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RESUMO

Neri L. Estudo histolégico dos efeitos da lesdo com laser diodo 980 nm e
1470 nm em pregas vocais de coelhos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2018.

INTRODUCAO: Os lasers tém sido utilizados em microcirurgia de laringe,
permitindo corte e coagulagdo simultdneos que, em alguns casos, pode
favorecer uma cirurgia exangue e mais precisa. Do ponto de vista vocal, o
resultado cirurgico ideal é aquele em que a lesdo é removida com menor
dano possivel ao tecido adjacente, ja que uma cicatrizagdo inadequada da
prega vocal pode resultar em disfonia de dificil reparagdo. O dano colateral
dos lasers nos tecidos depende, entre outros fatores, do tipo de laser e de
seu comprimento de onda. O laser diodo, quando comparado aos lasers
mais utilizados em microcirurgias de laringe, tem como vantagens ser
portatil, silencioso, transmite radiacdo através de uma fibra optica fina e
flexivel o que facilta a manipulagdo do instrumento pelo cirurgido.
Entretanto, as reacbes cicatriciais causadas pelo uso dos diferentes
comprimentos de onda do laser diodo (980 nm e 1470 nm) nas pregas
vocais ainda n&o foram estudadas. OBJETIVO: O objetivo desta pesquisa &
estudar os efeitos histoldgicos da variagdo do comprimento de onda do laser
de diodo de 980 nm e 1470 nm, no processo de cicatrizagdo de pregas
vocais de coelhos, em 7 e 30 dias apds a lesdo. METODO: Vinte coelhos
machos da raca New Zealand foram distribuidos aleatoriamente em quatro
grupos, com cinco animais em cada grupo. Em cada prega vocal foi
realizada uma unica lesdo por 7 segundos, através do contato da ponta da
fibra do laser com a superficie do tecido. De um lado, o laser foi ajustado ao
comprimento de onda de 980 nm e na prega vocal contralateral 1470nm.
Nos grupos | e lll, o modo de entrega de energia foi pulsado, enquanto que,
nos grupos Il e IV, foi continuo. Apds 30 dias (grupos | e Il) e 7 dias (grupos
[l e IV) as laringes foram excisadas e submetidas a coloragcdo com
hematoxilina-eosina, além de coloragdo para colageno e elastina. A analise
histolégica realizada foi quantitativa e subjetiva. RESULTADOS: Com o0 uso
do laser diodo foi observado que o tecido apresentava sinais de manipulagao
(presenca de reepitelizacdo e presenga de tecido de granulagdo com
fibroblastos). Nao foram observadas formacdes de ulceras, bolhas ou
necrose. A extensdo linear da lesdo fibrotica apresentou diferenga
significativa, entre os dois comprimentos de onda, sendo maior no laser
980nm, que receberam feixes de laser no modo pulsado, em coelhos



sacrificados 7 dias apos a lesdo. A densidade das fibras colagenas
apresentou-se elevada ao uso do laser 1470 nm no mesmo grupo de
animais. CONCLUSAO: O uso de laser diodo demonstrou maior extenséo
da lesdo fibrotica (laser 980 nm, modo pulsado) e maior densidade de
colageno (laser 1470 nm, modo pulsado), em animais na fase inicial (7 dias)
da cicatrizagdo. No entanto, ao analisarmos a evolugao da cicatrizagao, tal
padrao nao fora observado ao longo dos 30 dias. Desta forma, a variagao do
comprimento de onda do laser diodo, ndo causou diferengas histoldgicas
significativas na cicatrizagao inicial.

Descritores: laringe; prega vocal; lasers; cicatrizagao; colageno; coelhos



ABSTRACT

Neri L. Histological study on the effect of diode laser 980 nm and 1470 nm in
vocal folds in a rabbit model [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2018.

INTRODUCTION: Lasers have been used in endolaryngeal microsurgery,
allowing simultaneous cutting and coagulation which, in some cases, may
favor a bloodless and more accurate surgery. From a vocal point of view, the
ideal surgical outcome is one in which the lesion is removed with the lowest
possible damage to the adjacent tissue, since inadequate healing of the
vocal fold may result in dysphonia that may be difficult to repair. The
collateral damage of the lasers in the tissues depends, among other factors,
on the type of laser and its wavelength. The diode laser, when compared to
the lasers most used in laryngeal microsurgery, has the advantages of being
portable, silent and to the fact it transmits radiation through a thin and flexible
optical fiber, which facilitates the manipulation of the instrument by the
surgeon. However, the cicatricial reactions caused by the use of different
diode laser wavelengths (980 nm and 1470 nm) in the vocal folds have not
been studied. OBJECTIVE: The aim of this study is to study the histological
effects of diode laser wavelength variation of 980nm and 1470 nm in the
healing process of vocal folds of rabbits, 7 and 30 days after the injury.
METHOD: Twenty male New Zealand white rabbits were randomized into
four groups, with five animals in each group. In each vocal fold, a single spot
injury was performed during 7 seconds, through the contact of the tip of the
laser fiber with the surface of the tissue. On one side, the laser was adjusted
to the wavelength of 980 nm and on the contralateral vocal fold, 1470 nm. In
groups | and lll, the mode of energy delivery was pulsed, whereas in groups
Il and 1V, it was continuous. After 30 days (groups | and Il) and 7 days
(groups Il and IV) the larynx were excised and stained with hematoxylin-
eosin, in addition to staining for collagen and elastin. The histological
analysis was quantitative and subjective. RESULTS: With the use of diode
laser, the tissue showed signs of manipulation (presence of reepithelialization
and presence of granulation tissue with fibroblasts). No ulcer, blister or
necrosis formations were observed. The linear extension of the fibrotic lesion
showed a significant difference between the two wavelengths, being higher in
the 980 nm laser, which received laser beams in the pulsed mode, in rabbits
sacrificed 7 days after the lesion. The density of the collagen fibers was
elevated to the use of the 1470 nm laser in the same group of animals.



CONCLUSION: The use of diode laser showed a greater extension of the
fibrotic lesion (980 nm laser, pulsed mode) and a higher density of collagen
(laser 1470 nm, pulsed mode) in animals in the initial phase (7 days) of
wound healing. However, when we analyzed the evolution of healing, such
pattern had not been observed during the 30 days. Thus, the variation of
wavelength of the diode laser did not cause significant histological
differences in the initial healing of the vocal folds.

Descriptors: larynx; vocal cord; laser; wound healing; collagen; rabbits



1 INTRODUGCAO



INTRODUCAO - 2

O uso da voz, ainda € o meio primario de comunicagcdo, mesmo com a
crescente utilizagdo dos meios digitais’. As alteragdes da qualidade vocal
podem influenciar negativamente na qualidade de vida das pessoas, que
dependem da voz para a comunicacao verbal diaria e para as necessidades
de socializagao?.

A fonocirurgia, para exérese de lesdes laringeas, tem como principio
respeitar a estrutura da prega vocal (PV), que embasa a teoria de corpo-
cobertura de vibragao3*. No entanto, em alguns casos, o resultado de uma
microcirurgia de laringe pode ser uma cicatrizagdo inadequada, resultando
em disfonia; este tem sido um grande desafio para os laringologistas®.

O desenvolvimento de novas terapias, para a prevencao e tratamento
de cicatrizes, tem sido o foco de intensa investigagdo e o objetivo principal
de tais pesquisas € possibilitar a remocdo das lesbes com maxima
preservagao dos tecidos adjacentes®8.

Apesar de o  bisturi frio ser, comumente, utilizado em
fonomicrocirurgias, a ressecgdao de lesbes mais extensas pode requerer
utilizagdo de cautérios para controle de hemostasia®. O uso de cautério foi
relacionado, histologicamente, com alto grau de inflamagdo e necrose os
quais prejudicam o processo cicatricial”.

Como exemplo do desenvolvimento de tecnologias com o objetivo de

melhorar a resseccao da lesdo e minimizar o processo cicatricial o laser -
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Light Amplification by Stimulated Emission of Radiaton - tem sido utilizado e
estudado em cirurgias na laringologia®'-12,

A funcionalidade destes instrumentos avangados baseia-se na agao
de radiacdo eletromagnética em determinado comprimento de onda. Na
cirurgia realizada com este instrumento, feixes de laser sdo usados,
principalmente, como bisturis, ou seja, como ferramentas para realizar
incisdes e ressecgdes, no entanto, os efeitos causados pelo laser sobre o
tecido sdo multiplos, dentre eles: a vaporizagéo e a cauterizagéo?'3.

No final da década de noventa, o laser diodo comecgou a ser utilizado
em procedimentos da otorrinolaringologia. Este tipo de laser tem como
vantagens ser compacto, portatil, silencioso e transmite radiagao através de
uma fibra optica fina e flexivel o que facilita a manipulagdo do instrumento
pelo cirurgido'1°,

Alguns estudos demonstraram que o uso do laser de diodo pode ser
vantajoso quando comparado aos outros tipos de lasers utilizados em
fonomicrocirurgias, principalmente, pelo seu efeito de corte e coagulagao
simultdneo, o que resulta em efeito minimo no tecido remanescente apds a
exérese da lesao’®.

O comprimento de onda dos lasers de diodo disponiveis
comercialmente pode variar de 800 nm a 1940 nm, influenciando no efeito
tecidual desejado. Comprimentos de onda mais baixos, entre 810 nm e 980
nm, tém maior absor¢éo pela hemoglobina, melanina e pouca absorgéo pela
agua, resultando em penetracao mais profunda no tecido (até cerca de 4 mm

a 5 mm de profundidade). Ja lasers com maior comprimento de onda (1470
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nm, 1940 nm) tém maior absorg¢ao pela agua, produzindo, portanto, menor
dano térmico adjacente' 1718,

Uma variedade de parametros dos lasers € usada no tratamento das
lesdes laringeas e sabe-se que, tanto os niveis de energia de laser, quanto
0os modos de pulso devem ser ajustados para otimizar a precisdo de corte e
quantidade de hemostasia obtida®1°.

Neste contexto, as pesquisas com uso de lasers de diodo em cirurgias
laringeas tornam-se importantes, para definir comprimentos de onda e
ajustes mais adequados para seu uso na pratica cirurgica. Nenhum estudo
destaca a relagéo dos parametros do laser de diodo (comprimento de onda,
energia total, frequéncia, poténcia e modo de pulso), com cicatrizagdo da
prega vocal na fase aguda e 30 dias apds a leséao.

Embora o laser de diodo seja utilizado em fonomicrocirugia, os efeitos
térmicos causados nos procedimentos, ainda nao foram investigados?°.

Faz-se necessaria a definicdo de parametros adequados, a serem
ajustados durante o procedimento cirurgico laringeo, com uso de laser diodo
em diferentes comprimentos de onda. Contudo, os achados intraoperatorio do
grau de lesdo promovido por diferentes ajustes do laser nem sempre sao
confidveis para estimar seu impacto na cicatrizacdo tecidual®!. Lesdes
aparentemente mais extensas durante a cirurgia podem promover alteragbes
menos acentuadas durante a cicatrizagdo das pregas vocais (ppvv). Assim
sendo, estudos sistematicos de formacgédo de cicatriz na prega vocal sdo

relevantes para utilizag&o segura do laser diodo nas fonomicrocirurgias'?2223,
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O objetivo do presente estudo € avaliar os efeitos histolégicos da
variagao do comprimento de onda do laser de diodo de 980 nm e 1470 nm
no processo de cicatrizacdo de pregas vocais de coelhos em 7 e 30 dias
apos a lesado, de acordo com os seguintes aspectos:

a) Extensdo do processo inflamatério, extensdo linear da leséo
fibrética, profundidade do processo inflamatério, padrao da inflamagao (tipo
de infiltrado e grau de inflamacgado) e outras caracteristicas histopatolégicas
(presenca ou auséncia de bolhas, necrose, exocitose, espongiose, Ulceras,
reepitelizacao, fibroblastos, fibrose, edema de lamina prépria (LP) e tecido
de granulacao), através da coloragao de hematoxilina - eosina.

b) Concentracdo de fibras elasticas mediante a coloragcdo de
resorcina-fucsina.

c) Concentragdo de colageno por coloragdo de picrossirius e

imunoistoquimica especifica para colageno tipo | e tipo lll.
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3.1 Histologia da Prega Vocal Humana e da Prega Vocal do Coelho

A histologia da prega vocal humana e a correlagdo com a producgao
vocal fisioldgica foram primeiramente descritas por Hirano3, em 1974,
Segundo o autor, a prega vocal humana € histologicamente dividida em:
epitélio, camada superficial, camada intermediaria e camada profunda da
ldmina proépria, € musculo vocal. A partir destes conhecimentos, a teoria de
corpo e cobertura foi desenvolvida para melhor compreendimento da
vibragédo das pregas vocais. Nesta teoria a cobertura movel, constituida pelo
epitélio e camada superficial da lamina propria vibra sobre um corpo
estacionario que é formado pelo ligamento, musculo vocal e cone elastico;
desta maneira, uma estrutura mais leve (cobertura) desliza sobre a mais
rigida (corpo) durante a fonag&o342425,

Havia um consenso bem estabelecido no qual, a estrutura das
camadas das pregas vocais seria ajustavel as exigéncias do processo de
vibragdo durante a fonagao e sua composicao influenciaria na qualidade
fonatoria®®. Segundo Ishii et al?’, a lamina propria seria a estrutura mais
importante da prega vocal pois, € a que mais vibra durante a fonagao. Além
da importancia da estruturagdao, a composicdo da matriz extracelular e os
tipos celulares presentes na lamina propria influenciariam diretamente nas

propriedades biomecénicas da fonagdo?8-29,
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Em estudo realizado em laringes humanas excisadas Madruga de
Melo et al.>® descreveram a visualizagédo e entendimento organizacional das
fibras colagenas, através do uso de microscopia de luz pelo método
picrossirius-polarizacdo. As fibras colagenas tipo | e tipo Il foram
identificadas e sua organizagao foi descrita com padrdo semelhante a um
entrelagcado denominada como “cesta de vime”. Na regido logo abaixo do
epitélio, assim como na regidao profunda da lamina prépria, superficialmente
ao musculo vocal, ha presenca de fibras colagenas do tipo I, sendo uma
faixa estreita logo abaixo do epitélio e uma banda mais densa na
proximidade do musculo. Na camada intermediaria foi descrita a presenca
de poucas fibras colagenas do tipo Ill. Tal modelo difere dos modelos
descritos anteriormente, por outros autores, nos quais o arranjo das fibras
colagenas era classicamente descrito como fibras paralelas a borda livre da
prega vocal e estariam concentradas na camada profunda da lamina
prépria327:31,

A prega vocal do coelho apresenta-se revestida por um epitélio
escamoso, estratificado ndo queratinizado, a membrana basal divide o
epitélio da camada da lamina propria. A lamina propria pode ser dividida em
duas camadas, uma superficial composta por fibras finas de colageno,
entremeadas por pequenas por¢des de tecido gorduroso e uma camada
profunda, constituida por maior quantidade de fibras colagenas grossas
sobre um tecido muscular liso subjacente. Ha ainda, na camada superficial
glandulas submucosas, vasos sanguineos e linfaticos finos®2. N&o ha

descrigao de estrutura comparavel ao ligamento vocal.
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As camadas da lamina prépria dos coelhos apresentam, assim como
nos humanos, grande quantidade de macromoléculas na matriz extracelular,
tais como: acido hialurénico (AH), colageno e elastina. Embora existam
diferencas estruturais entre a prega vocal humana e a prega vocal de
coelhos, este modelo animal tem sido utilizado na investigagao sistematica

da cicatrizag&o das pregas vocais®.

3.2 O Coelho como Modelo Animal para Estudos Experimentais em
Laringologia

Alguns autores consideram que os modelos animais fornecem um
método ideal para investigar a cicatrizagdo em pregas vocais ja que tais
estudos nao poderiam ser feitos em humanos. O coelho como modelo
experimental € um animal economicamente eficiente para analise da
cicatrizacédo da prega vocal e demonstra propriedades teciduais semelhantes
a humana®34. Contudo, vale ressaltar que ndo ha modelo ideal, pois nenhum
animal apresenta anatomia laringea igual ao ser humano?.

Com o uso do coelho destacam-se algumas vantagens, dentre elas a
maior precisdo no controle de tempo do estudo. Quanto aos aspectos
praticos outras caracteristicas devem ser analisadas, como por exemplo:
tamanho do animal, viabilidade técnica para o procedimento, recursos
disponiveis, custo de compra e possibilidade de manuteng&o3%-36.

Uma limitacdo ao uso de coelhos é o fato destes animais
apresentarem capacidade fonatoria diminuida; isto resultaria em menor forga

mecanica sobre a estrutura da prega vocal quando comparados aos
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humanos. Ha estudos demonstrando que as forcas mecanicas externas
podem influenciar o aumento da sintese de pro-colageno, a expressao
génica de elementos da matriz extracelular e estimular turnover do

colageno?.

3.3 Processo de Cicatrizagao

A capacidade regenerativa € um fendmeno universal nos organismos
vivos®. O processo de cicatrizagdo é classicamente descrito na literatura por
estudos realizados na pele. As pesquisas sobre processo cicatricial em
mucosas sao escassas. Desta forma, a descricdo dos eventos que ocorrem
durante a cicatrizagao de feridas na pele é utilizada como base para estudos
em pregas vocais®.

E importante considerar que a cicatrizacdo consiste em um processo
dindmico que envolve inumeras interacdes celulares, ao invés de uma
simples sequéncia de eventos consecutivos; dessa forma os estagios,
didaticamente divididos, em inflamatdrio, proliferativo e de remodelacao
consistem em eventos sobrepostos e interligados (Figura 1)3840-42,

A cicatrizagdo tem como objetivo a restauragdo da funcéo prévia do
tecido lesado; a area danificada pode ser substituida por um tecido
organizado, semelhante, em estrutura e fungéo, ao tecido original ou ser

substituido por um novo tecido n&o especializado*3.
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Figura 1 - Relagao entre fases da cicatrizagao e células inflamatérias

3.3.1 Fase inflamatéria

A resposta inicial dos tecidos, apds uma lesao, é a inflamagéo aguda.
As reagdes que ocorrem na fase inflamatoria tém como fungéo eliminar os
tecidos necroticos, proteger contra infecgdo local e permitir o acesso do
sistema imune a area danificada.

O processo de cicatrizagao de feridas tem inicio no momento da leséo
com a inflamacao, esta fase tem duracido média de 2 dias, podendo persistir
por até duas semanas**.

Na resposta inicial ha formacdo de um coagulo de fibrina, o qual
proporciona hemostasia e recruta varios tipos celulares para a ferida*®. Com
a injuria tecidual ocorre a lesdo dos vasos sanguineos e consequente
hemorragia, associada a exposigdo plaquetaria. A ativagdo plaquetaria

resulta na liberagdo de substancias vasoativas que causardo



REVISAO DA LITERATURA - 13

vasoconstriccdo. Conforme as plaquetas se agregam ha a formagao do
tampao hemostatico. Embora a hemostasia possua como funcéo primaria a
formacgao do coagulo é interessante citar uma funcao secundaria, igualmente
importante, que € o inicio do processo de cicatrizacdo através da liberagao
de citocinas e fatores de crescimento*?46.

Os neutrdfilos sdo as primeiras células circulantes recrutadas. Sua
concentragdo é mais elevada no 1° e 2° dia pds-injuria; sdo atraidos pela
interleucina 147, fator de necrose tumoral alfa (TNF- a), fator de
transformagao do crescimento beta (TGF- ) e fator plaquetario 4 (PF-4). A
funcdo primaria dos neutrofilos € a prevencdo da infeccdo bacteriana,
somada a ativacdo de queratindcitos, fibroblastos e células do sistema
imune. A migragao precoce de queratinécitos ao longo da matriz extracelular
de fibrina temporaria é vista dentro de horas apds a lesdo*6-48,

Os mondcitos circulantes chegam 2 a 3 dias apoés a lesdo e
diferenciam-se em macrofagos. Sua fungdo, assim como os neutrofilos é
antimicrobiana na prevencao da infeccdo através da producdo de o6xido
nitrico. Os macrofagos, também participam da remogéo de tecido necrético e
liberam fatores de crescimento e citocinas que irdo regular a fagocitose,
angiogénese e sintese da matriz dando inicio a formagado do tecido de

granulagao®'49,
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3.3.2 Fase proliferativa

Com o fim da fase inflamatéria da cicatrizagado, inicia-se a segunda
fase, a proliferativa. Nesta fase, ocorre a reepitelizacdo com formacao de
uma barreira de permeabilidade, organizagao do tecido de granulagao para
reforco do tecido lesionado e angiogénese que promove adequado
suprimento sanguineo4.

Os macréfagos adotam um fendtipo anti-inflamatério e pro-fibrético.
Os fatores de crescimento que eles produzem, como o fator de
transformagao de crescimento beta (TGF-8), recrutam fibroblastos do tecido
ndo lesado circundante*®%'. Os fibroblastos sdo responsaveis pela produgéo
de colageno e acido hialurénico; a elevagado do AH ocorre nas 48 a 72 horas
apos a lesdo, seguida de rapida queda até atingirem niveis pré-lesionais®2.

Tanto os macréfagos quanto outras células estimulam a migragao das
células endoteliais para a ferida através da producao de fator de crescimento
endotelial (EGF), entre outros fatores, resultando na formagdo de novos
vasos sanguineos e, portanto, no carater hipervascular do tecido de
granulagao®s.

Ocorre a migracgéo, proliferacao e diferenciacdo de queratindcitos
localizados nas bordas da ferida. Ao término da migracdo, ha o
deslocamento dos queratindcitos para camadas mais profundas e assim
ocorre a reestruturagdo da membrana basal. Finalmente, ha a organizagao

de uma epiderme estratificada**46.
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1.3.3 Fase de maturagao

A principal caracteristica da fase de maturagcao € a deposicao de
colageno. Para a cicatrizagao, clinicamente, é a fase mais importante, pois a
quantidade, qualidade e velocidade com as quais ocorre a deposicao da
matriz irdo determinar a resisténcia e o padrao da cicatriz final*?.

A contragao da ferida ocorre de 4 a 5 dias apds a injuria tecidual. A
continuidade do tecido € dada pelo movimento centripeto de recuperacéao -
borda da ferida para o centro — isto promove a reducao do tamanho da ferida
faciltando a cicatrizacdo; neste processo estdo envolvidos os
miofibroblastos e os fibroblastos®.

O tampéao de fibrina formado na fase inflamatéria € substituido pelo
tecido de granulagcédo que, inicialmente, é rico em colageno tipo Il e vasos
sanguineos, posteriormente no tecido cicatricial ha predominio do colageno
tipo | e menor quantidade de vasos sanguineos®®. O pico maximo de
colageno ocorre entre 5 e 7 dias da lesdo, seus niveis se estabilizam apds
21 dias e ao longo da maturagao tecidual seus niveis sdo semelhantes ao
presente na pele saudavel; no entanto, a organizagdo estrutural normal —
que é semelhante a “cesta de vime” — e sua tensao jamais irdo se recuperar
completamente. Na cicatriz as fibras de colageno se dispéem paralelamente
a pele, inicialmente séo finas e engrossam gradualmente se organizando na

linha de tens&o da cicatriz®6-57.
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3.4 Cicatrizagao na Prega Vocal

As propriedades fisicas das pregas vocais sao alteradas pela
cicatrizacdo do tecido, as modificagcdes descritas na relacdo corpo-cobertura
interferem na propagacdo da onda mucosa. As alteragbes estruturais,
clinicamente, resultam em disfonia, perda do controle vocal e fadiga®:.

Segundo Branski et al.%8, existem poucos trabalhos nos quais o
processo cicatricial das pregas vocais sao investigados. Pode-se afirmar que
a cicatrizagdo da prega vocal € semelhante ao processo descrito na derme.
No entanto, sabe-se que a estrutura da lamina propria esta organizada para
absorver maior impacto mecanico quando comparada a derme. Isto se
justifica devido a prega vocal apresentar maior movimentagdo, assim como
sua exposicao ao estresse mecanico durante a fonagao; o autor também
descreve que pequenas alteragdes na lamina propria podem ser corrigidas,
sem que todo o processo de cicatrizagdo seja ativado®.

Em estudo realizado por Thibeault et al.33, 11 coelhos foram
submetidos a lesao cirurgica na prega vocal; apos 60 dias foram realizadas a
analise histoldgica e reoldgica dos grupos. Foram observadas distribuicbes
desorganizadas do colageno por todas as camadas da lamina propria, com
reducdo da densidade do mesmo, quando comparados com O controle
normal, isto representaria o processo de sintese e deposi¢gao do colageno
durante a fase precoce do remodelamento. Soma-se a este achado a
redugdo na densidade da elastina na prega vocal em cicatrizagédo e nao
foram encontradas diferencas em relagdo ao acido hialurbnico entre os

grupos.
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Rousseau et al.34, realizaram estudo em modelo canino descrevendo
aspectos histolégicos e reoldgicos da cicatrizagdo na prega vocal apds dois
e seis meses da lesao cirurgica. Foi descrito um aumento da densidade de
procolageno (precursor do colageno) no 2° més, com estabilizacdo de seus
niveis no 6° més. O alcance da fase madura da cicatrizacdo foi observado
no 6° més através da presenga de feixes desorganizados de colageno na
lamina prépria. As fibras de elastina apresentavam-se desorganizadas e com
densidade reduzida nos periodos. Em relacdo ao acido hialurénico nao
foram observadas diferengas. Estes achados sugerem que o sistema do
colageno ainda nao esta totalmente estabilizado, mesmo apds seis meses
de injuria, diferentemente da derme que apresenta estabilizagdo em torno de
21 dias.

Rousseau et al.5 estudaram cicatrizagdo cronica em pregas vocais de
coelhos e descreveram aumento do colageno e formagao de feixes na prega
vocal cicatrizada, a elastina mantinha-se desorganizada e fragmentada.

Branski et al.3°, descreveram a cicatrizagdo da prega vocal do coelho
apos lesao cirurgica, realizando completo desnudamento do epitélio e [amina
propria em toda sua extensdo. Em torno do 3° dia ocorre a fase proliferativa
com aumento de células inflamatérias, fibroblastos e a deposicdo de uma
neolamina proépria. No 5° dia ocorre a deposicdo de uma neomatriz com
reepitelizacdo completa e no 7° dia € descrito a deposi¢cao de colageno mais

maduro.
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3.5 Laser

A teoria classica entre a luz e a matéria foi desenvolvida por H.A.
Lorentz, em 19520,

A palavra LASER é um acrébnimo advindo do inglés para Light
Amplification by Stimulated Emisson of Radiation. O “LA” € um fluxo
luminoso de alta densidade de energia que quando emitido por radiagbes
produzem a destruicdo celular através de vaporizacdo com imediata
hemostasia®’.

Apesar de teoria ser apresentada em 1952, os primeiros estudos
experimentais envolvendo a interacdo coerente entre a luz e sistemas
atdbmicos apareceram apos a invengao do laser por T. H. Maiman e Javan,
no inicio da década de 1960. Este primeiro laser desenvolvido utilizava como
seu meio ativo um cristal de rubi®?63, Mais tarde outros sistemas fisicos
foram criados utilizando gases semicondutores, como o diéxido de carbono
(CO2) em mistura com o hélio e nitrogénio. Com o desenvolvimento do laser
de COz2 (Yahr e Strully, em 1966) experimentos em laringe de caes foram
realizados por Jako, em 19686".

Rapidamente o laser foi incorporado ao meio médico devido a sua
boa propriedade de corte e hemostasia. Suas caracteristicas de onda
continua, alta poténcia de saida e capacidade de concentrar seu feixe em
pequena area, foram consideradas caracteristicas positivas para o uso
cirurgico desta tecnologia. Os primeiros aparelhos de lasers foram
considerados danosos aos tecidos e os ajustes do comprimento de onda (A)

para melhor absorgéo ao tecido foram estudados durante anos®465,
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O primeiro estudo em laringe humana utilizando o laser, no caso de
CO, foi realizado por Strong e Jako, em 1972%, Posteriormente, em 1975,
Strong apresenta um estudo no qual 11 pacientes com neoplasia laringea
(T1) foram adequadamente tratados utilizando laser de CO2%7. Através de
observagdes das desvantagens do laser de CO2, como acesso em linha reta
através de microscopio cirurgico, alto custo e grandes dimensdes do
aparelho, outros lasers foram produzidos a partir da década de 1980, e cada

um deles apresenta caracteristicas e indicactes especificas®®.

3.5.1 Principios do funcionamento do laser

Um laser é constituido por uma cavidade optica ressonante, formada
por dois espelhos (um 100% refletivo e outro parcialmente refletivo 98-95%)
paralelos entre si, separados por uma regido ativa. O espelho semi-refletivo
€ utilizado para fornecer a realimentacao 6ptica, formando assim a cavidade
ressonante. Para que ocorra a agao do laser &€ necessaria a inversao da
populagdo no meio ativo do laser, ou seja, a populagdo no estado excitado
devera ser maior que a populacdo no estado fundamental. Essa inversao
ocorre através da injecdo de corrente elétrica na regido ativa do laser®59,

Segundo a descrigdo de De Martin Junior’®, o funcionamento do laser
pode ser dividido em quatro etapas: na primeira os elétrons encontram-se no
estado fundamental (laser off); apds a inje¢ao da corrente na regido ativa, os
elétrons absorvem a energia e passam para um nivel de energia excitado
(etapa 2). O decaimento espontdneo de um dos elétrons para o estado

fundamental origina um féton, adicionando assim, luz a cavidade. A porgéo



REVISAO DA LITERATURA - 20

de luz gerada por esses elétrons € refletida no espelho da cavidade e
interage novamente com elétrons (etapa 3). Quando um féton exerce
interacdo com um elétron no estado excitado, esse elétron passa do estado
fundamental e origina dois fotobns com mesma fase, frequéncia, polarizagao
e diregcdo. Esse processo proporciona a amplificacdo da luz por emissao
estimulada, uma parcela da luz gerada é refletida para dentro da cavidade
do laser por um espelho semi-refletor, permitindo a saida de luz para sua
utilizacao (etapa 4). Ou seja, uma vez que o sistema tenha uma quantidade
suficiente de energia, uma parte fracionaria da luz presa na cavidade escapa
através de um dos espelhos que refletem. A luz que escapa da cavidade
forma o feixe do laser de saida. Varios materiais diferentes podem ser
utilizados como meio ativo, estes incluem: sélidos, gases, fluidos e
semicondutores. A escolha do meio determina o comprimento de onda no
qual ocorre a emissao estimulada. A estrutura basica para produgdo do

laser, esta exemplificada a seguir (Figura 2).
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Fonte: Adaptado de Fichera®

Figura 2 - Estrutura basica de um sistema de laser
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A compreensdo da natureza da luz € baseada no fato de que ela
exibe propriedades de ondas eletromagnéticas e de particulas elementares,
esta caracteristica € conhecida como a dualidade onda-particula. As ondas
eletromagnéticas podem ser consideradas como a perturbagdo produzida
pela interagdo de campos elétricos e magnéticos mutuamente relacionados.
Cada par de campos elétricos/magnéticos € caracterizado por um
comprimento de onda (A)% A unidade utilizada para expressar esta
grandeza, geralmente é o nandmetro (10° do metro = nm). Dentro desse
espectro, existem ondas que podemos enxergar, como as luminosas, e
outras que ndo sao visiveis. Na escala de comprimento de onda, aquela
situada abaixo da faixa visivel € denominada “ultravioleta”, enquanto a que
esta acima, “infravermelha”’".

Em geral, a radiagdo é classificada de acordo com a gama de
comprimentos de onda que ele contém. O espectro eletromagnético inclui os
comprimentos de onda da radiagdo, na Figura 3, podemos observar um
intervalo desde comprimentos de ondas mais longos (microondas) até mais

curtos (raios x)8.
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Figura 3 - Spectrum eletromagnético

Na teoria, em sua forma mais simples de descricdo, a luz é o
transporte de energia através de uma regido do espago. O transporte €&
associado com o fluxo de particulas subatébmicas, chamadas fétons, que
possuem diferentes comprimentos de ondas e s&o propagados em varias
diregdes. Dessa maneira, a luz é considerada difusa e costuma ser menos
intensa®64.69,

O laser € um tipo de luz resultante do processo de emisséo estimulada;
os fétons emitidos apresentam a mesma fase, frequéncia e direcdo. Isso resulta
nas caracteristicas especificas do laser. ser unidirecional, coerente e
monocromatico. A unidirecionalidade ocorre devido aos fotons idénticos se
propagarem em diregdes paralelas. A luz emitida tem unico comprimento de
onda, caracterizando seus fétons como de “cor pura” ou monocromaticos e é
considerada uma luz coerente, ja que os picos e vales de cada onda coincidem

em diregdo, amplitude, comprimento e fase®46°.
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A energia criada por uma fonte de luz pode ser entregue a matéria e
alterar as suas propriedades fisicas. A interacdo da luz com a matéria depende
da quantidade de energia, bem como do tamanho da area sob irradiagdo. A
maioria das interacdes do laser com os tecidos sao induzidas pela absor¢ao da
energia do laser no interior do volume dos tecidos. Neste ponto, as interagbes
térmicas desempenham um papel importante na cirurgia a laser?.

Em geral, os tecidos apresentam diferentes coeficientes de absorgéo e
de difus&do. Inumeros trabalhos relatam valores tabelados desses coeficientes
em diversos tecidos e para diferentes comprimentos de onda. No entanto,
pequenas variagdes dos valores apresentados podem ser observadas na
pratica, devido a falta de homogeneidade inerente aos tecidos biolégicos. Estes
podem apresentar variagdes na quantidade de sangue, de agua, e de
melanina’. A profundidade de penetracdo do tecido é definida pelo
comprimento de onda em um mesmo tecido, diferentes comprimentos de onda
apresentam diferentes coeficientes de absorcédo. Por exemplo, o laser de CO:2
apresenta uma emissao na faixa do infravermelho centrado em 10.600 nm, sua
caracteristica é ser absorvido pela agua, de forma a vaporizar os tecidos que
contenham grande quantidade de agua no interior de suas células’®. O laser de
diodo 1470 nm também tem como caracteristica ser absorvido por tecidos ricos
em agua, mas essa absorgdo € menor quando comparado ao laser de CO2'"74,
Ao analisar o laser de diodo de 980 nm, este possui excelente propriedade
hemostatica, uma vez que, possui melhor absor¢dao pela melanina e pela
hemoglobina' 417 A analise dos cromoforos teciduais absorvidos por cada

comprimento de onda esta demonstrada na Figura 4.
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Figura 4 - Coeficientes de absorg¢ao aproximados dos principais croméforos teciduais
(——) melanina () hemoglobina ( - - - - ) d4gua e sua relagdo com
comprimento de onda

A poténcia util do laser é expressa em Watts, no entanto, tal grandeza
isolada n&o tem importancia, pois a energia depositada em um tecido
depende também, do tempo de exposicao a radiacdo. Desta maneira, a
definicdo de energia € definida pela multiplicagdo da poténcia (W) pelo
tempo de exposi¢cado (em segundos) gerando um resultado representado por
Joule. No caso do laser de diodo, este pode ser configurado quanto ao modo
de emissdo sendo as opgdes: emissdo da luz pulsada ou ininterrupta

(continua)®.
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3.5.2 Laser de diodo

Inicialmente, estes dispositivos de laser se desenvolveram
rapidamente, pois o grande interesse em sua aplicagao era na comunicagao
por fibras opticas. Em 1962, o Centro de Pesquisa chefiado por Robert N.
Hall demonstrou pela primeira vez, a amplificacdo da luz por emissao
estimulada em semicondutores. O laser de diodo possui como meio ativo
basico um diodo chamado juncédo de semicondutores P e N (P-N), que se
caracteriza por apresentar duas placas condutoras dispostas uma sobre a
outra. Em geral, os lasers de diodo comerciais s&o do tipo heterojuncao, ou
seja, seu meio ativo € caracterizado pela unido de dois materiais distintos
(como por exemplo: gallium, aluminium, arsenide)’®.

A vantagem de utilizar um semicondutor é que estes sao emissores
de pequenas dimensdes, permitindo a comercializacdo de aparelhos
pequenos e portateis, de facil manipulacdo, menor custo e alta durabilidade.
Os lasers de diodo, atualmente comercializados, possuem comprimento de
onda entre 800 a 1940 nm e sao capazes de transmitir ao tecido alvo,
diferentes valores de energia'’®1876 O laser de diodo, que tem o
comprimento de onda 810 nm €& muito bem absorvido por tecidos
pigmentados com presenga de melanina ou hemoglobina e possui pouca
absorgao pela agua; a sua profundidade de penetragéo no tecido é de 4 mm
a 5mm resultando em corte e hemostasia. O comprimento de onda 980 nm
tem maior absorgdo pela agua quando comparado ao laser de 810 nm
gerando menor dano térmico lateral, mas também tem como caracteristica

absorg¢ao por cromoforos como a melanina e hemoglobina. Ao compararmos
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o laser 1470 nm, este tem absorgédo ainda maior pela agua que o laser de
980 nm e estudos sugerem menor dano tecidual devido a estas
caracteristicas'17.72.74.77

E postulado que sistemas de laser diodo, os quais emitem luz de
comprimentos de onda na regido espectral préximo ao infravermelho (980
nm, 1470 nm), possuem uma poténcia de saida a qual induziriam a
vaporizagao combinada com hemostasia numa proporcdo semelhante. Uma
absorgao efetiva pela hemoglobina e pela agua do tecido sao os processos
iniciais de interacdo o que causa a formacao de calor’3,

Comparando-se o laser KTP, o laser de diodo de 980 nm e o laser
Holmium: yttrium-aluminium-garnet (Ho:YAG), estes sistemas mostraram
profundidade semelhante de destruicdo tecidual nao reversivel (8 mm, 10
mm e 7 mm) enquanto que para o laser de diodo de 1470 nm a profundidade
foi menor's.

O laser diodo é conduzido por uma fibra Optica que pode ser
manipulada através de uma sonda pelo cirurgido, sua forma de aplicagéo
pode ser através do contato direto com o tecido ou a uma distancia de
poucos milimetros deste. Tais caracteristicas, determinam maior precisdo na
técnica cirtrgica’ 14,

Durante a interagédo do laser com o tecido alvo, a energia do laser é
absorvida sob a forma de calor, determinando um aumento da temperatura
local. Diferentes efeitos podem ser produzidos no tecido, dependendo do
valor, duragao e pico de temperatura alcancada. Estes efeitos variam de

hipertermia - vaporizagao - carbonizagao. No ambito da cirurgia a laser, os
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efeitos térmicos induzidos pelo laser apresentam grande importancia. A
vaporizacdo € o processo por meio do qual sdo realizadas as incisdes.
Embora, alguns efeitos do laser sejam vantajosos, outros podem ser
prejudiciais; € o caso da carbonizagdo, a qual determina a formagao de

tecido cicatricial, diminuindo assim, a qualidade do procedimento cirurgico®.

3.5.2.1 Laser de diodo em otorrinolaringologia

O uso de laser diodo em otorrinolaringologia ja foi descrito em
diversos procedimentos como: amigdalectomia, uvulopalatofaringoplastia,
turbinoplastia, fotocoagulagdo de hemangiomas, polipectomia nasal,
tratamento de lesbes causadas por agentes causticos nas vias aéreas
superiores e do trato digestivo, cirurgias bucomaxilofaciais, ressec¢ao de
cistos subgloéticos em criangas, estapedoctomias’?14.15.17.22.78-80 No primeiro
estudo publicado por Dilkes et al.”®, em 1994, os paradmetros utilizados para
diversas cirurgias otorrinolaringolégicas foram descritos.

Em 2000, o uso do laser de diodo foi descrito para realizacdo de
miringotomia nos casos de otite média com efusédo, com poténcia de 3-4W e
o laser na forma continua. Em geral, quanto maior o tamanho do circulo
realizado na membrana timpanica, mais tempo esta permanence permeavel.
A timpanotomia de 3 mm poderia permanecer aberta por 3 a 4 semanas®.

Em 2000, Poe et al.8' publicaram estudo utilizando laser diodo para
estapedectomia e concluiram que o uso de endoscopios de alta resolucéo,
juntamente ao laser de diodo podem melhorar a visualizagédo do estribo,

aumentando a capacidade de realizar cirurgia minimamente invasiva.
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Em 2002, Newman e Anand' realizaram ambulatorialmente, sob
anestesia topica, o uso de laser com objetivo de reduzir o volume dos
cornetos inferiores. A fibra ética foi utilizada na forma de ndo contato, ficando
cerca de dois a trés milimetros de disténcia do tecido. Para melhor resultado
os parametros foram ajustados para 4 W a 6 W e duragdo de 100 a 140
segundos. Outro procedimento descrito por estes mesmos autores, realizado
no centro cirurgico, foi a cauterizagdo de telengectasias nasais com uso do
laser também ajustado para 4 W-6 W.

Em 2004, estudo realizado com 30 criangas submetidas a
amigdalectomia e publicado por D’Erita e Marsh®, demonstraram que o
laser diodo causaria menor dor no pés-operatério e assim, menor uso de
medicagbes analgésicas quando comparado ao uso do cautério monopolar.

Os autores D’Erita e Lens®, em 2008, demonstraram o uso do laser
de diodo de contato, comprimento de onda de 810 nm, para o reparo
endoscopico transnasal de atresia de coana oéssea bilateral, em quatro
recém-nascidos de baixo peso.

Em estudo prévio, Angiero et al.?4, utilizaram o laser diodo, de 810 nm
a 830 nm (poténcia de 2,5 W, fibra flexivel de 320 ym, modo de energia
continuo), para realizagéo de cirurgia em glandulas submandibulares de 25
pacientes. O diagndstico foi sialolitiase com pedras no ducto da glandula
salivar acima do hilo glandular. Foi considerado pelos autores um
procedimento cirurgico seguro, com baixa taxa de complicagcbes e uma
alternativa valida a cirurgia tradicional. Ja em 2014, Luers et al.85, publicaram

um estudo para demonstrar a efetividade do uso do laser de diodo de 980
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nm (poténcia de 6W, frequéncia de 6Hz, fibra flexivel de 200um) para
litrotripsia de sialolitises in vitro. As pedras localizadas em tubo de silicone
foram colocadas em contato direto com o laser, a fragmentagédo das pedras
salivares foi observada sem aumento da temperatura adjacente; antes da
realizacdo de estudos em humanos os autores sugerem realizagdo de
estudo em animais.

O estudo publicado por Havel et al.8 tinha como objetivo comparar o
efeito de coagulagao de tecido e sintomas dos pacientes, utilizando o laser
diodo 1.470 nm e o laser 940 nm no tratamento de hipertrofia de cornetos
inferiores. O procedimento foi realizado em 20 pacientes, sob anestesia
toépica, em uma fossa nasal foi aplicado o laser 1470 nm na poténcia de 4 W
a 5 W, e na outra fossa nasal 940 nm na poténcia de 12 W, modo de nao
contato, o laser foi utilizado até o branqueamento do tecido. A concluséo do
estudo foi que o uso do laser de diodo de 1470 nm € uma boa alternativa
para tratamento da hiperplasia de cornetos, pois este comprimento de onda
€ capaz de reduzir o tamanho dos cornetos inferiores com menor uso de
energia e em menor tempo.

O uso de laser de diodo 1470 nm, para amigdalectomia foi comparado
com uso laser de CO2 no estudo realizado por Havel et al.%’. A cirurgia foi
realizada em 21 criangas, de um lado foi utilizado o laser de CO2 (poténcia
12 W, modo continuo), no lado contralateral o laser diodo 1470 nm (poténcia
de 15 W, modo de contato e continuo). Nao houve diferenca no escore de
dor pés-operatéria e na cicatrizagdo quando os grupos foram analisados. No

entanto, em comparagdo ao laser de CO2, o laser de diodo 1470 nm
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proporcionou excelente capacidade de corte combinada com menor
sangramento intraoperatério; o menor sangramento proporcionou um tempo
cirargico mais curto, sendo sua utilizagdo uma boa alternativa.

Elbadawey et al88 fizeram um estudo comparando cirurgias
realizadas com laser de diodo, coblation e instrumento frio para o
procedimento de amigdalectomia em 120 pacientes. Os resultados apontam
para menor sangramento e menor tempo cirurgico ao utilizar tanto o
coblation quanto o laser de diodo. No entanto, o escore de dor pés-
operatoéria (na 12 semana) foi maior com uso de laser de diodo quando
comparado ao uso de coblation.

Recentemente, um estudo publicado em 2018 sugeriu o uso do laser
diodo como uma nova alternativa para pacientes cirurgicos com

otosclerose?0.

3.6.2.2 Laser de diodo em laringe

O primeiro estudo que relata o uso de laser de diodo em laringe foi
publicado em 1995, por Wang et al.®% que realizaram experimento em
laringes caninas utilizando o laser no comprimento de onda 810 nm, com
baixa poténcia.

No ano de 2000, Jameson et al.®® publicaram um short scientific
communication, revelando a possibilidade de procedimentos com laser em
regido subglética, associado a ventilagdo por mascara laringea e uso de
broncoscopio. O laser de diodo utilizado tinha como comprimento de onda

980 nm, e fibra de 400 uym.
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Diversos autores, a partir de 2003, iniciaram a publicacdo de suas
experiéncias com uso de laser diodo em laringe, estes autores descreveram
procedimentos para exérese de granulomas, tratamento de laringomalacia,
polipo em prega vocal, web laringeo, carcinoma glético, paralisia de prega
vocal, estenose e hemangioma na regido subglética’12.14.16,23,91-96

Os parametros adequados a serem utilizados durante uma cirurgia
com laser diodo ainda nao sao definidos, uma vez que, em cada estudo as
combinagbes destes parametros sdo variaveis®®. Algumas complicagdes
foram descritas, dentre elas infecgdes, formagao de sinéquias, granulomas e
também ha relato de exposicdo da cartlagem durante o
procedimento12:23.93,

A literatura ainda é pobre ao descrever a extensido da lesdo causada
pelo uso do laser diodo nas pregas vocais, assim como a descrigao das
modificagdes histoldgicas no tecido cicatricial com uso dos diferentes

comprimentos de onda do laser de diodo disponiveis.



4 METODOS
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4.1 Aspectos Eticos e Desenho do Estudo

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(FMUSP), sob o numero 163/14 em 27 de janeiro de 2015 (Anexo A).

Os coelhos nao sofreram ferimentos ou procedimentos
desnecessarios, respeitando-se as normas éticas postuladas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), de acordo com a lei n°
11.794/08, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais®’.

Foi realizado estudo exploratério em animais.

4.2 Selegao da Amostra
4.2.1 Critérios de inclusdo

Coelhos brancos da Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus), sexo
masculino, sadios, jovens, com massa corporal entre 2,8 kg e 3,5 kg,

fornecidos pelo Centro de Bioterismo da FMUSP.
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4.2.2 Critérios de exclusao
- Coelhos em uso de qualquer medicagao.
- Coelhos com ferimentos em qualquer area do corpo ou se
recuperando de qualquer dano.
- Coelhos com alteragdo da anatomia laringea (Figura 5) ou com

dificil laringoscopia.

-

Figura 5 - Fotografia da prega vocal de coelho excluido do estudo por apresentar
alteragao laringea - granuloma de prega vocal esquerda

4.3 Amostra, Grupos do Estudo e Local do Estudo
4.3.1 Local do estudo

Os procedimentos foram realizados no Centro de Bioterismo da

FMUSP.
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4.3.2 Amostra e grupos de estudo

Inicialmente, foram realizados procedimentos pilotos em quatro
coelhos a fim de aprimorar as técnicas, adequar os parametros utilizados do
laser e minimizar possiveis falhas que pudessem interferir no andamento e
resultados do estudo (ver item 4.6.1).

Para se obter o parametro histolégico de normalidade da prega vocal,
um coelho foi sacrificado sem ser submetido ao experimento. Para o estudo
em si, foram utilizados vinte coelhos. A amostra foi, aleatoriamente, dividida
em quatro grupos com cinco animais em cada grupo; utilizamos alguns
parametros fixos do laser, ou seja, aqueles que se repetiam em todos os
procedimentos (poténcia, frequéncia e tempo de lesdo) e outros parametros
variaveis (modo de energia do pulso, comprimento de onda e tempo de
sacrificio) os quais modificavam conforme o grupo e prega vocal. As
comparagdes em relagdo aos parametros variaveis foram feitas entre as
pregas vocais de um mesmo animal.

Os comprimentos de onda utilizados foram 1470 nm e 980 nm e os
parametros de ajuste fixos e variaveis foram baseados em estudo piloto. Os
parametros fixos do laser de diodo foram: frequéncia de onda (10 - medida
em Hertz), poténcia (trés - medida em Watts), tempo da lesdo (7 - medido
em segundo); os parametros vaiaveis: modo de energia (pulsado x
continuo), comprimento de onda (980 nm x 1470 nm) e tempo de sacrificio
(7 e 30 dias).

A prega vocal de um mesmo coelho foi, aleatoriamente, randomizada

sendo que uma recebeu intervencdo com o laser de diodo com comprimento
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de onda de 1470 nm e a contralateral com 980 nm de comprimento de onda

(site randomization.com). O cirurgido nao teve acesso a lista de

aleatorizagao durante o ato cirurgico (Anexo B).

Segue abaixo a distribuicdo dos grupos do estudo (Figura 6):

Parametros fixos: Poténcia-3 W,

Frequéncia: 10 Hz,

Tempo de lesdo: 7 segundos,

Fibra optica: 400 pm
Grupo I: em uma das pregas vocais foi usado laser de 980 nm e na
prega vocal contralateral de 1470 nm, sendo o modo de emissao
pulsado, tempo de sacrificio do coelho 30 dias.
Grupo II: em uma das pregas vocais foi usado laser de 980 nm e
na prega vocal contralateral de 1470 nm, sendo o modo de
emissao continuo, tempo de sacrificio do coelho 30 dias.
Grupo lll: em uma das pregas vocais foi usado laser de 980 nm e
na prega vocal contralateral de 1470 nm, sendo o modo de
emissao pulsado, tempo de sacrificio do coelho 7 dias.
Grupo IV: em uma das pregas vocais foi usado laser de 980 nm e
na prega vocal contralateral de 1470 nm, sendo o modo de

emissao continuo, tempo de sacrificio do coelho 7 dias.
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Figura 6 - Organograma de aleatorizagao dos grupos de estudo

4.4 Procedimento Pré-Operatério
Os animais foram mantidos em jejum por trés horas antes do
procedimento. Foram pesados e identificados com tatuagem na orelha

esquerda.

4.5 Anestesia dos Animais
A anestesia utilizada nos animais foi sedagdo induzida com
administragao intramuscular de quetamina (50 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg) e

os animais foram mantidos sob ventilagdo espontanea.
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4.6 Procedimento Cirurgico

Apés a sedagao, os animais foram posicionados em decubito dorsal
horizontal, hiperextensdo cervical através do uso de um coxim dorsal e
submetidos a laringoscopia direta. A laringoscopia foi realizada com um
instrumento confeccionado no ano de 2006, pela empresa Ferrari® Medical
de Sao Paulo, a pedido do grupo de Laringologia da FMUSP sob dire¢céo do
Prof Dr Domingos Tsuji; ja utilizado e descrito por Arroyo-Ramos et al.?!,
Campagnolo et al.?8, Dias Garcia et al.®® e Takahashi-Ramos' (Figuras 7 a
9).

Apods a laringoscopia a intervencdo das pregas vocais foi realizada
sob orientagdo visual usando um telescépio rigido de 4,0 mm, com
angulagdo de 30 graus (Karl Storz®, Alemanha) conectado a uma camera
para endoscopia (Ferrari® Medical, modelo MFX-10H, Brasil) e as imagens
eram visualizadas na tela de um /laptop (MacBook Air, Apple, Mac OS X Lion
10.7.5, USA). Apds realizar a laringoscopia de suspensao, o pesquisador
segurou o telescépio com a mao esquerda e a ponteira do laser de diodo
prépria para procedimentos em coelhos (Canula ENT Modelo X2-400-10-
140-30 ST, DMC Importagcdo e Exportagdo de Equipamentos Ltda. [DMC])
com a mao direita (Figura 10).

Foi utilizado o laser de Diodo Medlaser (DMC, Carlos, SP. Numero de
série: 2160. Registro na ANVISA: 80030810129) com comprimentos de onda
980 nm e 1470 nm (Figura 11); utilizando uma fibra o6tica de 400 um de
didametro (Modelo: Kit Introdutor para Cateter FO 400, DMC, S&o Carlos)

através de uma ponteira confeccionada para laringe de coelhos (Figura 12).
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Todos os procedimentos foram realizados pelo pesquisador, 0 mesmo
nao teve acesso a lista de aleatorizacdo durante o ato cirurgico, quanto ao
modo do pulso (continuo x pulsado) e ao comprimento de onda a ser
utilizado em cada prega vocal. Estes ajustes foram realizados por um técnico

alheio ao estudo.

{ “3.5cm

Figura 7 - Desenho esquematico do laringoscépio com suas medidas. Modelo
desenvolvido de acordo com a anatomia de coelhos
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Figura 8 - Fotografia do laringoscoépio (visdo lateral) e visdo externa da sua posig¢ao
ao realizar a laringoscopia no coelho

Figura 9 - Fotografia da realizagdo da laringoscopia pela pesquisadora
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Figura 10 - Fotografia do procedimento: pesquisador utilizando telescépio rigido com
a mao esquerda e a ponteira do laser de diodo com a mao direita. Imagem
gerada no Japtop. Laser diodo posicionado a esquerda do pesquisador

Figura 11 - Fotografia do laser de diodo, DMC, Sao Carlos - SP
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Figura 12 - Fotografia da ponteira angulada para a passagem de fibra ética do laser
(adaptada para laringe de coelhos), DMC, Sao Carlos-SP

4.6.1 Parametros e estudo piloto

No primeiro estudo piloto foram utilizados dois coelhos com a
finalidade de compreender se a utilizagdo do laser de diodo 1470 nm na
prega vocal era viavel e para definicdo dos parametros a serem utilizados;
foram observados os aspectos macroscépicos no intraoperatério, pos-
operatorio imediato, 7 e 30 dias apds o procedimento. Ao excluirmos a
possibilidade de insuficiéncia respiratoria por edema glético e inviabilidade
do animal por complicagbes poés-operatérias, escolhemos usar este
comprimento de onda em uma das pregas vocais.

O outro estudo piloto foi realizado com objetivo de padronizagao da
lesdo na prega vocal. Neste estudo também foram utilizados dois coelhos.

No primeiro coelho foi realizado um corte transversal na prega vocal com
laser diodo 980 nm e na prega vocal contralateral o corte foi repetido, utilizando
o laser de 1470 nm. Durante o procedimento, notamos dificuldade técnica para
realizacdo do corte transversal, por via endoscopica, ja que 0 espago para

7

realizar a movimentagdo da fibra Optica do laser é reduzido; além disso,



METODOS - 43

consideramos que fatores relacionados com a confeccdo do corte, como:
pressao da fibra Optica sobre o tecido, numero e velocidade de passagens do
laser para obter o corte poderiam constituir vieses na interpretacdo dos
achados histolégicos. Dessa maneira, descartamos a realizagdo de leséo
através do corte transversal.

No segundo coelho, ap6s laringoscopia e visdo adequada da glote do
animal, foi realizada uma lesao pontual no tergo médio de uma prega vocal
com laser de diodo com comprimento de onda 980 nm e na outra prega
vocal a mesma leséo foi realizada com o laser de diodo 1470 nm. A lesao
pontual foi realizada através do modo de contato no qual a fibra éptica toca a
mucosa sem pressiona-la e sem movimenta-la durante 7 segundos.

Pelos motivos previamente expostos, optou-se por realizar a lesao
pontual em ambas as pregas vocais. Tal lesédo inexiste na pratica clinica; no
entanto, acreditamos que ela seja adequada para o estudo da cicatrizagéo apos
o0 uso do laser de diodo conforme foi demonstrado em estudos anteriores®.

Antes de realizarmos a lesao pontual, padronizamos a realizacédo de
aspiracao da regiao glética sem tocar nas pregas vocais com objetivo de nao
haver estase salivar local; previamente ao acionamento do laser a ponta da
fibra 6ptica foi clivada e pré-carbonizada em papel carbono. Assegurando
dessa maneira, que a fibra dptica ndo apresentasse nenhuma irregularidade
em sua ponta e que emitisse 0 mesmo padrao de irradiagdo em ambas as
pregas vocais.

Durante o procedimento, a fibra ficou sob contato direto com o tecido,

superficialmente ao mesmo, de forma que o pesquisador tocava com a fibra
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do laser na prega vocal em angulo de 90°, sem aprofundar a fibra na mesma
(Figura 13).

O procedimento iniciava-se, apenas quando o pesquisador se
certificava de que nao havia pressdo na prega vocal. O tempo foi
padronizado em 7 segundos. O parametro a ser pesquisado foi ajustado
conforme os grupos expostos no item 4.3.2.

O coelho que teve sua prega vocal utilizada como parametro
histolégico de normalidade, foi anestesiado e submetido a laringoscopia
direta para realizacdo da endoscopia laringea. Apés a verificagdo de que
nao havia alteragdes anatébmicas, este coelho foi sacrificado no mesmo dia e

sua laringe foi coletada para analise histologica.

Figura 13 - Fotografia intraoperatéria, da fibra 6tica do laser diodo sendo acionada
no inicio do procedimento
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4.7 Procedimento pdés-operatorio

Apos realizar o procedimento cirlrgico os animais permaneceram na
sala cirurgica para recuperagao anestésica por uma hora, sob os cuidados
do pesquisador. Posteriormente, foram encaminhados para acomodag¢des
em gaiolas individuais no Centro de Bioterismo da FMUSP onde receberam
cuidados diarios de alimentagao em ambiente adequado.

Apo6s o procedimento, se notados sinais de desconforto no periodo
poOs-operatorio, os coelhos poderiam receber analgésicos (opioides 0,3
mg/kg IM). No entanto, assim como observado em seres humanos a
fonocirurgia ndo causou dor nos animais.

Todos os animais receberam antibidticos de uso veterinario Flotril®
10% (Enrofloxacina. Laboratério Shering-Plough Saude Animal Ind. Com.
Ltda, Brasil) em dose unica diaria nos 3 dias apos o procedimento

(concentragao 2,5 mg/kg peso).

4.8 Eutanasia, Coleta e Isolamento das Laringes

Os animais dos grupos | e Il foram sacrificados 30 dias apds o
procedimento cirurgico. Ja os animais dos grupos lll e IV foram sacrificados
7 dias apos o procedimento.

Anteriormente ao sacrificio, os coelhos foram previamente
anestesiados (quetamina 50 mg/kg associada a xilazina 10 mg/kg), e em
plano profundo foi administrado propofol 10 mg/mL.

Apos certificagdo do obito do coelho foi realizada a coleta da laringe;
ambos os procedimentos também ocorreram no Centro de Bioterismo da

FMUSP.
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Foi realizada incisao cervical anterior no coelho e excisao da laringe
em bloco unico (Figura 14), desde a regidao superior da epiglote até o
primeiro anel traqueal. A peca foi devidamente dissecada e a laringe foi
isolada (Figura 15); as laringes excisadas foram submersas em substancia
fixadora (formaldeido 10% tamponado com acetato de sodio). Apds 24
horas, as pecgas foram retiradas do formaldeido tamponado e a laringe foi
aberta através de uma incisao longitudinal na linha média posterior entre as
cartilagens artitenoides e uma incisdo anterior mediana (na cartilagem
tireoide) e dessa forma obtendo-se duas hemilaringes (Figura 16).

Cada hemilaringe foi isolada, colocada em cassetes, identificada
adequadamente e encaminhada ao Laboratério de Técnicas Histoldgicas do
Departamento de Patologia da FMUSP.

Apés o0 uso dos animais no experimento, os mesmos foram
acondicionados em sacos plasticos brancos, identificados, congelados em
freezer até serem enviados para incineragédo juntamente com lixo hospitalar
do Instituto (conforme regras do Manual de Normas Técnicas Biotério de
Experimentagdo Animal - Departamento de Microbiologia Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo).

N&o foram observadas intercorréncias e todos os animais

sobreviveram até o ultimo dia do procedimento.
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Figura 14 - Fotografia da incisdao cervical anterior para exérese da laringe, apos
sacrificio

Figura 15 - Fotografia da laringe fresca excisada, visdao superior



METODOS - 48

Figura 16 - Fotografia hemilaringes formolizadas

4.9 Preparagao Histologica

As pecas encaminhadas ao Laboratério de Técnicas Histolégicas do
Departamento de Patologia da FMUSP foram desidratadas com alcool etilico
a 95% submetidas a diafanizacdo em xilol, impregnadas e incluidas em
parafina em estufa a 60°C.

A seguir, os blocos de parafina foram cortados em laminas no plano
coronal com a utilizagcdo de um micrétomo na espessura de 3 uym. Os cortes
foram realizados no sentido anteroposterior € o numero de laminas
histolégicas obtidas, para cada pecga, foram suficientes para melhor
visualizagdo da lesdo e das estruturas a serem avaliadas. Em seguida,

foram desparafinizadas e sinalizadas.
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Um mesmo técnico da patologia participou de todo o processo
acompanhado do pesquisador, desde o corte até a coloracdo, de modo a
manter uma padronizacao dos procedimentos.

Uma a cada cinco laminas da série preparada foi corada com
hematoxilina-eosina (HE). Para cada hemilaringe uma quantidade variavel
de laminas foram confeccionadas.

As laminas coradas com HE foram analisadas pelo pesquisador e dois
patologistas, esta analise foi realizada para obtengdo da melhor lamina. A
ldamina selecionada era aquela que apresentava a melhor visualizacdo das
estruturas a serem analisadas, e presenca do centro da lesdo. A lamina
corada com HE foi utilizada como referéncia para as demais coloragdes
realizadas.

As laminas a serem coradas com picrossirius foram as imediatamente
anteriores aquelas escolhidas para coloracdao aquelas pelo HE. Ja as
ldminas coradas com resorcina-fucsina e realizagdo de técnica de
imunoistoquimica foram as subsequentes aquelas utilizada para analise da
coloracao HE.

Todas as laminas selecionadas para o estudo passaram pelo
processo de digitalizagdo com auxilio do scanner Pannoramic Scan

(3DHistech, Budapeste, Hungria) e transportadas para o software

Pannoramic Viewer® 1.3 para Windows® (3DHistech, Budapeste, Hungria). O
software Image ProPlus® para Windows® (Media Cybernetics Inc, Bethesda,
Maryland, Estados Unidos) foi utilizado para analise das imagens

digitalizadas (Figura 17).
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Figura 17 - Interface do programa de analise digital de imagem que mostra a
micrografia com corte histolégico de prega vocal corada com HE em sua
visdo panoramica (canto superior esquerdo), zoom 400% (canto superior
direito) e no centro da tela o aumento desejado (Aumento de 20x)

4.10 Analise Histolégica das Pregas Vocais

Foram utilizadas colorag¢des: hematoxilina e eosina (HE), coloragcao de
resorcina-fucsina, picrossirius, além de técnica de imunoistoquimica®1%! para
andlise de diversos parametros que serdao descritos nas suas respectivas

coloracdes.

4.10.1 Técnica de coloragdao hematoxilina-eosina

As laminas coradas com HE foram analisadas, por um patologista e
pelo pesquisador, quanto ao processo inflamatério. Esta analise foi realizada
mediante a coleta de dados objetivos (variaveis continuas, em micrometros

um) e subjetivos (variaveis categoricas/ordinais).
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As analises objetivas foram realizadas através de um comando do
programa Pannoramic Viewer®. A extensdo do processo inflamatério foi
delimitada, assim como a extensado linear da lesdo fibrética (ambas no
sentido cranio caudal da ldmina HE, ou seja, da supraglote até a subglote). A
profundidade da lesao foi delimitada no sentido do epitélio para a cartilagem.
Todas essas variaveis foram expressas em micrometros (um). Para essa

avaliagao, foi utilizado um aumento de 20X (Figura 18).

1000 pm £

Figura 18 - Corte coronal de prega vocal direita de um coelho do Grupo IV, coloragido
HE, em aumento de 20x, evidenciando: seta preta- extensao linear do
processo inflamatoério, seta vermelha- a extenséo linear da lesao fibrética
e a seta azul- a profundidade da lesao

As anadlises subjetivas dos dados foram categorizadas da forma
descrita a seguir. O processo inflamatério foi analisado utilizando-se um
score de 0 a 3, sendo: 0. auséncia de processo inflamatoério; 1. infiltrado
inflamatorio leve (menos de 25% de células inflamatdrias na totalidade dos

campos examinados); 2. infiltrado inflamatorio moderado (25% a 50% de
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células inflamatérias na totalidade dos campos examinados); 3. infiltrado
inflamatoério acentuado (valor superior a 50% de células inflamatodrias na
totalidade dos campos examinados). O tipo de infiltrado apresentado foi
classificado como: 1. supurativo; 2. misto; 3. linfomononuclear ou 4.
granulomatoso. O edema de lamina prépria e a quantidade de eosindfilos
foram graduados em: 1. pouco; 2. moderado; 3. intenso. A profundidade da
lesdo foi graduada conforme extensdo da lesdao, sendo: grau 1. atinge a
camada muscular superficialmente; grau 2. atinge a camada muscular
profundamente; grau 3. a lesao atinge as areas do pericéndrio; ou grau 4. se
a lesdo atinge a area cartilaginosa. Foi considerada presenga ou auséncia
de exocitose, espongiose, bolha, ulceragado, necrose coagulativa, fibroblasto,
tecido de granulacao e fibrose, (0. auséncia, 1. presencga). O tipo da fibrose
foi classificado sendo 1. frouxo ou 2. denso.

A integridade do epitélio foi avaliada através da sua capacidade de
reepitelizacao sendo classificada em: 0. sem sinais de reepitelizacédo e 1.

com sinais de reepitelizacio.

4.10.2 Técnica de coloragao picrossirius

Para o estudo das fibras colagenas, os cortes histolégicos foram
corados através do método de coloragao picrossirius. Neste método, os
cortes histolégicos foram, primeiramente, desparafinados, hidratados e entao
corados por uma hora, numa soluc¢ao de 0,1 % de Sirius Red (Sirius Red F
3B 200, Mobay Chemical Co., Union, NJ, EUA) apds esse processo foram

dissolvidos em acido picrico aquoso saturado. Os cortes foram lavados por
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cinco minutos em agua corrente e contra-corados com hematoxilina de
Harris por dois minutos. As laminas foram observadas sob microscopia de
luz normal, identificando-se as fibras colagenas'®?. As laminas foram
scaneadas e as capturas foram realizadas no programa Pannoramic Viewer®
e analise da densidade de fibras colagenas nas areas de lesdo foram
executadas por meio do programa Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics,
Rockvillw, MD, EUA) ajustando -se a gama de cores que variam do rosa
para o vermelho (Figuras 19 A e C). Ao analisar as fibras colagenas sob luz

nao polarizadas, estas aparecem vermelhas sob fundo amarelo.

4.10.3 Técnica de coloragao resorcina-fucsina

Através do uso desta coloracdo foram avaliadas as densidades e
orientagdes das fibras elasticas.

As fibras do sistema elastico possuem um conjunto de caracteres
histoquimicos que aumentam, grandemente, sua afinidade tintorial,
facilitando sua evidenciacdo. As laminas coradas com resorcina-fucsina
foram previamente oxidadas pela oxona-resorcina-fucsina (RFO).

As laminas foram scaneadas e as capturas foram realizadas no
programa Pannoramic Viewer® e andlise da densidade de fibras elasticas
nas areas de lesdo foram executadas por meio do programa Image Pro Plus
4.5 (Media Cybernetics, Rockvillw, MD, EUA) ajustando-se a gama de cores

em violeta (Figuras 19 B e D).
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Figura 19 - Andlise histolégica da lesdo fibrética causada por diferentes tipos de
laser de um coelho do Grupo I: Corte histologico da PV direita do coelho,
corado com picrossirus (A) e corte corado com resorcina- fucsina
oxidada (RFO) (B) (Aumento de 100x); Corte histologico da PV esquerda
do coelho corado com picrossirus (C) e corado com resorcina- fucsina
oxidada (RFO) (D) (Aumento de 120x)

4.10.4 Técnica de imunoistoquimica

Utilizada para anadlise da expressao do colageno tipo | e tipo Ill as
reacdes de imunoistoquimica utilizam anticorpo monoclonal anti-humano.
Para o colageno tipo | o anticorpo utilizado é o USBiological, MA, USA, na
titulacdo 1:1000; ja para o colageno tipo lll o anticorpo € o Santa Cruz

Biotechnology, CA, USA na titulacdo 1:50.
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Os cortes histologicos foram realizados em |aminas silanizadas (3-
Aminopropil-trietoxi-Sigma) seguindo, primeiramente a realizacdo de
desparafinazdo e hidratagdo, seguido por bloqueio com &cido férmico
(duragdo de 3 minutos); apés o processo as laminas foram lavadas com
agua corrente e agua destilada. Seguiu-se com o bloqueio da peroxidase
endogena com agua oxigenda 10 volumes (H202) 3% por quatro vezes; apos
esse processo foi realizada a lavagem com agua corrente, agua destilada e
TBS/Tween.

Para cada colageno a ser identificado foi realizada a recuperagao
antigénica.

No caso do colageno tipo |, a recuperagao antigénica foi obtida em
temperatura alta, tampéao citrato pH de 6, na panela de presséo a 121°C
durante trés minutos; apds esse processo foi realizada a lavagem com agua
corrente, agua destilada e TBS/Tween.

Para o colageno tipo Il a recuperacédo antigénica foi obtida com
proteinase K em estufa de 37°C por 30 minutos; apds esse periodo foi
realizada a lavagem com agua corrente, agua destilada e TBS/Tween.

Os anticorpos primarios do Colageno tipo | (USBiological, MA, USA),
titulagado 1:1000, e o Colageno tipo Il (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA)
titulacdo 1:50, foram aplicados sobre os cortes e as laminas incubadas
overnight. Apés a etapa anterior, as laminas foram lavadas em TBS/Tween e
incubadas em estufa a 37°C com anticorpo secundario Vectastain anti-Goat
(Vector Laboratories, CA, USA).

Posteriormente as laminas foram lavadas em PBS/Tween e realizou-
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se a revelagdo com cromégeno 3.3 diaminobenzidine (DAB) (Sigma Aldrich,
USA). Foram lavadas com agua corrente e agua destilada e contra-coradas
com hematoxilina de Harris (Merck, Alemanha). Em seguida, foram lavadas
novamente, desidratadas, diafanizadas e montadas com resina para
microscopia de Entellan (Merck, Alemanha).

Uma exemplificagcdo da analise quantitativa da fibra colagena em
lesbes encontradas nos animais experimentais por meio de coloragdes
especificas e imunoistoquimica, através do programa Image Pro, esta

demonstrada da Figura 20.
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Figura 20 - Anadlise quantitativa da fibra colagena nas lesdes encontradas nos
animais experimentais por meio de coloragées especificas e
imunoistoquimica através do programa Image Pro. Interface do programa
de andlise digital de imagem que mostra: (A) micrografia com delimitagdo
da area de interesse e reconhecimento das fibras colagenas, marcando-as
em verde; (B) micrografia com marcagao da area total da lesdao. Ambas
expressas em um? e em aumento de 100x
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4.11 Analise Estatistica

O teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para avaliar os
dados continuos pareados (laser diodo 980 nm versus 1470 nm). Os dados
categoricos foram analisados através do teste de Fischer. Comparacgdes
estatisticas entre animais (em relagédo ao tempo de sacrificio e modo de
energia do laser) ndo foram feitas devido a possibilidade de viés de
performance. Tais dados foram analisados de modo descritivo, com
avaliagao de tendéncias. O programa STATA version 11.2 (Stata Corp,
College Station, TX, USA) foi utilizado para as analises e adotou-se o nivel
de significancia de 0,05. Como este estudo foi exploratério, ndo foram
adotadas medidas para corrigir o erro tipo | decorrente de multiplas

comparagoes.



5 RESULTADOS
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5.1 Evolugao dos Animais
Nao houve nenhuma morbidade ou intercorréncia documentada
durante o periodo observacional. Todos os animais sobreviveram até o dia

programado para o sacrificio.

5.2 Variaveis de Interesse

Nas laminas que foram coradas pelo HE, alguns achados se repetem
em todos os quatro grupos.

Nao foram observadas formagdes de ulceras, bolhas ou necrose em
nenhum dos grupos. Assim como, ndao foram observadas presenca de
exocitose de células inflamatdrias e espongiose nas laminas analisadas. No
entanto, o tecido apresentava sinais de manipulagao, pois fora analisada a
presenca de reepitelizagdo e presengca de tecido de granulagdo com

fibroblastos, tais achados foram observados nas laminas analisadas.
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5.2.1 Processo inflamatoério

De modo geral, o infiltrado inflamatoério apresentou maior exuberancia
nos grupos de coelhos que foram sacrificados com 7 dias (Graficos 1 e 2).
Quando analisado o grupo de coelhos que foram sacrificados com 30, dias
ha maior infiltrado inflamatério no modo de entrega de energia continuo
(Gréafico 3) quando comparado ao modo pulsado (Grafico 4). Nao foram
demonstradas diferengas, significativas, entre as pregas vocais submetidas
a intervengcao com laser diodo de 980 nm e 1470 nm quanto a intensidade

do infiltrado inflamatério em nenhum dos grupos.

Grafico 1 - Intensidade do infiltrado inflamatério em coelhos do Grupo
lll (sacrificados 7 dias pés-procedimento, modo de pulso do
laser: pulsado)
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Grafico 2 - Intensidade do infiltrado inflamatério em coelhos do Grupo
IV (sacrificados 7 dias pés-procedimento, modo de pulso do
laser: continuo)
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Grafico 3 - Intensidade do infiltrado inflamatério em coelhos do Grupo
Il (sacrificados 30 dias po6s-procedimento, modo de pulso
do laser: continuo)

Intenso -

:
:

Infitrade inflamatdrio

]




RESULTADOS - 62

Grafico 4 - Intensidade do infiltrado inflamatério em coelhos do Grupo |
(sacrificados 30 dias pos-procedimento, modo de pulso do
laser: pulsado)

Infiltrado inflamatério

O tipo do infiltrado inflamatério observado, nos grupos | e |,
sacrificados 30 dias apds o procedimento, foi linfomononuclear. Nos grupos
Il e IV, sacrificados apds 7 dias, foram observados apenas tipo misto de
infiltrado inflamatdério; demonstrando mudang¢a no padrdo inflamatério no
periodo do estudo. N&o foram demonstradas diferengas, significativas, entre
as pregas vocais (laser de diodo de 980 nm e 1470 nm) quanto ao tipo de
infiltrado inflamatério.

Em algumas pregas vocais de animais com tempo de sacrificio de 7
dias observou-se a presenca de eosindfilos, e a presenga deste tipo celular
nao foi observado em nenhum animal sacrificado com 30 dias.

Achados referentes ao edema de lamina propria tiveram grande

variabilidade. Dentre os coelhos sacrificados apés 7 dias do procedimento,
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nao observamos clara diferenca entre os lasers no modo pulsado ou
continuo (Graficos 5 e 6). Nos coelhos submetidos ao laser no modo
continuo, foi observada tendéncia a um maior edema na lamina propria nas
pregas vocais que receberam o laser 1470 nm. Ao avaliar o edema nos
grupos com sacrificio em 30 dias foi observado tendéncia de maior edema
de lamina prdpria, no grupo que recebeu o laser no modo continuo (Grafico
7). Nos coelhos que receberam o laser no modo pulsado e foram
sacrificados com 30 dias a intensidade do edema da lamina propria foi, em
sua maioria, classificada como ausente ou leve, apenas um animal

apresentou edema moderado em uma de suas pregas vocais (Grafico 8).

Grafico 5 - Intensidade do edema de lamina prépria em coelhos do
Grupo lll (sacrificados 7 dias pdés-procedimento, modo de
pulso do laser: pulsado)
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Grafico 6 - Intensidade do edema de lamina prépria em coelhos do
Grupo IV (sacrificados 7 dias poés-procedimento, modo de
pulso do laser: continuo)
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Grafico 7 - Intensidade do edema de lamina prépria em coelhos do
Grupo |l (sacrificados 30 dias pés-procedimento, modo de
pulso do laser: continuo)
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Grafico 8 - Intensidade do edema de lamina prépria em coelhos do
Grupo | (sacrificados 30 dias pdés-procedimento, modo de
pulso do laser: pulsado)
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A observacdo macroscopica da lesdo no intraoperatorio permite ao
cirurgido graduar subjetivamente a lesdo de uma prega vocal pelo grau de
edema ou branqueamento do tecido. Contudo, a analise histolégica do grau
de lesdo, por exemplo, pela extensdo do processo inflamatério, nem sempre
demonstrou concordancia com os achados intraoperatério (Figura 21). Na
maioria dos casos (10/15 ou 67%) em que identificamos assimetria do grau

de les&o entre as pregas vocais, o lado pior era do laser de 1470 nm.
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Figura 21 - Aspecto pés-operatério imediato de coelho do Grupo Il. As lesbes em
pregas vocais esquerda e direita foram causadas por laser de diodo 980
nm e 1470 nm, respectivamente. O grau de lesdo, estimado pelo
branqueamento da mucosa (delimitado pela linha vermelha) ¢é
evidentemente maior do lado direito. Contudo, a extensao do processo
inflamatoério dos lados esquerdo e direito 30 dias apds o procedimento
foram, respectivamente, de 3242,62 um e 1919,47 um

No Grupo | (no qual se comparou os comprimentos de onda 980 e
1470 nm, no modo de entrega de energia pulsado e tempo de sacrificio de
30 dias) ndo houve diferengas significantes nas analises objetivas (extenséo
do processo inflamatdrio, extensao linear da lesao fibrética, profundidade do
processo inflamatério). Também n&o houve diferenca estatistica nas
analises subjetivas (grau de inflamacgao, tipo de infiltrado, edema da Iamina
prépria, tipo de fibrose, tecido de granulagdo, quantidade de eosindfilos e
fibroblastos, e grau geral da lesdo) entre o laser de 980 e 1470 nm.

Cortes histolégicos corados com hematoxilina-eosina de um mesmo

coelho do Grupo | sdo mostrados na Figura 22.
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Figura 22 - Cortes histolégicos coronais corados com hematoxilina-eosina de um
mesmo coelho do Grupo | (30 dias, modo de energia - pulsado): (A) Prega
vocal direita que recebeu feixe de laser de diodo comprimento de onda
980 nm (Aumento de 60x); (B) Prega vocal esquerda que recebeu feixe de
laser de diodo comprimento de onda 1470 nm (Aumento de 40x)

No Grupo Il, em que foi usado modo de pulso continuo e tempo de
sacrificio 30 dias, ndo houve diferencas significantes nas analises objetivas
(extensdo do processo inflamatorio, extensdo linear da lesao fibrotica,
profundidade do processo inflamatério); e tampouco nas analises subjetivas
(grau de inflamacéo, tipo de infiltrado, edema da lamina prépria, tipo de
fibrose, tecido de granulagdo, quantidade de eosindfilos e fibroblastos, e
grau geral da lesao).

Os cortes histolégicos corados com hematoxilina-eosina de um

mesmo coelho do Grupo Il, podem ser vistos na Figura 23.
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Figura 23 - Cortes histologicos coronais corados com hematoxilina-eosina de um
mesmo coelho do Grupo Il (30 dias, modo de energia — continuo): (A)
Prega vocal direita que recebeu feixe de laser de diodo comprimento de
onda 1470 nm (Aumento de 60x); (B) Prega vocal esquerda que recebeu
feixe de laser de diodo comprimento de onda 980 nm (Aumento de 40x)

No Grupo Ill, comparou-se o uso de modo pulsado em coelhos
sacrificados 7 dias apds o procedimento. Das variaveis objetivas, a extensao
linear da leséo fibrética (no sentido cranio caudal da laringe) apresentou
diferencga significativa (p=0,043) entre os dois comprimentos de onda, sendo
maior no laser 980 nm (Figura 24). As outras caracteristicas analisadas
objetivas e subjetivas nao apresentaram diferencas estatisticamente
significativas.

Os cortes histolégicos corados com hematoxilina-eosina de um

mesmo coelho do Grupo lll, podem ser vistos na Figura 25.
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Figura 24 - Cortes histolégicos, coronais, corados com HE de prega vocal de um
mesmo coelho do Grupo lll (7 dias, modo de energia - pulsado). A seta
demonstra a extensao linear da lesao fibrética induzida pelo uso do laser
diodo. (A) Prega vocal direita, feixes de laser com comprimento de onda
de 980 nm (Aumento 43x); (B) Prega esquerda, feixes de laser com
comprimento de onda de 1470 nm (Aumento 80x)
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Figura 25 - Cortes histologicos coronais corados com hematoxilina-eosina de um
mesmo coelho do Grupo lll (7 dias, modo de energia - pulsado): (A) Prega
vocal direita que recebeu feixe de laser de diodo comprimento de onda
980 nm (Aumento de 80x); (B) Prega vocal esquerda que recebeu feixe de
laser de diodo comprimento de onda 1470 nm (Aumento de 80x)

No Grupo IV, em que foi usado modo de pulso continuo e tempo de

sacrificio 7 dias, ndo houve diferencas significativas nas analises objetivas

(extensdo do processo inflamatério, extensdo linear da lesdo fibrética,

profundidade do processo inflamatério); e tampouco nas analises subjetivas

(grau de inflamagao, tipo de infiltrado, edema da lamina propria, tipo de

fibrose, tecido de granulagdo, quantidade de eosindfilos e fibroblastos, e

grau geral da lesao).

Os cortes histolégicos corados com hematoxilina-eosina de um

mesmo coelho do Grupo IV, podem ser vistos na Figura 26.
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Figura 26 - Cortes histolégicos coronais corados com hematoxilina-eosina de um
mesmo coelho do Grupo IV (7 dias, modo de energia - continuo): (A)
Prega vocal direita que recebeu feixe de laser de diodo comprimento de
onda 1470 nm (Aumento de 40x); (B) Prega vocal esquerda que recebeu
feixe de laser de diodo comprimento de onda 980 nm (Aumento de 50x)

Os Graficos 9 a 11 mostram os dados pareados (pregas vocais de um
mesmo coelho sdo interligadas) dos diferentes grupos quanto as analises
objetivas (extensdo do processo inflamatdrio, extensédo linear da lesdo

fibrética, profundidade do processo inflamatdrio).
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Grafico 9 - Resultados pareados (interligados) da extensao do
processo inflamatério de acordo com o comprimento de
onda, modo de pulso do laser e tempo de sacrificio do
coelho
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Grafico 10 -

Resultados pareados (interligados) da profundidade da
lesao (processo inflamatério) de acordo com o
comprimento de onda, modo de pulso do laser e tempo de
sacrificio do coelho
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Grafico 11 -

Resultados pareados (interligados) da extensao linear da
lesao fibrética de acordo com o comprimento de onda,
modo de pulso do laser e tempo de sacrificio do coelho
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5.2.2 Densidade e orientagao das fibras elasticas e colagenas

As fibras elasticas apresentaram-se fragmentadas, pouco
desorganizadas nas proximidades as areas de lesdes e distribuiram-se ora
verticalmente ora horizontalmente. Foi observado, perda parcial da
linearidade na camada submucosa, independente do grupo analisado, e
distribuicdo esparsa nas areas de injuria (Figura 27). Nao houve diferenga
estatistica quanto a densidade de fibras elasticas nas analises nas analises

pareadas entre as pregas vocais de cada grupo de coelhos.

e

Y R

Figura 27 - Corte histoldgico corado resorcina-fucsina oxidada (RFO) da PV esquerda
de um coelho do Grupo lll, que recebeu feixe de laser diodo com
comprimento de onda 1470 nm (Aumento de 120x)
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As fibras colagenas apresentaram-se delgadas e pouco organizadas
nas areas de tecido de granulagdo em todos os grupos analisados. A
densidade de fibras colagenas mostrou-se significativamente mais elevada
com uso do laser com comprimento de onda 1470 nm, no grupo Il (p=0,043)
(Figura 28). Nao houve diferenga estatistica quanto a densidade de fibras

colagenas nas analises nos Grupos |, Il e IV.

Figura 28 - Corte histolégico de um coelho do Grupo lll corado com picrossirus (A)
PV direita do coelho (Aumento de 100x), comprimento de onda do laser
diodo 980 nm; (B) PV esquerda do coelho, comprimento de onda do laser
diodo 1470 nm (Aumento de 120x)
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5.2.3 Imunoistoquimica para colageno tipo | e tipo lll

As analises das laminas da imunoistoquimica para colageno tipo |
(Figura 29) apresentaram marcagdo com boa especificidade, sem
identificacdo de outros componentes teciduais. Ao analisar as areas de
lesdes, na camada submucosa e muscular superficial, o colageno tipo |
apresentou-se com aspecto fragmentado, sem formagao de feixes coesos e
entre as fibras marcadas observou-se presenca de edema intersticial. Nao
houve diferencga estatistica quanto a analise do colageno tipo 1 entre pregas
vocais de coelhos de um mesmo grupo.

As analises das laminas da imunoistoquimica para colageno tipo Il
(Figura 30) demonstraram positividade em apenas trés casos. Nos demais,
observou-se marcagao inespecifica em células musculares da laringe, e nao
houve marcagao do colageno lll intersticial nas areas com sinais de leséo
pelo laser. Essa marcacao inespecifica nao foi considerada, de modo que

nao interferiram na analise dos resultados.
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Colageno tipo |

Figura 29 - Corte histolégico da PV direita de coelho que foi submetido a

procedimento com laser de diodo com marcagdao imunoistoquimica para
colageno tipo | (USBiological, MA, USA), titulagdao 1:1000, peroxidase,
aumento 150x

Figura 30 - Corte histologico da PV de coelho que foi submetido a procedimento com

laser de diodo com marcag¢dao imunoistoquimica para colageno tipo il
(Santa Crus Biotechnology, CA, USA), titulagdo 1:50, proteinase K,
aumento 120x; (A) prega vocal direita de coelho do Grupo lll com pouca
marcacgao para colageno tipo lll (seta). (B) prega vocal esquerda de coelho
do Grupo | com marcagao negativa pata colageno tipo Il



6 DISCUSSAO
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6.1 Delineamento do Estudo e Metodologia

A cicatriz na prega vocal é a principal causa de disfonia apds
microcirugia de laringe’-103,

Na atualidade, a disfonia pés-cirurgia ainda representa um dos
maiores desafios da laringologia; sendo que a fonocirurgia ideal seria aquela
na qual a lesdo é removida na sua totalidade com menor dano ao tecido
adjacente. Consequentemente, a estrutura da prega vocal seria preservada
e a funcionalidade da mesma se reestabeleceria’®31%4,

Algumas lesbes requerem o uso de instrumentos cirurgicos capazes
de realizar corte e coagulagao simultanea; as desvantagens conhecidas com
0 uso do eletetrocautério foram superadas com o uso da tecnologia a laser.
O laser pode ser usado para produzir corte tecidual sem sangramento
excessivo, formando uma incisdo ou ablagdo com dano térmico minimo ao
tecido saudavel circundante quando comparado ao eletrocautério’®18,

O laser diodo tem sido utilizado como instrumento em fonocirurgia®*,
no entanto, dados sobre as consequéncias teciduais na prega vocal e a
evolucdo da cicatrizagdo ainda s&o escassos na literatura®.

Este estudo foi desenhado com intuito de avaliar o efeito do uso do
laser diodo em pregas vocais nas fases iniciais da cicatrizagao, utilizando

diferentes comprimentos de onda. Para isto, comparou-se extensdao e
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profundidade da lesdao e da fibrose, assim como, presenca de alteracdes
inflamatdrias e presenca de fibras de colageno e elasticas.

Estudos com modelos animais tém sido fundamental para o processo
de avaliagdo do desempenho funcional destas recentes terapias in vivo3®.

O modelo animal escolhido para o estudo foi o coelho, sua escolha é
justificada pela semelhanga dos aspectos histolégicos de sua prega vocal
com a do ser humano®33. A prega vocal do coelho é caracterizada pela
presenca de epitélio escamoso que recobre o espaco subepitelial, a lamina
prépria que contém os componentes da matriz extracelular como colageno,
elastina, e, mais profundamente, o musculo tireoaritenoide33. A distribuicao
de colageno e elastina sdo semelhantes a prega vocal humana3?. Destacam-
se ainda, o custo relativamente barato, facilidade de manutencdo e a
acessibilidade relativa das suas pregas vocais para manipulagédo cirurgica
deste animal®33.

A escolha do tempo pds-operatorio, no qual os animais foram
sacrificados foi baseado em estudos preliminares. A avaliagdo da
cicatrizagdo no 7° dia pds-injuria foi motivada pela anélise de estudos que
avaliaram a resposta inflamatéria aguda3®98105-107  Soma-se, que o
entendimento da fase aguda da cicatrizagao, pds-injuria, é essencial, ja que
a menor reacgao inflamatéria neste periodo minimiza a formacdo de
cicatrizes. As respostas histolégicas foram observadas quatro semanas pds-
lesdo, por algumas razdes. Em estudo prévio, foi demonstrado que os niveis
de expressao génica de citocinas inflamatorias retornam aos valores basais

21 dias apos a bidpsia de pregas vocais do coelho%'% Da mesma forma,
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as caracteristicas histolégicas das pregas vocais se recuperaram, voltando
ao normal 30 dias apos a irradiagdo com laser pulsado’®. Rousseau et al.®,
afirmam que, em quatro semanas, as fases inflamatdria e proliferativa da
cicatrizacido estdo completas, e a ferida deve estar na fase de remodelacéo,
a qual deve ser iniciada na terceira semana. Os achados deste estudo,
portanto, devem refletir a fase inicial da cicatrizagdo e n&o a cicatriz madura,
a qual, seria observada no 6° més pds-operatorio®.

A metodologia deste estudo incluiu a analise histopatologica das
pecas por diferentes métodos de coloracdo: hematoxilina-eosina, resorcina-
fucsina de Weigert e picrossirius.

A coloragao com HE permite a observagao das alteragdes histolégicas
do processo inflamatério com a identificagdo dos componentes celulares e
desta forma caracteriza a arquitetura tecidual.

A coloragao resorcina-fucsina de Weigert revela dados para fibras do
sistema elastico’%-111,

O método picrossirius € especifico e sensivel para fibras colagenas.
Este método € superior a outras coloracdes descritas, como a de Van
Gieson e os tricrdbmios as quais falham em corar fibras coladgenas muito
finas'92, Se usadas estas coloracdes a avaliagdo da quantidade de fibras de
colageno pode ser comprometida. Apesar de Junqueira et al.''? descreverem
a possibilidade de diferenciar os subtipos de colageno pelo método de
picrossirius — polarizagéo, no qual os subtipos (colageno I, Ill, IV) eram
vistos com diferentes cores na luz polarizada, trabalhos subsequentes

demonstraram que a polarizacdo também é influenciada pela espessura das
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fibras de colageno''®. Optou-se por utilizar o método picrossirius sem
polarizacdo para quantificar a densidade total de colageno. Para distingéo
entre os subtipos (colageno tipo | e tipo Ill) foi utilizada a técnica de

imunoistoquimica.

6.1.1 Padronizagao lesdo e parametros

A escolha da lesdo na prega vocal baseou-se em estudos pilotos.
Nestes, o tamanho da laringe do coelho limitou a precisdo cirurgica da
realizagcao de outra lesdo que ndo a puntiforme, em modo de contato, sem
pressionar a mucosa. Além disso, a injuria térmica lateral no tecido ao
realizar a cordectomia com o laser é desconhecida. Para a cordectomia seria
necessario realizar diferentes numeros de passadas do laser na prega vocal
e na contralateral, resultando em n&o padronizacido da lesdo. Por esse
motivo, a lesdo puntiforme foi escolhida para este trabalho; com objetivo de
diminuir o viés de performance.

O intuito em lesar ambas as pregas vocais de um animal com o laser
diodo foi avaliar qual comprimento de onda (980 nm e 1470 nm) provocaria
maior alteragao histopatoldgica inicial a qual pode refletir negativamente na
formacéao da cicatriz madura.

Sabe-se que para qualquer tipo de laser a interagdao entre os
cromoforos teciduais € o comprimento de onda é determinante na
consequéncia da les&o térmica ao tecido adjacente4.

O laser com comprimento de onda de 980 nm é absorvido por

croméforos como a melanina e oxihemoglobina e menos absorvido pela
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agua quando comparado ao laser 1470 nm’’. O laser diodo de comprimento
de onda de 1470 nm tem maior absor¢céo pela agua e suas carateristicas de
interagdo com o cromoforo tecidual sdo mais préximas ao laser de CO276.

Existem alguns dados publicados sobre os efeitos do laser de diodo
de 940 nm em mucosa nasal, mostrando que este proporciona penetracéo
tecidual mais profunda, com uma camada de carbonizacdo mais fina e zona
de coagulacado entre um a trés milimetros. Em contraste, o laser de CO2
(10.600 nm) proporciona uma vaporizagao superficial do tecido, com uma
ampla zona de carbonizagao e profundidade de penetracdo 0,1 mm. Tais
dados foram avaliados por meio de microscopia o6tica (coloragdo com
hematoxilina e eosina) e microscopia eletrénica de varredura®.

Amplamente utilizado em cirurgias laringeas, o laser de CO2 (A =
10.600 nm), quando comparado ao laser diodo, tem absor¢do, ainda maior,
pela agua dos tecidos. Esta caracteristica proporciona ao laser de CO2 uma
boa precisdo cirurgica, porém com menor capacidade de coagulacéo.
Newman e Anand'® referem que o laser diodo tem maior profundidade de
penetracdo sendo ideal para fotocoagulagado, ja o laser de CO2 €& melhor
utilizado para vaporizacao tecidual.

O tempo de exposicao do tecido com o laser e a poténcia escolhida sao
parametros que definem a quantidade geral de energia fornecida ao tecido®.
Assim, foi padronizada uma poténcia baixa (3 W) e tempo de exposi¢ao curto (7
segundos) para todos os procedimentos. A lesao foi pontual, pois a realizagao
de uma incisdo dificilmente teria precisao técnica igualitaria; com o risco de

gerar tempos diferentes para cada procedimento. A lesédo realizada na prega
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vocal ndo tinha o objetivo de causar uma ulcera ou uma incisdo e sim
proporcionar contato do laser com o tecido para que os danos térmicos no local
lesionado e nas regides adjacentes a lesdo pudessem ser avaliados.

E importante ressaltar, que a presenca de pequenos fragmentos de
tecido carbonizado na ponta da fibra éptica ou nas superficies anatdbmicas
cirargicas, podem ocasionar a absorgédo de todos os comprimentos de onda
da luz e provocar rapidamente um aquecimento. Portanto, é imprescindivel
remover a camada carbonizada''®. Para evitar esse erro cada procedimento
era precedido de clivagem da fibra éptica, assim a fibra utilizada nao tinha
restos de tecido; e o laser entrava em contato com o tecido uma unica vez
nao havendo o risco de contato com tecido carbonizado na prega vocal.

Os demais parametros estudados (modo de energia pulsado ou
continuo, frequéncia de pulso, poténcia) foram definidos de acordo com
trabalho anterior realizado pelo grupo de Laringologia da Universidade de

S&o Paulo (unpublished data)?'.

6.2 Efeito do Laser Diodo
6.2.1 Parametros inflamatoérios

Os paréametros de escolha do laser de diodo influenciam no dano
térmico causado no tecido que pode variar, desde apenas um aquecimento
térmico até a desnaturacdo de proteinas, vaporizagcdo da agua e
carbonizagao. Assim, o comprimento de onda, ajuste da poténcia, modo de
energia, tempo de exposigcdo sao parametros importantes do laser que

interferem na lesdo térmica aos tecidos'14.117,
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A literatura mostra uma tendéncia de evolugao do laser diodo em
busca de um comprimento de onda mais préximo ao do CO:2 (Tabela 1).

Até o presente momento, este € o primeiro trabalho que observa
lesdes do laser diodo de 1470 nm em pregas vocais. Seria de se esperar
que, por ter um comprimento de onda mais préximo do laser de COz2, o laser
de 1470 nm promovesse uma lesao menor que o laser de 980 nm, tanto no
intraoperatério, como na avaliagdo histolégica. Contudo, ndao pudemos
comprovar este fato, pelo menos na analise da fase aguda da cicatrizagao.
Na verdade, para o tipo de lesao produzida no estudo, o laser de 1470 nm
aparentou ser mais lesivo no intraoperatério que o laser de 980 nm.
Contudo, tal diferenga ndo se manteve na analise histologica da cicatrizagao,
sendo que para algumas analises, o laser de 1470 nm aparentou ser menos

lesivo.
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Quadro 1 - Evolugao do comprimento de onda do laser de diodo em
cirurgias laringeas

Tipo de A Poténcia Modo de
doenca laringea (nm) (W) radiagao
Saetti et al.22 2003  Paralisia ppvv bilateral 810 10 -
Ferri at al.9! 2006 Paralisia ppvv bilateral 810 10 Continuo
Saettietal! 2008 Hemangiomallinfangioma g6 5.8 Continuo/pulsado

subgloético

Fanjul et al.% 2008  Diagnésticos variados  820+20 10-15 -

Ferri e Amato’? 2008 Carcinoma glético 810 5-60 Continuo
Bajaj et al.* 2010 Diagnosticos variados 805 3-5 Continuo
Liu et al.%? 2013 Disfonia ventricular 810 max. 5 Continuo
Tuncel et al.% 2013 Carcinoma glotico 980 4-9 Continuo
Karasu et al.'® 2014 Pdlipo vocal 980 3-5 Continuo
Coémert et al.®* 2014 Carcinoma glotico 980 4-9 Continuo
Karkos et al.%¢ 2016 Carcinoma glotico 980 6-8 Continuo

Fonte: Adaptado Arroyo et al. .
Onde: A = comprimento de onda, ppvv = pregas vocais € max. = maximo

No presente estudo, as 40 pregas vocais analisadas, apos 7 e 30 dias
do procedimento, apresentaram sinais de reepitelizagdo completa. Este dado €
semelhante ao encontrado por alguns autores que utilizaram instrumento frio e
ao final da primeira semana pds-injuria observaram reepitelizagdo completa3®1%,

Em contraste, Imaizumi et al.’%” realizaram trés diferentes cirurgias em
pregas vocais de ratos com uso de instrumento frio. Essas lesdes foram
classificadas como lesdo subepitelial (ressecgdo do epitélio e camada
superficial da lamina prépria); lesdo transmucosa (resseccao de epitélio e

lamina prépria) e lesao transmuscular (ressecgao do epitélio, lamina prépria
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e porgao superficial do musculo vocal). A cicatrizacdo da ferida foi avaliada
histologicamente em varios momentos até 35 dias apds a lesdo. Foi
observado que a cicatrizagdo completa ocorreu 14 dias apds a cirurgia para
lesao subepitelial e no 35° dia para lesao transmucosa. A lesao permaneceu
presente no dia 35 para a lesédo transmuscular.

A possivel explicagcédo para a reepitelizagao da lesao na fase aguda da
cicatrizacdo, observada no presente estudo, € que esta varia de acordo com
a extensao e a profundidade da ressecc¢ao'®’. Desta forma, quanto menor a
extensao da lesao, mais precoce € a reepitelizacao.

A extensao linear da lesdo fibrética foi maior no grupo de coelhos
sacrificados com 7 dias pdés-procedimento, modo de energia pulsado e
comprimento de onda 980 nm. Esse achado demonstra que o comprimento de
onda de 980 nm, a partir do ponto de inducao da lesido a laser, apresenta um
raio de agressao maior que o diodo 1470 nm; pelo menos na fase inicial, com 7
dias de evolugao. Isto pode ser justificado pela maior absorgao do laser de 980
nm no tecido devido a presencga de abundante vascularizacdo na submucosa.

Isto vem, ao encontro com a discussao sobre laser e absorcao
tecidual, visto que a interagao fototérmica ocorre quando a energia do laser
€ absorvida pelo tecido e transformada em calor. Este € o ponto principal,
que determina a capacidade do laser realizar corte e coagulagao
simultaneos. A extensdo da absorg¢do do calor é guiada pela presenga de
croméforos nos tecidos (neste caso, a hemoglobina) e esta fortemente
relacionada ao o comprimento de onda do laser, sendo este, um dos

paradmetros que determina o calor gerado no tecido’®.
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A maneira de utilizar o laser também vem evoluindo no que tange o
modo de entrega de energia (continuo ou pulsado). Segundo trabalho de
Arroyo-Ramos et al.?', a utilizagdo do laser diodo em pregas vocais parece
ser suficiente no modo pulsado para ao menos lesdes benignas e quando a
margem cirurgica €& importante. O mesmo padrao evolutivo também
aconteceu com o laser de COs..

O objetivo deste estudo ndo era comparar modos de entrega do laser
e optamos por limitar as analises estatisticas para dados pareados de um
mesmo coelho (diodo 980 nm e 1470 nm), devido ao risco de viés de
performance. Contudo, para algumas analises, como o grau de infiltrado
inflamatdrio 30 dias apds a lesdo, o modo pulsado parece ser realmente

menos lesivo que o continuo.

6.2.2 Fibras elasticas

As fibras elasticas tém papel essencial nas propriedades biomecanicas
das pregas vocais''8, e isto tem relagdo com sua densidade e organizagio no
tecido®3. Na prega vocal humana sem les&o, as fibras elasticas sdo abundantes
na camada intermediaria.

No presente estudo, as fibras elasticas apresentaram-se pouco
desorganizadas nas proximidades as areas de lesdes e distribuiram-se ora
verticalmente ora horizontalmente. Foi observada, perda parcial da
linearidade na camada submucosa e distribuicdo esparsa nas areas de
injuria. Estes achados estdo em concordancia com a literatura®. Nao houve
diferenca na densidade de fibras elasticas quando comparamos o uso de

diferentes comprimentos de onda na prega vocal.
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6.2.3 Fibras colagenas

O presente estudo descreve, principalmente, as fases iniciais do
reparo a lesdo. Isto se justifica pela observacédo do processo de epitelizagao,
formacgao de tecido de granulagéo e inicio da fase de remodelagdo com a
expressao de colageno. O colageno observado apresentou fibras delgadas e
pouco organizadas nas areas de tecido de granulagdo, em todos os grupos
analisados, conforme seria esperado em cicatrizes na fase aguda.

A densidade de fibras colagenas mostrou-se mais elevada com o uso
do laser com comprimento de onda 1470 nm, modo pulsado, no grupo de
coelhos sacrificados com 7 dias pés-injuria. Este achado pode ser
justificado, pois a metodologia de identificagdo de colageno através da
coloracéao picrosirius pode marcar outras fibras, além do colageno tipo I. Ao
analisar a imunoistoquimica, deste mesmo grupo, este padrdo n&o se
repetiu®’.

Nao foram observadas diferengas estatisticas quanto a densidade de
fibras colagenas nas analises nos Grupos |, Il e IV.

A identificagcao de fibras de colageno tipo | e Il por imunoistoquimica
estao elevadas nos tecidos lesionados. Sabe-se, que os tecidos com maior
concentragdo de colageno sdo mais propensos a fibrose cicatricial'.

No presente estudo, o colageno tipo | foi identificado em todas as
pregas vocais analisadas. Ao analisar as areas de lesdes, na camada
submucosa e muscular superficial, o colageno tipo | apresentou-se com
aspecto fragmentado, sem formacao de feixes coesos e entre as fibras

marcadas observou-se presenca de edema intersticial.
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Nao houve diferenga estatistica quanto a analise do colageno tipo |
entre coelhos do mesmo grupo. Ao analisar a lesao como um todo, nao
houve uma diferenca quanto a extensdo, profundidade e gravidade da
mesma ao comparar o uso de diferentes comprimentos de onda. Desta
maneira, foi possivel a identificagdo do colageno tipo I, porém nao houve
diferenca na quantificacdo deste componente entre coelhos do mesmo
grupo.

Reconhecemos que os resultados negativos do estudo podem
decorrer do numero relativamente pequeno de pregas vocais analisadas (40
no total), limitando o poder das analises e aumentando o risco de resultados
falso-negativos (erro tipo Il). Por outro lado, acreditamos que diferengas
entre os lasers de 980 nm e 1470 nm, se existirem, ndo devem ser de
grande magnitude.

As analises das laminas colageno tipo Ill demonstraram positividade
em apenas trés casos. Nos trés casos analisados foram observados
presenca de eosindfilos e neutrdfilos, demonstrando um processo ainda em
fase subaguda de resolugao para este modelo experimental. O colageno tipo
[l é precoce e possivelmente foi substituido pelo colageno tipo | o qual foi
observado em todas as laminas.

Estes achados no presente estudo, corroboram com os de Mau et al.®,
que compararam presencga de colageno tipo | e lll em prega vocal de coelho
quatro semanas apos injuria por laser Holmium:YAG versus prega vocal
controle. Os pesquisadores observaram presenga de colageno tipo | nas

pregas vocais que sofreram lesdo com laser, mas nao do colageno tipo Ill.
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Em outro trabalho, o qual contrasta com o atual estudo, o uso de
instrumento frio foi escolhido para lesionar as pregas vocais. Neste, os
autores observaram a diminuicdo de colageno tipo | do 5° ao 7° dia,
enquanto o tipo |l permaneceu inalterado do dia 3° ao 14° dia. De acordo
com os achados combinados, de colageno tipo | e tipo Ill, apds agressao na
prega vocal com instrumento frio, os autores sugerem que a substituicdo do
colageno tipo | pelo colageno tipo Ill, comega por volta do 7° dia'®. No
presente estudo, observamos colageno tipo | nos animais sacrificados apos
7 e 30 dias de lesdo e o colageno tipo Il foram observados apenas em
laminas nas quais a lesdo apresentavam caracteristicas mais agudas; com
tais achados, provavelmente, o colageno tipo Il foi substituido precocemente
nas pregas vocais deste estudo.

Ao analisar a cicatrizacdo de feridas cutdneas o colageno tipo Il é
sintetizado rapidamente sendo utilizado como suporte; enquanto o colageno
tipo | é sintetizado, posteriormente, provavelmente 3 dias apds a les&o®’.

Também foi descrito, que em lesdes realizadas no palato o colageno
tipo Il apareceu precocemente quando comparado ao colageno |. Este
padrdo sugere que o colageno tipo Ill aparece na lesdao mais precocemente
que o tecido de granulagao e é substituido pelo colageno tipo |, o que vai de
encontro com o achado deste estudo. Para concluir, o colageno tipo Ill teria
funcao na estruturagao do tecido de granulagao e o colageno tipo | poderia

acrescentar forga a este novo tecido lesionado das pregas vocais®®.
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6.3 Perspectivas Futuras

Este estudo foi o primeiro a analisar as reag¢des histopatoldgicas apds
lesdo com laser diodo com diferentes comprimentos de onda, nas fases
agudas da cicatrizagdo, demonstrando n&do haver diferenga no infiltrado
inflamatdrio e na quantificagdo de colageno tipo | e .

A metodologia do estudo, entretanto, n&o incluiu avaliagdo da fase
cronica da cicatrizagdo e avaliagdo funcional das pregas vocais. Dessa
forma, novos estudos que avaliem fases mais tardias da cicatrizagao, assim
como, as propriedades viscoelasticas dessas pregas vocais, por meio de
métodos reoldgicos adaptados ao modelo animal, permitiriam saber se 0 uso

deste instrumento tém impacto na vibracao cordal.
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Os resultados do presente estudo permitem concluir que o uso de
diferentes comprimentos de onda na prega vocal do coelho ndo apresenta
diferencga significativa na extensao do processo inflamatdrio, na profundidade
da leséo e na quantificagao de colageno tipo | e lll.

- Embora o uso do comprimento de onda 980 nm, pulsado, possa ser
capaz de aumentar a extensao da lesao fibrotica na fase inicial (7 dias)
quando comparado ao comprimento de onda 1470 nm; ao analisarmos a
evolugao da cicatrizagao, tal padrao nao foi observado aos 30 dias sugerindo
que este padrao nao se perpetua nas fases evolutivas da cicatrizacao.

- A analise do colageno por coloragao picrosirius demonstrou que este
foi significativamente aumentado no comprimento de onda 1470 nm, modo
pulsado, quando analisado os animais sacrificados com 7 dias. Tal achado,
também néo foi perpetuado na fase avangadas da cicatrizagcdo (30 dias) e
nao foi confirmado pelo método de imunoistoquimica que é considerado
superior para analise do colageno.

Desta forma, podemos sugerir que nao ha diferengas histoldgicas
significativas na cicatrizagdo inicial quando utilizamos laser com os

comprimentos de onda 980 nm ou 1470 nm.
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Anexo A - Carta de Aprovacido do Comité de Etica

i il

i
) . OISP
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
A CEUA da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, em 27/01/2015, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n°® 163/14 intitulado:
“Estudo da cicatrizacao de pregas vocais em coelhos pelo uso do laser

diodo a 980 nm e 1470 nm” que utilizard 20 animais da espécie coelho,

apresentado pelo Departamento de Otorrinolaringologia.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a CEUA-FMUSP, o
relatério final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de

Animais - Lei N° 11.794 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responsavel: Rui Imamura

Pesquisador (a) Executante: Larissa Neri

CEUA-FMUSP, 27 de Janeiro de 2015

Dr. Eduardo Pompeu
Cgordenador
Comissio de Etica no Uso de Animais

Comiss&o de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua.fm@usp.br
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Anexo B - Tabelas de aleatorizagao dos parametros variaveis utilizado
em cada grupo

Grupo 1 - Modo de energia: Pulsado | Tempo de sacrificio: 30 dias

PVD PVE

A (nm) A (nm)
Coelho 1 1470 980
Coelho 2 980 1470
Coelho 3 980 1470
Coelho 4 980 1470
Coelho 5 1470 980

Grupo 2 - Modo de energia: Continuo | Tempo de sacrificio: 30 dias

PVD PVE

A (nm) A (nm)
Coelho 6 980 1470
Coelho 7 1470 980
Coelho 8 1470 980
Coelho 9 980 1470
Coelho 10 1470 980

Grupo 3 - Modo de energia: Pulsado| Tempo de sacrificio: 7 dias

PVD PVE
A (nm) A (nm)
Coelho 11 980 1470
Coelho 12 980 1470
Coelho 13 1470 980
Coelho 14 980 1470
Coelho 15 1470 980

Grupo 4 - Modo de energia: Continuo | Tempo de sacrificio: 7 dias

PVD PVE
A (nm) A (nm)

Coelho 16 980 1470

Coelho 17 1470 980
Coelho 18 980 1470

Coelho 19 1470 980

Coelho 20 1470 980
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