que nao estd contida celularmente, pois funciona como uma espécie de
“cimento” e provoca a cicatrizagdo exacerbada.

Os fibroblastos produzem o colageno; eles sofrem com o tempo a maturagdo de
jovem e adulto. Nessa passagem, a célula dd condigdes para que se eleve em quantidade
exagerada o tecido. Essas lesdes fibroblasticas podem apresentar minimas diferengas nos
aspectos clinicos e histopatologicos, mas representam tipos distintos de crescimento de tecido

e exigem terapéutica de certa forma diversa (ORGILL ¢ DEMLING, 1988).
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2.5 FARMACOLOGIA

2.5.1 USO DA MITOMICINA-C

A Mitomicina-C ¢ um antibidtico que demonstrou inibir a proliferagdo de
fibroblastos quando utilizada topicamente. Esta substancia ¢ produzida pelo Streptomyces
caespitosus isolada por WAKAKI, MIYAMURA, SHIGENO, MATSUI e UZU (1958).
PUCHTER, MELOAN e¢ WALDROP, (1998) relatam acdo da Mitomicina-C na matriz dos
genes de expressdo extracelular proé-oncogenese.

Sendo uma substancia quimioterapica, ¢ usada no tratamento de adenocarcinomas de
estobmago, colon e pancreas, assim como no tratamento de cancer de mama e de bexiga.
Segundo FRUCHT e ROZENMAN (1994), ela passou a ser usada como quimioterapico
topico para tumores malignos da conjuntiva e da cornea. Apds varios estudos, ela passou a ser
usada em cirurgias oftalmolégicas com risco de falha secunddria a cicatrizacdo
(trabeculectomia e cirurgia para pterigio) com 6timos resultados.

VIEIRA NETO (2004) obteve bons resultados com seu uso em oftalmologia para
controle das recidivas nas cirurgias do pterigeo e do glaucoma, MANDIA (1997), em sua tese
de doutorado, encontrou resultados semelhantes. Suas propriedades farmacoldgicas tém
levado a utilizagdo em procedimentos oftalmolégicos, onde € necessaria a reducdo da
formacao cicatricial.

A Mitomicina-C chamou a atencdo para uso otorrinoalingologico em situagdes que
requerem tratamento de cicatrizes em tubos estruturais como laringe, traquéia e estenose
nasal. KAO, LIAO, TSENG, CHEN e HOU, (1997) relataram o uso da Mitomicina-C para a
reducao da formacgao cicatricial, nos casos de dacriocistorinotomia aberta.

INGRANS, VOLK, BIESMAN, PANKRATOV e SHAPSHAY, (1998) usaram
diferentes concentracdes de Mitomicina-C, apds realizar antrostomias em coelhos, notaram
que quanto maior a concentragdo de Mitomicina-C, maior o tempo para fechar as
antrostomias, ndo observando alteragdes permanentes no funcionamento das células ciliadas
da mucosa nasal.

ELIASHAR et al. (1999), CORREA, REINISCH, SANDERS (1999), SPECTOR e
WERKHAVEN (1999) realizaram estudos semelhantes com uso de Mitomicina-C topica para
o tratamento de estenose subglotica e gldtica posterior, observaram que a cicatrizagdo anormal

e a estenose foram moduladas em torno da mucosa laringea, com significativa reducdo do
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processo cicatricial. CORREA et al. (1999), YEATTS e NEVES (1999) usaram-na com
mesmo propdsito com resultados satisfatorio.

GARRETT e REINISCH (2001) utilizaram a Mitomicina-C topica em pregas vocais
de caes apos a realizagdo de microflaps, observando significativa diminui¢do na quantificagao
do colageno, em comparagdo com o grupo controle, CAMARGO (2004) em sua dissertagao
de mestrado conclui que houve diminuicdo da area total de colageno com Mitomicina-C
topica quando comparadas com as pregas vocais submetidas a exérese de fragmento de

mucosa a laser de CO2 sem Mitomicina-C topica.

A molécula de Mitomicina-C (fig. 3), apresenta-se sob a forma de cristais azul-
violeta (fig. 3). Tem peso molecular de 334, ¢ soluvel em 4gua e solventes orgénicos. Sua
molécula possui trés grupos reconhecidamente carcinostaticos: um anel de aziridina, o grupo

quinona e o grupo octano.

FIGURA 3 - MOLECULA DE MITOMICINA C

)

FONTE: CARVALHO (2004)

Entretanto, HARTNICK, HARTLEY e LACY (2001) relatam que faltam estudos
controlados e randomizados, a Mitomicina-C ndo foi melhor do que o placebo em doengas
subgloticas, quando analisado o tecido de granulagdo e o local de reparo, apds a renovacao da
estenose, no seguimento por um ano. ESTREM e BATRA (1999) sugerem andlises e
pesquisas mais detalhadas, mostrando miringotomias com maior tempo em sua abertura,

quando tratadas com Mitomicina-C.
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Hé4 uma expectativa por parte dos profissionais, pois varios estudos estdo em
andamento na América e na Europa para mostrar os beneficios da Mitomicina-C e averiguar
os possiveis efeitos sistémicos ou indesejados que ela possa causar quando usada topicamente.

TSAI KAU, HSU e LIU (2002) afirmam que o procedimento topico deve ser através
da aplicacdo de algodao embebido com a solugdo na concentragdo de 0,4 a 2 mg/ml por 3 a 10
minutos, € sua acao ocorre, somente se for utilizada em area cirurgica; recomendam apos a

aplicagdo e espera dois minutos, irrigar essa area para remover o excesso da substincia.

2.5.2 CORANTE PICROSIRIUS RED

SWEAT, PUCHTLER e ROSENTHAL (1964) com o objetivo de buscar uma
substancia que corasse definitivamente o colageno, utilizaram corante Vermelho Sirio (Sirius

Red), associado ao acido picrico, denominando-a de solu¢ao de Picrosirius Red.

FIGURA 4 - PICROSIRIUS RED ANTES DA POLARIZAGAO

O colageno, por ser uma proteina basica, provavelmente interage com os grupos
sulfonicos do corante Vermelho Sirio a 0,1%, e em pH baixo, com os grupos amino da lisina e
da hidroxilisina e os grupos guanidina da arginina (fig. 4).

O método descrito foi estudado por CONSTANTINE e MOWRY (1968) levantando
duvidas quanto a sua especificidade ao colageno, pois algumas estruturas coradas nao eram

colageno. Observaram que a solucdo de Picrosirius Red, aumentava a birrefringéncia normal
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das fibras do colageno em secgdes de tecido. JUNQUEIRA, COSSERMELLI e BRENTANI
(1978) notaram que o corante Picrosirius Red aumentava a birrefringéncia das fibras
colagenas, quando estudadas em microscopio de polarizagdo. O método veio, de certa forma,
substituir a fucsina acida no método tricromico de Van Gieson, citado por JUNQUEIRA,
BIGNOLAS e BRENTANI (1979).

O papel atribuido ao acido picrico na coloragdo do coldgeno ¢ desconhecido, no
entanto, quando omitido da solucdo corante, todos os seus componentes teciduais ficam numa
coloracdo vermelha, parecendo desta forma, prevenir a coloragdo indiscriminada das
estruturas ndo colagenosas pelo Sirius Red.

JUNQUEIRA et al. (1979) afirmam que quando o acido picrico ndo ¢ usado,
constata-se que todas as estruturas mostram intensifica¢do da birrefringéncia.

E importante assinalar que o uso da solugdo de Picrosirius Red, associado a
microscopia polarizada apresenta importante sensibilidade e especificidade como método
simples para localizar as fibras colagenas. RABAU e DAYAN (1994) sugerem que as
diferentes birrefringéncias observadas a polarizagdo apds o uso do Picrosirius Red, permitem
avaliar a fase do processo cicatricial, onde o coldgeno encontra-se esverdeado ou amarelo
esverdeado, em fase de cicatrizag@o e altamente birrefringentes de cor laranja ou vermelha em
processo fibrotico inativo.

Pode-se distinguir em padrdes de cores, diferencas de diametro e arranjo estrutural
das fibras do colageno, diferentes tipos de colagenos (HIRSHBERG, BUCHNER e DAY AN,
1996 e HIRSHBERG, BUCHNER e DAYAN, 1999).

- Tipo I - Fibras espessas amarelas brilhantes, laranja ou vermelha;
- Tipo II - Fibras finas com cores variadas distintas das observadas no colageno I;

- Tipo III - Fibras finérrimas esverdeada e amarela esverdeada.
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FIGURA: 5 PICROSIRIUS RED APOS A POLARIZAGAO

r-\li '; ":_,_"_:." )
FONTE: FONSECA (2003)

A quantificacdo computadorizada, através da soma da area corada pelo Picrosirius
Red, apds polarizagdo, para RIBEIRO e BORGES (2004), (fig. 5) ¢ um método bem
estabelecido pela literatura para avaliacdo da quantidade de deposi¢do de coldgeno em estudos
que visam a avaliagdo da cicatrizacao.

FONSECA (2003) em sua dissertagdo de Mestrado, afirma que ¢ til a descri¢do da
historia natural de um processo fibroso, visto que as fibras birrefringentes finas e grossas

podem ser facilmente diferenciadas com o uso do método Picrosirius Red polarizado.
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3.1 DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO

Aplicaram-se as Normas para Apresentagdo de Documentos Cientificos, da
Universidade Federal do Parana (2000), e obedeceram-se os principios do Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal (COBEA, 1991) e as recomendagdes para eutandsia de animais
experimentais, propostas por CLOSE, BATTLEBOOROUGH e KNOLL (1997) e
RAYMUNDO e GOLDIM (2002).

Neste experimento foram utilizados nove porcos da raca larger white (Suideo Sus).
Os animais foram divididos em trés grupos, compostos por trés animais constituidos
aleatoriamente. No grupo controle (GC) realizou-se aplicagdo de algoddo embebido em
solugdo fisiologica 0,9%, o grupo experimento I (GE I) sofreu a aplicacdo de algodao
embebido em Mitomicina-C em concentragdes de 0,04% (4 mg/ml), e o grupo experimento II
(GE 1) aplicacdo de algoddao embebido em Mitomicina-C na concentracdo de 0,08% (8
mg/ml). Os algoddes foram colocados na mucosa de borda livre do ter¢o anterior da prega
vocal direita e esquerda durante trés minutos. Os grupos foram comparados entre si quanto a
deposicdo de coldgeno em submucosa, utilizou-se o corante Picrosirius red, avaliado com

microscopio de birrefringéncia para quantificagdo do colageno.

3.2 AMOSTRA

Nove suinos da raga larger white (4 machos e 5 fémeas) foram adquiridos na fazenda
da UFPR e utilizados neste experimento.

Os animais pesaram entre 8.700g e 11.562g, com média de 10.131g, e idade entre 27
a 31 dias.

Os animais foram avaliados clinicamente e considerados sadios dentro de uma
distribui¢do normal de peso para a idade seguindo-se os padroes da EMBRAPA.

Os animais estavam numerados conforme o padrdo adotado na Fazenda
Experimental, utilizando marcas nas orelhas e alojados cada grupo de trés animais em uma

pocilga.

3.3 ALOJAMENTO DOS ANIMAIS

Foram utilizadas pocilgas de 1,2 m x 1,8 m com piso ripado para coleta de dejetos
e dotada de comedouro manual com ragdo padrdo sem privagao antes ou apos o procedimento,

o bebedouro estava situado ao lado do comedouro e fornecia agua a vontade.
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3.4 ANESTESIA

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

Todos os animais receberam antes da inducdo anestésica Midazolam (Dormonid ©
1 mg/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, atropina
0,5 mg/ml na dose de 0,06 mg/kg por via IM.

Apos a realizacdo da medica¢do pré-anestésica foi obtido acesso venoso nas veias
superficiais da orelha, abdome ou membros através de agulha Abocath ©22.

Apos a indugio, a anestesia foi feita com Propofol ® na dose de 6 mg/kg por via IV e
a anestesia de manuten¢do com a mesma medica¢do na dose de 0,4 mg/kg por via IV.

Os animais foram monitorizados por ECG através de cardioscopio (Funbep®). Para
eventuais depressdes respiratorias ou apnéias estava disponivel oxigénio em recipiente

portatil.

3.5 PROCEDIMENTO PARA A APLICACAO DE MITOMICINA-C TOPICA

3.5.1 POSICIONAMENTO

Apos a anestesia os animais foram posicionados em dectbito dorsal, em proclive em
mesa especial para castramento coberta por campo cirtrgico estéril. Para a retificagdo da

laringe foi colocado cochim de campo cirargico na regido dorsal superior do animal.

3.5.2 INTRODUCAO DO LARINGOSCOPIO

Foi utilizado laringoscopio infantil (Microfrance™) com angulagio para comissura
anterior (figura 6).
O laringoscopio foi suspenso por um auxiliar para melhor observagdo da regidao do

terco anterior da glote suina.
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FIGURA 6 — INTRODUGAO DO LARINGOSCOPIO

3.5.3 OBSERVACAO DAS PREGAS VOCAIS E MATERIAL AUDIOVISUAL

Utilizou-se microscopio cirurgico D. F. Vasconcelos 6700 com sistema de camera
acoplada para observacdo da glote e colocagdo de algodao embebido em solucdo fisiologica
0,9% no GC e Mitomicina-C topica em GE I e GE II, os procedimentos foram gravados em
fita de video (Aparelho de TV video TVV 567 Panasonic®) (figuras 7 e 8).

FIGURA 7 — MICROSCOPIO CIRURGICO
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FIGURA 8 — EQUIPAMENTO DE CAPTAGAO E REPRODUGAO DE IMAGEM

3.5.4 UTILIZACAO DE MITOMICINA-C TOPICA NO GRUPO EXPERIMENTO 1 E 2

Apo6s exposicao e visualizacdo da mucosa da borda livre do tergo anterior da prega
vocal direita e esquerda, colocou-se uma bola de algoddo de aproximadamente 3 mm de
diametro no seu maior eixo, embebida com a solucido de Mitomicina-C a 0,04% (4 mg/ml), no
grupo experimento 1 e 0,08% (8 mg/ml) no grupo experimento 2, envolvendo ambas as
pregas vocais (figura 9) durante 3 minutos cronometrados em reldgio digital (Citzen
Skydiver®). Apos os 3 minutos, retirava-se o algoddo e limpava-se a regido com soro
fisiologico 0,9%.
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No grupo controle repete-se o mesmo processo descrito anteriormente com

algodao embebido em soro fisiologico.

FIGURA 9 - APLICACAO DE MITOMICINA-C TOPICA

3.6 COLETA DAS LARINGES

A eutandsia dos animais realizou-se 30 dias ap6s o procedimento cirargico. Os
animais foram submetidos ao mesmo pré-anestésico e anestésico utilizado no procedimento
seguido de eletrocussdo. Posteriormente foi retirado a laringe de cada animal, identificada as

pregas vocais (grupo a que pertencia) e enviada para analise histoldgica.

3.7 COLETA DE AMOSTRAS PARA ANALISE HISTOLOGICA

As amostras foram coletadas logo apds a eutandsia no abatedouro da Fazenda
Experimental. Toda a laringe do animal foi retirada para a melhor coleta da prega vocal
(figura 10). Realizou-se uma incisdo longitudinal anterior na laringe (figura 11), exposta a
regido das pregas vocais (figura 12) e realizada incisdo rente a cartilagem tiredide (figura 13)
para a retirada da prega vocal e preservacdo da cobertura mucosa. A peca foi fixada com

alfinetes sobre um retangulo de papel cartdo a fim de manté-la bem esticada. No papel cartdao
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de fixacdo foi realizada a identificagdo do animal, o lado (direito ou esquerdo) da prega vocal,
bem como indicada a regido anterior da prega vocal. Neste momento, a prega vocal recebeu
uma nova numeracdo para andlise microscopica de forma randomizada e duplo-cega.

Posteriormente, este retalho foi fixado em formol a 10% durante 24 horas.

FIGURA 10 - LARINGE DO SUINO RETIRADA POR INTEIRO DA BASE DA
LINGUA AO QUARTO ANEL TRAQUEAL

FIGURA 11 — INCISAO MEDIANA ANTERIOR
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FIGURA 12 — VISUALIZAGAO DA GLOTE SUINA APOS A ABERTURA ANTERIOR DA LARINGE

NOTA: As setas inicam as pregas vocais.

FIGURA 13 — INCISAO RENTE A CARTILAGEM TIREOIDE

38



39

3.8 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE HISTOLOGICA

Ap6s periodo de fixacdo de 24 horas, utilizando-se l1dmina histologica 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) para processamento “overnight”, sendo desidratadas
em concentracdes crescentes de alcool etilico a 70, 80 ¢ 90%. Posteriormente, foram
diafanizadas em xilol contendo misturas seqiiencialmente concentradas de parafina durante 12
horas. Realizada inclusio em parafina quente (Leica® modelo EG 1160), os blocos foram
microtomizados (Leica® modelo RM 2145) em cortes de 5um e dispostos em lamina de vidro
de 75x25 mm, realizando-se dois niveis de corte para cada area de estudo e a seguir as

laminas foram coradas em Picrosirius red.

3.9 ANALISE HISTOLOGICA MORFOMETRICA QUANTITATIVA

A leitura das laminas foi realizada através do programa Pro-image-plus 4.5° para
Windows® em um computador Pentium IV® acoplado ao microscopio Olympus® BX50 e
camera de video Sony® (figura 14), calibrado previamente em micrémetros com objetiva de
20 vezes. As medidas foram transferidas para o programa Excel Windows®. Foram realizadas
2 medidas em cada campo, como se segue:

Apoés a observagdo do campo na area da lamina corada pelo Picrosirius red (figura
15) foi realizada a polarizagdo (figura 16). Toda a substancia ndo-coldgeno foi corada em
preto, ¢ o colageno foi corado em amarelo, vermelho-alaranjado e vermelho. Estas cores
foram selecionadas através do programa para quantificacdo e somatdria da area selecionada
em micrometros quadrados. Foram realizadas duas medidas por 4rea, que somadas, resultou
em uma média simples. Apos desfeita a randomizagao os dados foram transportados para o

programa Excel Windows® e colocados em tabela para anélise estatistica.
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FIGURA 14 — EQUIPAMENTO PARA ANALISE DIGITAL DE IMAGENS

FIGURA 15 — EXEMPLO DE LAMINA CORADA PELO PICROSIRIUS RED ANTES DA POLARIZAGAO
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FIGURA 16 — EXEMPLO DE POLARIZAGAO DA LAMINA CORADA PELO PICROSIRIUS RED
APOS A POLARIZAGAO
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3.10 ANALISE ESTATISTICA

Nesta pesquisa foram estimados trés grupos, compostos de trés animais cada grupo e
de 6 pregas vocais por grupo. O primeiro grupo foi o grupo controle que utilizou solugao
fisiologica 0,9% em algodao sobre a superficie mucosa da prega vocal integra durante trés
minutos; apos trinta dias realizou-se a eutanésia dos animais, quantificando-se o colageno da
prega vocal direita e esquerda.

O segundo grupo, experimento 1, utilizou a mesma metodologia que o grupo
controle, porém com utilizagao de Mitomicina-C na concentracao de 4mg/ml, apds procedeu-
se a remog¢ao da Mitomicina-C com solugdo fisiologica em algodao.

O terceiro grupo, experimento 2, utilizou a Mitomicina-C na concentragdo de
8mg/ml, removendo-se a Mitomicina-C da mesma maneira que o grupo experimento 2.

O resultado avaliado neste estudo quantificou em pm? o coldgeno total em
submucosa das pregas vocais.

Quando realizadas comparacdes de resultados em grupos diferentes relativas as
diferencas de quantidade de colageno, considerou-se o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Em todas as comparagdes efetuadas pelos grupos, a hipotese nula correspondeu a
resultados iguais nos grupos de comparacdo e a hipdtese alternativa, a resultados diferentes.
Em todos os testes, um nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi considerado estatisticamente
significante (SIEGEL, 1956).
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4.1 PRESENCA DE SINEQUIAS

Nao foram observadas sinéquias em nenhuma das laringes examinadas apoOs a

eutanasia.

4.2 PESAGEM DOS ANIMAIS

Ap6s trinta dias do inicio do experimento, a média do peso dos animais aumentou de

10.131 g para 13.565 g.

GRAFICO 1 - PESO DOS ANIMAIS EM GRAMAS NO DIA 0 E DIA 30
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NOTA: O numero nas linhas corresponde aos valores das médias.

4.3 QUANTIFICACAO COMPUTADORIZADA DA DEPOSICAO DO COLAGENO

No grupo controle (animais submetidos a aplicagdo de solucdo fisioldgica 0,9%
topica) a média da area do colageno depositado na submucosa das pregas vocais foi de

3.110,44 micrometros quadrados (quadro 1).
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No grupo experimento 1 (animais submetidos a aplicagdo de Mitomicina-C topica na
concentracdo de 4mg/ml) a média da area do coldgeno depositado na submucosa das pregas

vocais foi de 3.115,98 micrometros quadrados (quadro 1).

No grupo experimento 2 (animais submetidos a aplicagdo de Mitomicina-C tdpica na
concentragdo de 8mg/ml) a média da area do colageno depositado na submucosa das pregas

vocais foi de 3.105,78 micrometros quadrados (quadro 1).

QUADRO 1 -QUANTIFICAGAO DA DEPOSICAO DO COLAGENO NA SUBMUCOSA DOS GRUPOS
PESQUISADOS CURITIBA - PARANA (2004)

GRUPOS PREGAS VOCAIS E AREAADA DEPOSICAO DO COLAGENO TOTAL POR
PROCEDIMENTOS MICROMETROS QUADRADOS
Média Desvio Padréao
Pregas vocais com o uso de
Controle solugéo fisioldgica 0,9% 3.110,44 340,66
(n=3)
Experimento 1 Pregas vocais com o uso de MMC
(n=3) tépica na concentragao de 4mg/ml | 3.115,98 279,91
Experimento 2 Pregas vocais com o uso de MMC
(n=3) tépica na concentragao de 8mg/ml | 3.105,78 308,28

QUADRO 2 - COMPARAGAO ENTRE OS GRUPOS E OS VALORES DE P

GRUPOS VALORES DE p
Controle (com aplicacdo de SF 0,9%) X Experimento 1 (MMC na concentragdo de 0,04%) 0,9156
Controle (com aplicacdo de SF 0,9%) X Experimento 2 (MMC na concentragdo de 0,08%) 0,9230
Experimento 1 (MMC na concentragio de 4mg/ml ) X Experimento 2 (MMC na concentragéo de 8mg/ml) 0,9022

FIGURA 17 — EXEMPLO DE LAMINA CORADA PELO PICROSIRIUS | RED
DEMONSTRANDO O TECIDO CONJUNTIVO DA LAMINA PROPRIA
ANTES DA POLARIZACAO
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FIGURA 18 — EXEMPLO DE LAMINA CORADA PELO PICROSIRIUS RED
DEMONSTRANDO O TECIDO CONJUNTIVO APOS A POLARIZACAO

NOTA: Observa-se o carater birrefringente do colageno, coloragéo laranja e vermelho, quando

em comparag¢do com a substancia ndo-colageno (enegrecida).

FIGURA 19 - EXEMPLO DE LAMINA CORADA PELO PICROSIRIUS RED
DEMONSTRANDO O TECIDO CONJUNTIVO APOS
POLARIZAGAO

NOTA: Observa-se o carater birrefringente das fibras de colageno apds a polarizagdo, coradas
em amarelo e amarelo-esverdeado e a substincia ndo-colageno em preto. A coloragdo

amarelada demonstra a presenca de fibras de coldgeno mais finas (mais jovens).

45

45



46

FIGURA 20 — EXEMPLO DE LAMINA CORADA PELO PICROSIRIUS RED
DEMONSTRANDO AS FIBRAS COLAGENAS APOS A
POLARIZACAO

4.4 COMPARACAO DA DEPOSICAO DO COLAGENO

4.4.1 COMPARACAO DA DEPOSICAO DO COLAGENO DO GRUPO CONTROLE
VERSUS GRUPO EXPERIMENTO 1

A média da area de deposicao do colageno total das pregas vocais do grupo controle
foi de 3.110,44 micrometros quadrados enquanto a média da area de deposicao do coldgeno
total do grupo experimento 1 foi de 3.115,98 micrémetros quadrados.

Na comparacdo efetuada, a hipotese nula correspondeu a resultados iguais nos
grupos sob comparacdo e a hipotese alternativa a resultados diferentes. O resultado do teste
indicou a hipotese nula com p=0,9156, o que ndo evidenciou diferenga entre a quantidade de

colageno total entre os grupos comparados.
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4.4.2 COMPARACAO DA DEPOSICAO DO COLAGENO DO GRUPO CONTROLE
VERSUS GRUPO EXPERIMENTO 2

A média da area de deposicao do colageno total das pregas vocais do grupo controle
foi de 3.110,44 micrometros quadrados enquanto a média da area de deposicao do coldgeno
total do grupo experimental 2 foi de 3.105,78 micrometros quadrados.

Na comparacao efetuada, a hipdtese nula correspondeu a resultados iguais nos
grupos sob comparacdo e a hipdtese alternativa a resultados diferentes. O resultado do teste
indicou a hipdtese nula com p=0,9230 ndo evidenciou diferenca entre a quantidade de

colageno total entre os grupos comparados.

443 COMPARACAO DA DEPOSICAO DO COLAGENO DO GRUPO EXPERIMENTO
1 VERSUS GRUPO EXPERIMENTO 2

A média da area de deposi¢cao do coldgeno total das pregas vocais do grupo
experimento 1 foi de 3.115,98 micrometros quadrados enquanto a média da area de deposi¢ao
do colageno total do grupo experimento 2 foi de 3.105,78 micrometros quadrados.

Na comparacao efetuada, a hipdtese nula correspondeu a resultados iguais nos
grupos sob comparacdo e a hipdtese alternativa a resultados diferentes. O resultado do teste
indicou a hipotese nula com p=0,9022, o que ndo evidenciou diferenga entre a quantidade de

colageno total entre os grupos comparados.
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GRAFICO 2 - DEPOSIGAO DE COLAGENO TOTAL DA SUBMUCOSA DAS PREGAS VOCAIS NOS
GRUPOS CONTROLE E EXPERIMENTOIS EM MICROMETROS QUADRADOS
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5.1 MODELO EXPERIMENTAL

5.1.1 ESCOLHA DO MODELO DE EXPERIMENTACAO ANIMAL

Encontrou-se apenas um trabalho na literatura que compara modelos de
experimentacdo animal para cirurgia endolaringea, realizado por GARRETT, COLEMAN e
REINISCH (2000), onde foram comparadas as pregas vocais de cdo, porco € macaco,
observando a quantidade da deposicdo do colageno, fibras de elastina e tecido amorfo.
Concluiram que a prega vocal do porco e do cdo sdo similares a do homem quanto a
quantidade de elastina e de colageno. As pregas vocais destes animais apresentam um plano
de dissec¢do do microflap similar ao do homem. No macaco, o plano de dissec¢do do
microflap, estd localizado mais profundamente na lamina propria, proximo ao ligamento
vocal.

GARRETT et al. (2000) concluiram que o cdo ¢ o melhor modelo de estudo da
funcdo da prega vocal, pois apresenta a fase vertical da onda mucosa vista na
videolaringoestroboscopia, o que nao ¢ visualizado no porco.

No presente estudo, o modelo experimental exigia um animal de médio porte com
pregas vocais semelhantes ao do homem, sem a necessidade da observacdo da funcdo por
videolaringoestroboscopia, em razdo disso, foi escolhido o porco da raca larger white. A
padronizagdo da amostra, facilidade de obtencdo do animal, padronizagao de peso e idade,
condi¢gdes de alojamento e de ragdo, foram ainda, outros motivos que levaram a escolha do
porco. Os animais faziam parte da criacdo da fazenda experimental da Universidade Federal
do Parand e foram adquiridos com recursos proprios do pesquisador.

Embora tenham sido encontrados varios aspectos favoraveis ao estudo, durante o
experimento, o porco demonstrou ser um animal de dificil manejo, pouco doécil e de dificil
manuten¢do devido ao custo da ragcdo e alojamento. Além disso, as drogas para inducao
anestésica e anestesia sdo caras e de dificil aquisi¢do, pois a compra € rigorosamente
controlada.

Ap6s a indugdo da anestesia, as vias de acesso venosas foram conseguidas facilmente
na orelha ou na pele do ventre do animal. A anestesia precisava manter respiragdo espontanea,
com pouca salivagdo para a realizagdo do procedimento cirurgico, ¢ por este motivo foram
utilizadas midazolan, acepromazina, ketamina e atropina, sendo que a manutencdo da
anestesia foi realizada com Propofol®. Quando o animal apresentava depressio respiratoria

(observada pela diminui¢do dos movimentos respiratorios ou através da alteracdo da

50



51

coloragao da mucosa) um cateter era introduzido no focinho do animal oferecendo oxigénio a
5 litros por minuto até a regularizagdo da respiracdo. Nao houve perda de nenhum animal

durante o trabalho.

5.1.2 ESCOLHA DA TECNICA PARA ESTUDO DA PREGA VOCAL INTEGRA COM
USO DE MITOMICINA-C TOPICA

A escolha da aplicagdo da Mitomicina-C tdpica sobre a prega vocal integra, ocorreu
por ser praticamente impossivel o controle do uso seletivo da medicagdo em uma cavidade tdo
pequena como a laringe, mesmo com 0 maior esmero cirirgico, sempre ocorre o contato do
agente quimioterapico Mitomicina-C com a prega vocal contralateral. Com isso, aventou-se a
possibilidade de ocorrerem modificagdes em estruturas internas normais de prega vocal que
provocariam diminui¢do ou degeneragdo do colageno em submucosa.

Nao se encontrou na literatura estudos em que se comparam a aplicagdo de
Mitomicina-C, em diferentes concentragdes, na prega vocal integra. Porém, encontrou-se
alguns estudos utilizando-se diversas concentragdes de Mitomicina-C, para a diminui¢do da
formagao de cicatriz, em varios locais da arvore respiratoria (WARD e APRIL, 1998).

Utilizou-se no presente estudo diferentes concentragdes de Mitomicina-C, dosagens
de 0,04% a 0,08%, consideradas concentra¢des elevadas do quimioterapico, com o intuito de
provar a necessidade da area cruenta para a diminui¢do do coldgeno, tal fato também foi
sugerido por CORREA et al. (1999).

Buscou-se na literatura a possibilidade de uma atrofia gerada em tecidos integros ou
manipulados cirurgicamente que recebem a Mitomicina-C, todavia, tal fato ndo foi relatado
em nenhum estudo pesquisado.

Do mesmo modo, ndo hé relatos na literatura sobre complicagdes quanto ao uso de

Mitomicina-C sobre prega vocal integra.

5.2 USO DA MITOMICINA-C EM PREGAS VOCAIS

Como ja referido, na literatura ndo foram encontrados estudos que relatassem a
utilizagcdo da Mitomicina-C em pregas vocais integras de porcos.

Nos estudos realizados na arvore respiratoria, a maioria dos Autores considerou alta
a concentracao de 0,04% ou 4 mg/ml, sendo que, no presente trabalho, buscamos o dobro

desta dosagem, e da mesma maneira, ndo ocorreu influéncia sobre o colageno total em prega
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vocal integra no periodo pesquisado, o que nos leva a acreditar que esta droga mesmo sendo
testada com grande dosagem, no procedimento cirurgico, ¢ segura para a prega vocal
contralateral.

Concordam com a seguranca da droga os estudos de CHEUNG, SIU e YONG
(1997), nos quais ndo foram observados processos atréficos em conjuntiva humana em areas
de injuria tecidual.

No presente estudo, ndo se observou uma diminui¢ao estatisticamente significante do
colageno total no grupo que utilizou Mitomicina-C quando comparado ao grupo controle, que
ndo a utilizou.

Relatos na literatura indicam diferenga estatisticamente significante quando
comparados os grupos operados com ou sem Mitomicina-C e os grupos ndo operados, com
menor quantidade de deposi¢ao de colageno total nos grupos que sofreram cirurgia. O que nos
leva a acreditar que a Mitomicina-C somente apresenta agdo em tecido com injuria, ¢ em fase
de cicatrizagao.

BRADNER(2001), em seu estudo sobre atualizagdo em Mitomicina-C, também
sugere que deve haver injuria tecidual para que ocorra ag¢ao sobre o colageno de submucosa.

A diminuicao do coladgeno total no grupo operado com uso de Mitomicina-C pode
favorecer a ndo formacdo de cicatriz nas pregas vocais operadas por patologias, que
normalmente possam resultar em cicatriz como granulomas, sulcos vocais, papilomas, e
patologias de comissura anterior como “webs” e aderéncias iatrogénicas, segundo GRAY,
TRITLE e LI (2004).

INGRANS et al. (1998) usaram diferentes concentracdes de Mitomicina-C em
coelhos, sendo que, apds realizar antrostomias, notaram que quanto maior a concentragdo de
Mitomicina-C maior o tempo para fechd-las. Nao houve alteragdo permanente no
funcionamento das células ciliadas da mucosa nasal.

GARRETT et al. (2001) foram os primeiros a utilizar a Mitomicina-C tdpica em um
modelo canino, comparando os resultados da quantificacdo do colageno de microflaps,
realizados em ambas as pregas vocais de seis caes, aplicando-se Mitomicina-C somente em
um dos lados. Neste grupo ndo houve comparagdo com o grupo controle. GARRETT et al.
(2001) constataram a diminuicdo da deposicdo do coldgeno total no grupo experimento,
comparando a prega vocal operada com o uso da Mitomicina-C a prega contralateral sem
interven¢do cirargica, porém neste estudo, observou-se que, devido a diminuta dimensdo da
glote, torna-se praticamente impossivel impedir a contaminagdo da prega vocal contralateral,

prejudicando desta maneira a avaliagdo sem interferéncia do grupo controle.
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Embora tenha havido um avango nesse campo, que contribuiu para o entusiasmo dos
pesquisadores quanto ao uso da Mitomicina-C em estados patologicos de vias aéreas, ainda
faltam estudos controlados e randomizados. No Unico ensaio randomizado, utilizando a
Mitomicina-C em doenga subglotica, HARTNICK et al. (2001) relatam que a Mitomicina-C
nao foi melhor do que o placebo, quando analisado o tecido de granulagdo e o local de reparo.
ApoOs um ano de seguimento, ocorreu a renovacao da estenose, sendo que, em alguns casos,
ocorreu a necessidade de colocagdo de tubo endotraqueal para manutengdo de vias aéreas

pérveas.

5.3 METODO DE COLORACAO E QUANTIFICACAO DA DEPOSICAO DO
COLAGENO

GARRETT et al. (2001) utilizaram a coloragdo tricromica de Mansson para a
quantificagdo computadorizada da area de deposicdo de colageno.

RIBEIRO et al. (2004) utilizaram o picrosirius red como coloracdo padrao para o
estudo e quantificacao da deposi¢ao do colageno.

No presente estudo, preferiu-se a utilizagdo da coloracdo de picrosirius red para a
identificagdo e quantifica¢do da deposi¢do do colageno, esta coloracdo, além de ser especifica,
pode diferenciar as fases de maturagdo das fibras de colageno apos a polarizacio, corando em
verde e amarelo-esverdeado as fibras mais jovens (mais finas), e em laranja e vermelho as
fibras mais antigas (mais espessas). O picrosirius red foi citado por JUNQUEIRA et al. 1979,
SZENDROI, SCHAFF e LAPIS, 1984, RABAU e DAYAN, 1994, HIRSHBERG et al., 1996,
HIRSHBERG et al. 1999, como a coloragdo mais especifica para colageno.

Esta caracteristica da coloracdo de picrosirius red pode proporcionar estudos futuros
quanto a maturagdo da deposi¢do do colageno nas feridas de pregas vocais de porcos com
aplicacao de Mitomicina-C topica.

No presente estudo, a coloragdo de picrosirius red foi efetiva na diferenciacdo e
quantificagdo do colageno, o que concorda com JUNQUEIRA et al. (1979), SZENDROI et al.
(1984), RABAU e DAYAN, (1994), HIRSHBERG et al. (1996), HIRSHBERG et al. (1999).

A quantificagdo computadorizada, através da soma da area corada pelo picrosirius
red apds polarizagdo, ¢ um método bem estabelecido pela literatura para avaliacdo da
quantidade de deposi¢ao de colageno em estudos que visam a avaliagdo da cicatrizagao

(RIBEIRO et al. 2004).
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Em funcao dos resultados obtidos neste experimento, pode-se concluir:
1. A Mitomicina-C topica aplicada em pregas vocais integras durante trés minutos na

concentra¢do de 4 mg/ml e 8 mg/ml ndo promoveu a diminui¢ao da deposi¢do de colageno da

submucosa de borda livre de prega vocal.
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8 . APENDICE



AREA DE DEPOSIGAO DO COLAGENO, EM MICROMETROS QUADRADOS
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SEGUNDO OS GRUPOS
AREA DA DEPOSICAO DO COLAGENO TOTAL POR MICROMETRO
GRUPOS PREGAS VOCAIS. QUADRADO POR LAMINA
Lami Média da area de deposi¢ao do
aminas . - -
colageno por lamina
CONTROLE
28 3234,49
37 3299,87
Pregas vocais sem 19 3325,76
aplicagédo de MMC 29 2084 43
Tépica ’
30 3348,15
25 2469,94
49 2720,51
50 2986,60
51 3085,40
Pregas vocaiscomo 52 3049,08
uso de MMC Tépica,
na concentragao de 53 3526,05
4 mg/ml. 54 3328,24
EXPERIMENTOS
11 2768,59
. 21 3654,99
Pregas vocais com o
uso de MMC Tépica, 31 2994,29
na concentragao de 32 3238.43
8 mg/ml.
14 3025,71
15 2952,67




