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RESUMO

Ramos MTT. Estudo histomorfométrico do efeito da injecdo de dexametasona na
fase tardia de cicatrizacdo de prega vocal de coelho. [tese]. S&o Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2014.

INTRODUCAO: Apesar dos avancos recentes nas técnicas e instrumentos de
fonomicrocirurgia, cicatriz de prega vocal é a principal causa de persisténcia ou
recorréncia de disfonia apds a microcirurgia de laringe. A cicatriz de prega vocal
continua sendo um dos maiores desafios da laringologia, uma vez que ainda nao
existe um tratamento consistentemente eficaz para restaurar a funcdo vocal
adequadamente. Muitos cirurgides fazem uso empirico de injecbes de
corticosteroides na prega vocal durante a fonomicrocirurgia, na tentativa de evitar ou
reduzir a formacdo de cicatriz, apesar da inexisténcia de evidéncias cientificas que
justifiguem seu uso. Em estudo prévio realizado na Disciplina de
Otorrinolaringologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, a
injecdo intracordal de corticosteroide intraoperatéria levou a reducéo significativa de
deposicéo de colageno, sem diferenca no nimero de células inflamatdrias, no terceiro
e sétimo dia de pos-operatdrio. Desconhece-se, no entanto, se essas alteracGes
persistem em fases mais tardias da cicatrizacdo da prega vocal. O objetivo deste
estudo foi, portanto, investigar a existéncia de beneficios em longo prazo da injecédo
intralesional de corticosteroide no processo cicatricial da prega vocal. METODO:
catorze coelhos albinos machos da raca New Zealand foram submetidos a incisdo em
toda extensdo das pregas vocais seguida de injecdo de dexametasona na prega vocal
direita. A prega vocal esquerda ndo recebeu injecdo e serviu como controle. As
laringes foram excisadas em dois periodos: sete e 180 dias de pds-operatorio. A
coloracdo de hematoxilina-eosina foi utilizada para a analise quantitativa da resposta
inflamatéria e o método de Picrossirius-polarizacdo para andlise quantitativa e
descritiva de deposicdo de colageno. RESULTADOS: Houve um aumento ndo
significativo na quantidade de células inflamatérias na prega vocal tratada com
corticosteroide no grupo sacrificado no 7° dia de pos-operatorio. Nao foram
observadas diferencas significativas na resposta inflamatoria entre as pregas vocais
do grupo sacrificado no 180° dia de pds-operatorio ou quando os grupos sacrificados
no 7° e 180° dia foram comparados. Foi observada tendéncia a reducdo na deposicao
de colageno na prega vocal tratada no 7° dia de pds-operatdrio, 0 que ndo ocorreu na
avaliacdo do 180° dia. Ndo foram observadas diferencas significativas quando o0s
grupos foram comparados entre si (grupo sacrificado no 7° dia versus grupo
sacrificado no 180° dia). As pregas vocais que receberam injecdo de dexametasona
apresentaram melhor organizacdo e menor espessura das fibras de coldgeno do que
as pregas vocais controle, tanto na avalicdo do 7° quanto 180° dia de pds-operatorio.
CONCLUSAO: Os resultados deste estudo sugerem que, embora a injecdo
intracordal de corticosteroide ndo tenha tido impacto significativo sobre a quantidade
de células inflamatorias ou taxa de deposicdo de colageno, ela propiciou uma melhor



organizacdo e menor espessura das fibras de coldgeno na fase crbnica da
cicatrizacao.

Descritores: Pregas vocais; Cicatrizacdo/efeitos de drogas; Cicatriz; Esteroides;
Dexametasona; Inje¢des intralesionais; Coelhos.



ABSTRACT

Takahashi-Ramos MT. Histomorphometric study of chronic wound healing in rabbit
vocal fold after steroid injection [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo”; 2014.

INTRODUCTION: Despite recent advances in phonosurgery techniques and
instruments, vocal fold scar is the greatest cause of poor voice outcome following
laryngeal surgery. Vocal fold scarring remains one of the most challenging problems
in the clinical practice of laryngology, since a consistently effective treatment to
restore adequate vocal function has not been established yet. Many surgeons
empirically use corticosteroid submucosal injection during phonosurgery in an
attempt to prevent scar formation despite the lack of evidence to support its use. In a
previous study conducted in the Discipline of Otorhinolaryngology of University of
Sao Paulo School of Medicine, intracordal corticosteroid injection immediately after
injury led to significantly reduced collagen deposition with no change in number of
inflammatory cells at the third e seventh day post-lesion in a rabbit model. It is not
known, however, if these findings persist on later phases of wound healing. Thus, the
purpose of this study was to investigate the existence of long-term benefits from the
use of intracordal corticosteroid injection in the wound healing process of the vocal
folds. METHODS: Fourteen male albino New Zealand rabbits underwent bilateral
vocal fold incision followed by dexamethasone injection into the right vocal fold.
The left vocal fold was not injected and served as control. Larynges were harvested
at two time points: seven (group 1) and 180 days (group 2). Hematoxylin-eosin
staining was used for quantitative analysis of inflammatory response and Picrosirius
polarization method for quantitative and descriptive analysis of collagen deposition.
RESULTS: There was a non-significant increase in inflammatory cells in the steroid-
treated vocal fold on day 7. No significant differences in the inflammatory response
were observed between vocal folds on day 180 or when group 1 was compared with
group 2. There was a trend for reduction in collagen deposition in the treated vocal
folds on day 7, but no significant difference on day 180. No significant difference
was observed when group 1 (day 7) was compared with group 2 (day 180). Collagen
fibers were better organized and thinner in the steroid-treated vocal fold in both time
points of sacrifice. CONCLUSION: The present results suggest that, although
corticosteroid intracordal injection has no significant impact on the number of
inflammatory cells or collagen rate deposition, it leads to a better and more organized
arrangement of collagen fibers on chronic phase of wound healing.

Descriptors: Vocal cords; Wound healing/drug effects; Cicatrix; Steroids;
Dexamethasone; Injections, intralesional; Rabbits.
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Introducéo 2

1 INTRODUCAO

A voz influencia praticamente todos os aspectos da interagdo e cultura
humanas. Até um passado ndo tdo longinquo era o Unico meio de comunicacdo
disponivel, por meio do qual era feito o registro dos eventos e a histéria do homem
era transmitida. Apesar do grande aumento de registros da informacdo na forma
escrita, impressa e digitalizada ocorrido nos Gltimos tempos, a maioria das pessoas

ainda usa a voz como meio primario de comunicagdo (Benninger, Murry, 2006).

N&o é de se estranhar, portanto, que alteragdes na qualidade vocal podem
afetar a qualidade de vida das pessoas (Garrett et al., 2010). Como a voz também
constitui parte importante da identidade do individuo, um problema de voz pode
resultar em autoimagem distorcida que, juntamente com o problema vocal, pode ser
debilitante tanto social como economicamente (Ramig, Verdolini, 1998; Isshiki et
al., 1999). Estudos mostram que pacientes com disfonia sofrem de isolamento social,
depressdo e reducdo de qualidade de vida geral e especifica, comparavel ao de
pacientes com insuficiéncia cardiaca, angina, ciatalgia e doenca pulmonar obstrutiva
crénica (Benninger et al., 1998; Mirza et al., 2003; Rosen et al., 2004; Roy et al.,
2005; Cohen et al., 2006). Além do impacto na saude e qualidade de vida, problemas
vocais geram um custo social elevado, com gastos em visitas médicas e queda na
produtividade por absenteismo no trabalho (Ramig, Verdolini, 1998). Estima-se que
cerca de um terco da populacdo apresenta algum tipo de alteracdo de voz em algum

momento da vida (Roy et al.,2004; Roy et al., 2005).



Introducéo 3

As disfonias podem ser decorrentes de varios distdrbios, sejam eles
funcionais ou organicos. Os de origem funcional geralmente podem ser tratados
clinicamente por meio de fonoterapia, enquanto 0s de origem organica, por
tratamento clinico ou cirurgico (Isshiki et al.,1999). Segundo Coyle et al. (2001),
cerca de 22% dos pacientes que procuram atendimento para problemas vocais

apresentam leséo organica em pregas vocais.

As técnicas atuais de fonomicrocirurgia para exérese de lesées benignas sdo
baseadas nos conhecimentos obtidos a partir da descri¢cdo da estrutura da prega vocal
(Hirano, 1975) e teoria de corpo-cobertura de vibracdo da prega vocal (Hirano,
Kakita, 1985) e objetivam aperfeicoar o resultado por meio da exérese da lesdo com
minima ruptura dos componentes normais da prega vocal (Garrett, Ossoff, 2000).
Contudo, por mais que as técnicas tenham evoluido, complicacdes podem ocorrer, a
maioria relacionada a formacao de cicatriz, com prejuizo da vibragdo da prega vocal.
Segundo Woo et al. (1994), a cicatriz de prega vocal é a principal causa de

persisténcia ou recorréncia de disfonia apds microcirurgia de laringe.

Em 1994, o Comité de Disturbios da Fala, Voz e Degluticdo da Academia
Americana de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoco definiu cicatriz
de prega vocal como a substituicdo do tecido normal por tecido fibroso como
consequéncia de uma lesdo ou doenca. Independentemente da etiologia, a cicatriz
pode alterar a ultraestrutura da lamina prépria da prega vocal, interferindo na
interface corpo-cobertura e propagacdo da onda mucosa normal, o que altera a
qualidade vocal (Benninger et al., 1996; Isshiki et al., 1999; Rosen, 2000; Thibeault
et al., 2002; Hirano et al., 2009). Do ponto de vista histolégico, a cicatriz tem como

caracteristica um aumento na densidade de colageno com redugdo em sua
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organizagdo (cicatriz madura), 0 que tem impacto negativo na biomecanica da
fisiologia fonatoria (Rousseau et al.,2003; Thibeault et al.,2002). A rigidez de onda
mucosa provocada pela cicatriz pode levar a insuficiéncia glética, demandando maior
esforgo vocal, e clinicamente a voz pode se tornar soprosa, tensa, dspera e por vezes
diplofonica (Benninger et al., 1996). O paciente também pode experimentar perda do

controle e fadiga vocal (Thibeault et al., 2002).

Hirano e Jackson, em 1995, ja sugeriam que a cicatriz de prega vocal era um
dos maiores problemas a espera de melhorias no futuro. Quase duas décadas depois,
ela continua sendo uma das alteragdes laringeas mais dificeis de serem tratadas, uma
vez que as abordagens existentes quanto a esta complexa condicdo ainda tém
apresentado resultados inferiores ao desejavel e um tratamento eficaz para restaurar a
funcéo vocal adequada ainda ndo foi estabelecido (Isshiki et al., 1999; Rosen, 2000;

Hansen, Thibeault, 2006; Allen, 2010; Woodson, 2012).

Muitos cirurgides utilizam de modo empirico a injecdo submucosa de
corticosteroide durante a fonomicrocirurgia na tentativa de evitar a formacdo de
cicatriz, apesar da inexisténcia de evidéncias cientificas que justifiguem seu uso.
Acredita-se que os corticosteroides possam influenciar o processo cicatricial por
meio da modulacédo de sintese e maturacdo do colageno, inibicdo da proliferacdo de
fibroblastos e supressao da atividade fagocitica de algumas células do sistema imune
(Bless, Welham, 2010). Como a sintese de matriz extracelular ocorre 2 a 3 dias ap0s
a injuria tecidual, a fase aguda da cicatrizacdo representa o periodo critico no qual a
intervencdo terapéutica pode, eventualmente, minimizar a formacdo de cicatriz

(Branski et al., 2005a,b).
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Em estudo realizado por Campagnolo et al. (2010), a injecédo de
dexametasona em prega vocal de coelho imediatamente apds lesdo cirdrgica levou a
uma menor deposicdo de coladgeno no sitio da lesdo, durante a resposta inflamatéria
aguda, sem alteracdo na quantidade de células inflamatérias. N&o se sabe, no entanto,
se estes resultados persistem em fases mais tardias do processo cicatricial, levando a
eventual atenuacdo de cicatriz de prega vocal. Acredita-se que, se avangos
significativos forem alcancados com medidas profilaticas, a necessidade de se tratar

cicatrizes crbnicas serd cada vez mais rara no futuro.
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2 OBJETIVOS

Tendo em vista o beneficio potencial dos corticosteroides no processo de

cicatrizacdo de prega vocal, este estudo tem como objetivos:

1. Comparar, mediante analise quantitativa, o processo inflamatorio de
pregas vocais de coelhos submetidas a lesdo cirlrgica que receberam
injecdo submucosa de dexametasona intraoperatoria com as pregas
vocais que ndo receberam a injecdo (controle), no 7° e 180° dia de pods-

operatorio e entre 0 7° e 180° dia de pds-operatorio.

2. Comparar, por analise quantitativa, a densidade de colageno de pregas
vocais de coelhos submetidas a lesdo cirdrgica que receberam injecéo
submucosa de dexametasona intraoperatéria com as pregas vocais que
ndo receberam a injecdo (controle), no 7° e 180° dia de poOs-operatorio e

entre 0 7° e 180° dia de pds-operatdrio.

3. Descrever a organizacdo das fibras coladgenas das pregas vocais de
coelhos submetidas a lesdo cirargica que receberam injecdo submucosa
de dexametasona intraoperatoria contrapondo com as pregas vocais que
ndo receberam a injecdo (controle), no 7° e 180° dia de pOs-operatorio e

entre 0 7° e 180° dia de pds-operatdrio.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Histologia da prega vocal

Hirano (1974) foi o primeiro autor a descrever a estrutura da prega vocal
humana e correlaciona-la a producédo vocal. Neste primeiro momento, o autor divide-
a em duas camadas: cobertura, formada pela mucosa, e corpo, composto por musculo

e ligamento vocal.

No ano seguinte, 0 mesmo autor, ao revisar dados sobre a histologia da prega
vocal, passa a dividi-la em cinco camadas: epitélio, camadas superficial,

intermediaria e profunda da lamina propria e musculo vocal (Hirano, 1975).

Anos mais tarde, Hirano (1981) descreve a ultraestrutura da lamina propria da
prega vocal como sendo constituida por uma camada superficial com predominio de
fibras colagenas finas, uma camada intermediaria com predominio de fibras elasticas
entrelacadas a algumas fibras colagenas e uma camada profunda com grande

densidade de fibras colagenas.

Fundamentados nesses conhecimentos, Hirano e Kakita (1985) introduzem a
teoria de corpo-cobertura para a vibracdo das pregas vocais, na qual a estrutura de
cinco camadas descritas anteriormente passa a ser dividida em trés: cobertura,
composta por epitélio e camada superficial da lamina prépria; regido de transicao
(ligamento vocal), composta pelas camadas intermediaria e profunda da lamina

propria; corpo, constituido pelo musculo vocal. De acordo com essa teoria, a
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cobertura desliza sobre uma estrutura mais rigida, o corpo.

A lamina prépria € a estrutura mais importante da prega vocal, uma vez que €
a que mais vibra durante a fonacdo (Ishii et al., 2000). A biomecénica da fonagéo
depende de sua composi¢do: mudancas na lamina prépria podem afetar o
desempenho e a elasticidade da prega vocal, que resultam em vibracGes assincronas
(Kahane, 1987). O tecido da lamina prépria pode ser dividido em componente celular

e matriz extracelular (Labat-Robert et al., 1990; Lander, 1993).

A lamina propria contém uma variedade de células importantes, que inclui
fibroblastos, miofibroblastos e macréfagos (Noordzij, Ossoff, 2006). Em estudo com
22 pregas vocais humanas, Catten et al. (1998) analisam a distribuicdo de
fibroblastos, miofibroblastos e macréfagos na lamina propria, dividindo sua
espessura, de modo arbitrario, em cinco secOes iguais. Os autores observam que
fibroblastos sdo as células predominantes e estdo distribuidos por todas as camadas,
porém sdo mais abundantes na camada mais profunda da lamina prépria, 0s
macrofagos e miofibroblastos sdo mais frequentes na camada mais superficial da
lamina propria. Segundo Noordzij e Ossoff (2006), essa localizacdo de macrofagos e
miofibroblastos, que séo fibroblastos diferenciados em células de reparo, sugere que
a prega vocal esta constantemente submetida a ciclos de injurias diminutas e reparos,

e que a camada superficial é, provavelmente, a mais acometida.

Segundo Gray et al. (2000), a matriz extracelular é composta por proteinas
fibrilares, como colageno e elastina, e intersticiais, representadas pelos
proteoglicanos e glicoproteinas. De acordo com os autores, a distribuicdo das

proteinas fibrosas na lamina prépria influencia as propriedades biomecanicas da
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prega vocal. As fibras colagenas suportam a tensdo e o estiramento da prega vocal
durante a fonagéo, enquanto as fibras de elastina permitem a deformidade e o retorno

do tecido a sua configuracéo original (Gray, 2000).

Por meio do método Picrossirius-polarizacdo, Madruga de Melo et al. (2003)
descrevem a organizacao de fibras colagenas na lamina prépria em forma de cesta de
vime. Os autores visualizam uma faixa de colageno estreita, imediatamente abaixo
do epitélio da prega vocal, uma faixa mais densa e organizada de colageno na
camada profunda da lamina propria, superficial ao musculo vocal, e uma rede
delicada de fibras na camada intermediaria. Os autores acreditam que a configuracéo
das fibras colagenas em forma de cesta de vime confere resisténcia a lamina propria
ao mesmo tempo em que possibilita o estiramento da prega vocal, para modular a

frequéncia da voz sob a acdo da musculatura intrinseca da laringe.

As proteinas intersticiais afetam a viscosidade da lamina prépria e conferem
ao tecido a capacidade de amortecimento de impacto (Balazs, Gibbs, 1970). Ao
utilizar técnicas de imunocitoquimica, Pawlak et al. (1996) descrevem varios
proteoglicanos na lamina propria de pregas vocais normais, com identificacdo de
agrecan, versican, decorina, fioromodulina e heparina-sulfato. Os autores sugerem
que a producdo e a manutencdo da lamina propria sdo realizadas por diferentes

células além dos fibroblastos, como macrofagos e miofibroblastos.

3.2 Cicatrizacéo

Ao comparar a extensa pesquisa e experiéncia clinica com cicatrizacéo
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cutanea, constata-se que existem poucos trabalhos que investigam o0 processo

cicatricial de mucosas. A cicatrizacdo da pele é classicamente descrita como a seguir.

A cicatrizacdo de feridas € divida em trés fases distintas: inflamacéo,
proliferacdo e remodelagem (Schilling, 1976). Consiste em um processo dinamico
que envolve a interacdo de inimeras cascatas moleculares e celulares que ocorrem
simultaneamente e se interpdem, ao invés de uma simples sequéncia de eventos

consecutivos.

3.2.1 Hemostasia e inflamacéo - inicio imediatamente apés a lesdo até 4°-6° dia

Segundo Gourin e Terris (2006), a injuria tecidual causa hemorragia com
exposicdo das plaquetas ao tecido conectivo subendotelial, o que resulta na ativagédo
plaquetaria e liberacdo de inumeras substancias vasoativas que provocam

vasoconstricao.

As plaquetas, a medida que se agregam, formam um tampao hemostéatico. O
coagulo que se forma € composto de colageno, plaquetas, trombina e fibronectina,
que liberam citocinas e fatores de crescimento que iniciam a resposta inflamatdria
(Witte, Barbul, 1997). Os elementos da resposta inflamatéria e suas funcGes

encontram-se resumidos no Quadro 1.
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Quadro 1 - Elementos da resposta inflamatdria e suas fungdes

Funcéo

Fatores hemostéticos
Fibrina, fibronectina

Fator XIIlI (fator estabilizador de
fibrina)

Fatores de crescimento circulatorio

Complemento

Coagulacdo, quimiotaxia, adesdo, suporte para
migragdo celular

Induz quimiotaxia e adesao

Regulagdo  de  quimiotaxia, = mitogénese,
fibroplasia

Atividade antimicrobiana, quimiotaxia

Fatores derivados de plaquetas
Citocinas, fatores de crescimento
Fibronectina

Fator ativador de plaqueta (PAF)

Tromboxano A2

Fator plaguetario IV

Serotonina

Adenosina

Regulacdo de quimotaxia, mitogénese, fibroplasia
Matriz precoce, ligante para agregacdo plaquetaria
Agregacdo plaquetéria

Vasoconstricao, agregacao plaquetaria,
quimiotaxia

Quimiotaxia para fibroblastos e mondcitos,
neutraliza atividade da heparina, inibe colagenase
Induz permeabilidade vascular, quimiotaxia para
neutrofilos

Estimula proliferacdo e migracdo celular, induz

agregacao plaquetaria

FONTE: Adaptado de Witte e Barbul, 1997

A acdo de substancias vasoativas provoca vasodilatacdo (principalmente de

vénulas), com extravasamento de proteinas plasmaticas, hemécias e leucocitos para o

sitio da lesdo (Gourin, Terris, 2006).

A fibrina resultante do coagulo, ndo apenas contribui para a hemostasia, como

também serve de suporte para a migragdo de neutrofilos, mondcitos, fibroblastos e

células endoteliais (Kurkinen et al., 1980).
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Durante as primeiras 24-48 horas, o infiltrado inflamatério é formado, com
predominancia, por leucécitos polimorfonucleares (neutrofilos), atraidos para o sitio
de les&o pela interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), fator de
transformacdo de crescimento beta (TGF-B) e fator plaquetéario 4 (PF-4) (Bevilacqua

et al., 1985; Pohlman et al., 1986).

O predominio de mondcitos ocorre 48-96 horas apds a lesdo, com sua
maturacdo para macréfagos, que contribuem para a continuidade do debridamento
celular (Gourin, Terris, 2006). Os macréfagos ativados mediam a angiogénese (por
meio da sintese do fator de crescimento vascular endotelial, VEGF) e fator de
crescimento de fibroblastos (TNF-a), fibroplasia (pela sintese de TGF-B; fator de
crescimento epidermal, EGF; fator de crescimento derivado de plaqueta, PDGF; IL-1
e TNF-a) e sintese de oxido nitrico (NO) (pela ativacdo da 6xido nitrico sintase pela

IL-1 e TNF-a) (Witte, Barbul, 2002).

3.2.2 Proliferacéo - 4° ao 14° dia apds a lesdo

Segundo Broughton et al. (2006), € nessa fase que ocorre a restauracdo
tecidual, com epitelizacdo, angiogénese, formacdo do tecido de granulacdo e
deposicdo de colageno. Fibroblastos e células endoteliais sdo as principais células em

proliferacdo nesta fase.

Células epiteliais migram para cima no padrdo habitual, se a membrana basal
estiver intacta ap0s a lesdo tecidual, e as camadas da epiderme sdo restabelecidas em

2 a 3 dias. Caso a membrana basal tenha sido destruida, as células epiteliais
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localizadas na borda da leséo proliferam e mandam projecOes para restabelecer a

barreira protetora (Grotendorst et al., 1989; Lawrence, Diegelmann, 1994).

A angiogénese é marcada pela proliferacdo e migracdo de células endoteliais
a partir de vénulas intactas préximas a lesdo, que formam capilares novos (Witte,

Barboul, 1997).

Fibroblastos migram para o sitio da lesdo em aproximadamente 48-72 horas,
originarios de células mesenquimais indiferenciadas presentes nos tecidos
extravasculares adjacentes (Gourin, Terris, 2006). Em resposta ao PDGF, produzido
por plaquetas e macrdfagos, os fibroblastos dao inicio a sintese de uma matriz
temporaria composta de colageno tipo Il1, glicosaminoglicanos e fibronectina (Pierce

etal., 1991).

3.2.3 Maturacdo e remodelagem - 8° dia ao 1° ano apos a leséo

A caracteristica principal dessa fase é a deposicdo de colageno. Clinicamente,
¢ a fase mais importante da cicatrizacdo, uma vez que a velocidade, qualidade e
quantidade total de deposicdo de matriz determina a resisténcia da cicatriz (Witte,

Barboul, 1997).

As mudancas na composicdo da matriz seguem um padrdo ao longo do
tempo. Inicialmente, é composta predominantemente de fibrina e fibronectina,
resultantes da hemostasia e acdo dos macrofagos (Kurkinen et al., 1980). A seguir, 0s
fibroblastos sintetizam glicosaminoglicanos, proteoglicanos e outras proteinas, que

servem de suporte para a futura deposicdo de matriz e remodelagem (Barbul, Regan,
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1993). Posteriormente, o colageno torna-se a proteina principal da cicatriz.

Em uma pele integra, o colageno é composto por 80 a 90% de colageno tipo |
e 10 a 20% de colageno tipo Ill. No tecido de granulacdo, o colageno tipo IlI
corresponde a 30% e na cicatriz madura volta a corresponder a 10% (Bailey et al.,

1975; Ehrlich, Krummel, 1996).

A estrutura da matriz também sofre alteracbes com o tempo. A derme normal
apresenta padrdo em formato de cesta de vime, enquanto na cicatriz as fibras de
colégeno estdo dispostas paralelamente a pele. Inicialmente essas fibras de colageno
séo finas e gradualmente engrossam, e se organizam ao longo da linha de tenséo da
cicatriz. Essa mudanca é acompanhada de aumento da resisténcia da cicatriz e indica
uma correlacdo positiva entre espessura, orientacao da fibra e forca ténsil (Doillon et

al., 1985).

As fibras colagenas da cicatriz nunca se tornam tdo organizadas quanto as da
derme intacta, apesar da fase de remodelagem ser longa e durar até um ano (Witte,

Barboul, 1997) e ndo recuperam 100% de sua forca ténsil (Barbul, Regan, 1993).

3.3 Cicatrizacdo da prega vocal

A literatura sobre o processo cicatricial da derme é vasta e repleta de
evidéncias que descrevem uma morfologia sem organizacdo especifica de elementos
celulares e de matriz extracelular (Garg et al., 2000). Ao comparar a extensa pesquisa

e a experiéncia clinica com cicatrizagdo cutanea, existem poucos trabalhos nos quais
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0 processo cicatricial de mucosas e das pregas vocais € investigado (Branski et al.,

2005h).

Goldstein et al. (1998), em trabalho com coelhos, comparam o processo de
cicatrizacdo da mucosa da subglote com o da pele. A reepitelizacdo da mucosa
subglética se inicia no 5° dia ap6s a lesdo e esta completa no 14° dia, a fibroplasia e a
fibrose estdo presentes na lamina prépria do 7° ao 21° dia, com perfil histolégico
semelhante ao da epiderme e derme, respectivamente. As alteragOes epiteliais, no

entanto, sdo mais prolongadas na mucosa subglotica.

De acordo com Branski et al. (2006), as pregas vocais possuem uma
resisténcia aparente ao estresse mecanico. Ao contrario da maioria das estruturas do
corpo, elas estdo sujeitas a um estresse mecanico praticamente continuo por causa da
fonacdo, mas ndo apresentam comprometimento estrutural ou fisioloégico tédo
frequente. Os autores acreditam haver duas explicagcdes possiveis: a primeira € que as
pregas vocais podem ter uma capacidade regenerativa melhor, nas quais qualquer
dano microestrutural a lamina prépria e/ou epitélio possa ser reparado sem que seja
desencadeada uma resposta inflamatoria plena. Deve existir, entretanto, um limiar
que, se ultrapassado, promove o0 processo de cicatrizacdo em todas suas etapas. A
segunda explicacdo é a organizacdo da microestrutura da lamina propria de maneira a

suportar mais estresse mecanico que outros tecidos, como a derme, por exemplo.

Branski et al. (2005a) descrevem a cicatrizacdo em prega vocal de coelho
apos lesdo cirdrgica com desnudamento de epitélio e ldmina propria em toda sua
extensdo. A fase proliferativa parece ocorrer por volta do 3° dia, com observacédo de

importante infiltrado inflamatério, proliferacdo de células inflamatérias e fibroblastos
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e deposicdo de uma neolamina prépria. A deposicdo de uma neomatriz e
reepitelizacdo completa é alcancada no 5° dia. Coldgeno mais maduro é observado

por volta no 7° dia.

Na cicatriz cutdnea, o conteldo de coldgeno torna-se estavel em
aproximadamente 21 dias ap0s a lesdo (Lawrence, Diegelmann, 1994). Rousseau et
al. (2003), em trabalho com cachorro usado como modelo animal, demonstra que, na
prega vocal, o colageno s6 se estabiliza aproximadamente 6 meses apds a leséo.
Antes da maturacdo, a densidade de colageno é reduzida na cicatriz de prega vocal

(Thibeault et al., 2002).

Em estudo com 11 coelhos submetidos a lesdo cirdrgica em prega vocal e
analise histoldgica e reoldgica apos 60 dias da lesdo, Thibeault et al. (2002)
observam distribuicdo desorganizada de colageno por todas as camadas da lamina
propria, com reducdo na densidade de coladgeno, quando comparada ao controle
normal, que representa a fase precoce do remodelamento. Encontram, também,
reducdo na densidade de elastina na prega vocal em cicatrizacdo, mas nenhuma

diferenca em relacdo ao acido hialurdnico entre os grupos.

Thibeault et al. (2003) encontram reducdo significativa na densidade de
decorina e fibromodulina, e aumento de fibronectina aos 60 dias apds a lesdo
cirirgica em prega vocal de coelho. A decorina tem o papel de promover a
associacdo lateral das fibras de colageno a fim de formar feixes de fibras na matriz
extracelular. A fibromodulina tem a capacidade de inibir TGF-p, que estimula a
sintese de colageno (Ignotz, 1986). Com a reducdo de fibromodulina, espera-se,

portanto, aumento na producdo de colageno. A reducdo de decorina e aumento na
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sintese de neocoldgeno poderia explicar a distribuicdo desorganizada das fibras
colagenas observadas em estudo anterior (Thibeault, 2002). A fibronectina tem sido
implicada na formagdo de proteinas de adesdo necessarias a ligacdo de células
epiteliais e membrana basal, e migracéo e replicacdo de células epiteliais. Os autores
acreditam que o aumento de fibronectina é esperado apds a lesdo, favorecendo a

epitelizacao.

Rousseau et al. (2003) descrevem os aspectos histoldgicos e reoldgicos da
cicatrizacdo de prega vocal ao 2° e 6° més apos a inducdo de lesdo cirirgica em
modelo canino. Ha aumento na densidade de procolageno (precursor do colageno) no
segundo més, com estabilizacdo de seus niveis no sexto més. Aos 6 meses, Sao
observados feixes desorganizados de colageno na lamina prépria, indicando alcance
da fase madura do processo cicatricial. As fibras de elastina apresentam-se
desorganizadas e com densidade reduzida nos dois periodos. Ndo sdo observadas

diferencas em relacdo ao acido hialurénico.

Verdolini et al. (2003) e Branski et al. (2004, 2005b) relatam a analise de
marcadores bioquimicos associados a cicatrizacdo presentes na secrecdo coletada na
superficie da prega vocal como possivel método ndo invasivo de documentar seu

processo cicatricial.

3.4 Corticosteroides

Os corticosteroides representam uma classe de esteroides produzidos pelo

cortex da suprarrenal. Seus efeitos sdo inUmeros e disseminados e consistem em
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alteracbes no metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas, manutengdo do
equilibrio  hidroeletrolitico, preservacdo da funcdo normal dos sistemas
cardiovascular, imunoldgico, endocrino, nervoso, renal e musculo esquelético
(McKay, Cidlowski, 2000; Schimmer, Parker, 2010). Conferem também ao
organismo a capacidade de resistir a situagdes de estresse, como trauma, infecgéo,

alteracdes ambientais, entre outras (Sapolsky et al., 2000).

Segundo Schimmer e Parker (2010), os corticosteroides e seus derivados
metabolicamente ativos sdo agrupados de acordo com seus efeitos sobre o
metabolismo dos carboidratos (glicocorticoides) e sobre o equilibrio hidroeletrolitico
(mineralocorticoides). Esses efeitos ndo estdo estreitamente relacionados e refletem

acoes seletivas em receptores distintos.

De acordo com McKay e Cidlowski (2000), a partir de modificagdes na
estrutura quimica da molécula de cortisol, sdo produzidos derivados com maior
separacdo entre a atividade glicocorticoide e mineralocorticoide. Essas modificacfes
podem alterar a especificidade e/ou poténcia mediante alteracdes na afinidade e
atividade intrinseca nos receptores de corticosteroides, assim como alteracfes na
absorcdo, ligacdo as proteinas, taxa de transformacdo metabdlica, secre¢do ou

permeabilidade da membrana (Quadro 2).



Revisdo da Literatura 21

Quadro 2: Poténcias relativas e doses equivalentes de corticosteroides

Poténcia Poténcia de Meia-vida Dose
Composto anti-inflamatéria  retengdo de ) equivalente
Na* (mg)
Cortisol 1 1 8-12 20
Cortisona 0,8 0,8 8-12 25
Prednisona 4 0,8 12-36 5
Prednisolona 4 0,8 12-36 5
Metilprednisolona 5 0,5 12-36 4
Triancinolona 5 0 12-36 4
Betametasona 25 0 36-72 0,75
Dexametasona 25 0 36-72 0,75

Na*: sodio; h: hora; mg: miligrama
FONTE: Adaptado de Schimmer e Parker, 2010

Os glicocorticoides atuam como supressores potentes da inflamacéo, estéo
entre as classes de farmacos mais prescritos e sdo utilizados em uma variedade de
doencas inflamatdrias e autoimunes. Como muitos de seus efeitos fisioldgicos e sua
acdo farmacoldgica nos diversos tecidos sdo mediados pelo mesmo receptor, sua
eficicia terapéutica pode ser acompanhada de efeitos colaterais (Schimmer, Parker,

2010).

3.4.1 Mecanismo de acao

Apos sua absorcdo, pelo menos 90% do corticosteroide presente no plasma
liga-se de modo reversivel as proteinas plasmaticas globulina de ligacdo dos
corticosteroides (CBG) ou transcortina e albumina. Apenas a fracdo livre pode
penetrar nas células para mediar seus efeitos (McKay, Cidlowski, 2000; Rang et al.,

2001).
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Os corticosteroides interagem com proteinas receptoras especificas presentes
nos tecidos-alvo e regulam a expressao de genes responsivos aos corticosteroides. O
receptor de glicocorticoide (GR) esté localizado, com predominancia, no citoplasma
da célula, em uma forma inativa complexada com outras proteinas, como a proteina
do choque térmico (HSP) 90, HSP 70 e imunofilina. Apés sua ligagdo com os
glicocorticoides, ocorre ativacdo do GR, que promove a dissociacdo dessas proteinas
e sua translocagdo para o ndcleo, no qual interage com sequéncias especificas de
acido desoxirribonucleico (DNA) dentro das regides reguladoras dos genes afetados.
As sequéncias curtas de DNA reconhecidas pelo GR ativado s&o denominadas
elementos responsivos aos glicocorticoides (GRE) e sdo responsaveis pela
especificidade para a inducdo (transativacdo) ou inibicdo (transrepressdo) da
transcricdo génica (Siegel et al., 1999; Schimmer, Parker, 2010). Entre 0s genes
regulados negativamente estdo os da ciclooxigenase 2 (COX-2), da 6xido nitrico
sintase induzivel (NOS-2) e das citocinas inflamatorias, o que parece contribuir
significativamente para os efeitos anti-inflamatérios e imunossupressores dos
glicocorticoides, conforme ilustrado pela Figura 1 (Nussey, Whitehead, 2001). Em
consequéncia ao tempo necessario a modulacdo da expressdo génica, os efeitos dos
corticosteroides ndo sdo em sua maioria imediatos, o que explica a demora observada
na pratica clinica para a manifestacdo dos beneficios da terapéutica (Schimmer e

Parker, 2010).
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Fosfatidilcolina

Macroéfagos Antigeno
lipocortina  —-L. PL-AZ* *

Acido araguidénico IL-1B 9 >  Febre

Ativacdo de células T
Prostaglandinas

Leucotrienos
Tromboxanos *
* Proliferacdo de células B

Vasodilatacdo
Aumento de permeabilidade capilar

Atragdo de leucdcitos Producdo de anticorpos

Fagocitose

A B

Figura 1: Efeitos dos glicocorticoides na resposta inflamatéria (A) e imune (B). Os glicocorticoides
inibem a conversdo da fosfatidilcolina em &cido araquid6nico por meio da inducdo de
sintese de lipocortina, que inibe a acdo da fosfolipase A, (PL-A,). Assim, ocorre também
inibicdo de producdo e acdo de leucotrienos. Mediante a inibi¢do da ciclooxigenase
(COX), ocorre também inibicdo da sintese de prostaglandinas e tromboxanos. Por meio

do blogueio de sintese da interleucina 1p (IL-1pB), ha redugdo no nimero de linfécitos T
circulantes e reducdo de producdo de anticorpos
FONTE: Adaptado de Nussey e Whitehead, 2001

Os glicocorticoides também exercem efeito sobre os elementos figurados do
sangue: aumentam a quantidade de leucocitos polimorfonucleares circulantes e
reduzem a de linfécitos, eosinofilos, mondcitos e basofilos (Parrillo, Fauci, 1979;
Saavedra-Delgado et al., 1980). Além de seus efeitos sobre a quantidade de
linfocitos, suas acbes anti-inflamatdrias e imunossupressoras ocorrem por meio da

alteracdo da resposta imune dos linfocitos (Schimmer, Parker, 2010).

Os glicocorticoides inibem a producdo de fatores envolvidos na geracdo da
resposta inflamatoria por inimeras células (Quadro 3). Assim, hd reducdo na
liberacdo de fatores vasoativos e quimiotaxicos, diminuicdo na secrecdo de enzimas
lipoliticas e proteoliticas, migracdo restringida de leucdcitos para a area de injdria e,

por fim, reducédo da fibrose (McKay, Cidlowski, 2000; Schimmer, Parker, 2010).
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Quadro 3: Efeitos dos glicocorticoides sobre os componentes da resposta

inflamatodria e imune

Tipos de células

Fator envolvido na resposta
inflamatoria

Comentarios

Macrofagos e

Acido araquidbnico e seus

Mediadas pela inibicdo da COX-2 e da

monacitos metabdlitos (prostaglandinas | PL-A; pelos glicocorticoides

e leucotrienos)

Citocinas: IL-1, IL-6, TNF-a | Ocorre o bloqueio da producdo e
liberag&o. As citocinas exercem efeitos
multiplos sobre a inflamagdo (p. ex.:
ativacdo das células T, estimulacdo e
proliferagdo de fibroblastos)

Reagentes de fase aguda Incluem o terceiro componente do
complemento

Células ELAM-1, ICAM-1 Séo moléculas de adesdo
endoteliais intracelulares, decisivas para a
localizagdo dos leucécitos

Reagentes de fase aguda Iguais aos descritos para macréfagos e
monacitos

Citocinas (p.ex.: IL-1) Iguais aos descritos para macrofagos e
monacitos

Derivados do acido | lguais aos descritos para macrdfagos e

araquidonico monocitos

Basofilos Histamina e leucotrieno C4 Liberacdo dependente de Ig E inibida

pelos glicocorticoides

Fibroblastos

Metabolitos do acido

araquidonico

Iguais aos descritos para macrofagos e
monacitos. Os glicocorticoides
também suprimem a sintese do DNA
induzida pelo fator de crescimento
bem como a proliferagdo dos
fibroblastos

Linfocitos

Citocinas: IL-1, IL-2, IL-3,
IL-6, TNF-a, GM-CSF, IFN-
Y

Iguais aos descritos para macrofagos e
monacitos

COX: ciclooxigenase; PL: fosfolipase; IL: interleucina; TNF: fator de necrose tumoral, ELAM:

molécula de adesdo

leucocitaria endotelial;

ICAM: molécula de adesdo

intracelular; 1g:

imunoglobulina; GM-CSF: fator de estimulacdo de coldnias de granuldcitos-macrofagos; IFN:

interferon

FONTE: Schimmer e Parker, 2010
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A resposta de macrofagos a fatores quimiotaxicos € inibida. Ocorre também
reducdo na capacidade de fagocitose de neutrofilos e macréfagos, resultado do efeito

estabilizador dos corticosteroides sobre os lisossomos (Drake, Oishi, 1995).

Estudos com cultura de células e modelos animais também mostram
influéncia dos glicocorticoides no “turnover” da matriz extracelular mediante a
modulacdo dos niveis de inGmeras proteinas e enzimas envolvidas em sua
biossintese, e no acido ribonucleico mensageiro (RNAmM) a elas associados (Cutroneo

et al., 1981).

Os glicocorticoides “in vitro” tém acgéo antifibrotica e limitam a ativagdo de
fibroblastos de prega vocal, com reducdo de sua proliferacdo e sintese de colageno
induzida por TGF-B, além dos efeitos sobre 0 “turnover” da matriz extracelular

(Zhou et al., 2011).

Estudos com derme humana e de rato, demonstram a influéncia dos
glicocorticoides na sintese e degradacéo do coladgeno (Oikarinen et al., 1998; Oishi et
al., 2002; Durmus et al., 2003). O coladgeno é degradado por varias proteinases
extracelulares e as mais importantes sdo as colagenases pertencentes a familia das
metaloproteinases de matriz. A atividade da colagenase é controlada por inibidores
especificos, isto &, os inibidores teciduais de metaloproteinase. O uso de
glicocorticoide promove reducao nos niveis de tropocolageno, a unidade proteica que
se polimeriza para formar a fibra colagena, de colagenase e dos acidos ribonucleicos
mensageiros (RNAm) que codificam a sua sintese e a dos inibidores teciduais de

metaloproteinase (Oikarinen et al., 1998; Oishi et al., 2002).
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3.4.2 Uso intralesional de corticosteroides em afec¢des laringeas

A administracdo de corticosteroides no manejo de doencas laringeas é bem
conhecida e bem estabelecida no tratamento de epiglotite, crupe e edema de via aérea
superior (Ossoff et al., 1980; Kairys et al., 1989; Rosekrans, 1998; Russell et al.,

2004).

As formas mais comumente utilizadas para a administracdo de
corticosteroides sdo oral, intramuscular e endovenosa. Embora sejam eficazes na
reducdo de edema laringotraqueal e inflamacdo, a ocorréncia de efeitos colaterais
impossibilita seu uso por periodos prolongados. Segundo Campagnolo et al. (2008),
Tateya (2009) e Mortensen (2010), a injecdo local de esteroides permite ao
laringologista a opcdo de administrar localmente uma droga potente, para evitar

efeitos colaterais sistémicos.

Bower et al. (1980) e Krespi et al. (1987) relatam injecdo intralesional de
esteroide em pacientes com sarcoidose laringea; McDonald et al. (1982) e Gulati et
al. (1997) em granulomas laringeos por granulomatose de Wegener. A injecdo de
esteroides também foi descrita para o tratamento de estenose laringea (Cobb,
Sudderth, 1972; Rosen, Vered, 1975; Gnanapragasam, 1979) e alguns autores
relatam injecdo intralesional de corticosteroides em hemangiomas laringeos (Hoeve
et al., 1997; Bitar et al., 2005; Folia et al., 2007; Saetti R et al., 2008; O et al., 2009;

Perkins et al., 2009).

Yanagihara et al. (1964) ilustram, pela primeira vez, os beneficios de inje¢do

submucosa de dexametasona em um grupo de 49 pacientes; 16 com laringite
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cronica, 19 com nddulos vocais e 14 com poélipo vocal. S&o observados efeitos
visiveis em 79% dos pacientes ap6s a segunda ou terceira injecdo. Os autores notam

que nodulos fibrosos mais antigos apresentam maior resisténcia ao tratamento.

Tateya et al. (2003) relatam aumento de “pitch” vocal, tempo maximo de
fonacdo e melhora ao exame endoscopico de pacientes com edema de Reinke leve,
submetidos a injec¢do intracordal de triancinolona. Os mesmos autores (Tateya et al.,
2004) relatam desaparecimento de nodulos vocais em 17 pacientes e reducgdo de
tamanho em 10, ap6s injecdo intralesional do mesmo esteroide em uma serie de 37

pacientes.

Mortensen e Woo (2006) relatam aplicacao intralesional de metilprednisolona
em 34 pacientes com lesdes diferentes de prega vocal (nddulos, cisto, polipo, cicatriz
poOs-operatdria, granuloma). Os autores obtém sucesso de 87%, definido como

mudanca significativa na voz a ponto de postergar ou evitar procedimento cirdrgico.

Hsu et al. (2009) referem desaparecimento de polipo vocal em 59% dos 24
pacientes submetidos a injecdo percutanea de triancinolona em prega vocal, com
melhora de parametros estroboscopicos em 91% dos casos. Melhora significativa é
observada também na avaliacdo perceptivo-auditiva do grau de disfonia, rouquidéo,
soprosidade, astenia e tensdo (escala GRBAS), assim como no indice de

desvantagem vocal (VHI), tempo maximo de fonacéo, “jitter” ¢ “shimmer”.

Em estudo prospectivo com 80 pacientes com nddulos vocais, Lee et al.
(2011) encontram desaparecimento das lesdes em 44% e melhora em 49% dos
pacientes submetidos a injecdo intralesional de triancinolona e avaliados na quarta

semana apds o procedimento. Observam melhora significativa no VHI, “jitter”,
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“shimmer” e tempo maximo de fonacéo.

Um estudo multicéntrico conduzido por Woo et al. (2011) com 115 pacientes
com edema de Reinke, nédulo, pdlipo e cicatriz vocal demonstra remissdo total e
parcial das lesdes em 84,4% dos pacientes submetidos a injecdo intralesional de
triancinolona, com melhora significativa na avaliagdo perceptivo-auditiva e

estroboscopica em seguimento de até 6 meses.

Hall et al. (2012) investigam o efeito de injecdo intracordal de triancinolona
profilatica na modulagéo da resposta inflamatdria provocada por fonotrauma agudo e
constatam auséncia de diferencas significativas na expressdo génica de COX-2, IL-

1B e TGF-P entre a prega vocal tratada e a controle (sem tratamento).

Wang et al. (2013) apresentam a injecdo intralesional de triancinolona sob
anestesia local como tratamento alternativo para granuloma de processo vocal apos
falha terapéutica de tratamento clinico com inibidor de bomba de prétons por 3
meses. O procedimento foi realizado mensalmente por até trés vezes em 10
pacientes, até que a reducdo em pelo menos 90% do granuloma tenha sido observada
ou melhora de sintomas clinicos tenha sido relatada. Durante o periodo de
acompanhamento de 6 meses, todos 0s pacientes apresentaram melhora objetiva da

lesdo e subjetiva dos sintomas.

Os corticosteroides também tém sido estudados como terapia adjuvante em

microcirurgia laringea na tentativa de evitar a formacéo de cicatriz.

Bouchayer e Cornut (1988) descrevem o uso de injecdo de hidrocortisona em

pregas vocais humanas ao final de fonomicrocirurgia para exérese de lesdes
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benignas, com resultados favoraveis como melhor maleabilidade da prega vocal,

fechamento glético e qualidade vocal.

Coleman et al. (1999) investigam o efeito de injecdo de triancinolona na
cicatrizacdo de “microflap” lateral em laringe canina e ndao encontram diferencas
perceptiveis em avaliacdo videoestroboscdpica entre pregas vocais tratadas e nao
tratadas na 22, 42 e 62 semana ap0s a cirurgia, apesar do atraso na resposta cicatricial

provocado pelo esteroide.

Em 2007, Alencar et al. injetam dexametasona imediatamente antes da
realizacdo de “microflap” em prega vocal de suinos e observam diminuicdo nao
significativa na deposicdo de colageno total no grupo operado com corticoide, em
relacdo ao grupo operado sem a substancia, em avaliacdo realizada 30 dias apds o

procedimento.

O estudo conduzido por Campagnolo et al., em 2010, demonstra haver menor
deposicdo de colageno na cicatriz de pregas vocais de coelho tratadas com
dexametasona apés inducdo de lesdo cirdrgica, quando avaliadas no 3° e 7° dia de

pOs-operatorio.

Apesar dos beneficios demonstrados por alguns dos estudos acima citados,
existem algumas complicacdes possiveis resultantes da injecdo de corticosteroides.
Essas complicacdes, associadas ao uso injetavel de corticosteroides em prega vocal,
incluem atrofia muscular e glandular, caso a injecdo seja feita em grande

profundidade (Mortensen, Woo, 2006).

Para avaliar essas complicacGes, Jin et al. (2013) realizam experimento com

injecdo de triancinolona, em diferentes concentragdes, em prega vocal de coelho e
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observam atrofia muscular e reducdo na espessura do epitélio nas pregas vocais
tratadas com esteroide, independentemente da dose injetada. Diferengas na resposta
inflamatoria, atrofia glandular e deposicdo de colageno ndo sdo observadas entre a

prega vocal tratada e a controle.

Andrade Filho e Rosen (2003) relatam o surgimento de uma placa
esbranquicada subepitelial ap6s injecdo de triancinolona em cicatriz de prega vocal
em dois pacientes, sem qualquer impacto na vibracdo da onda mucosa. Em virtude
disso, Sataloff et al. (2007) recomendam uso corticosteroides em solucdo aquosa
transparente, como dexametasona, em detrimento de preparacdes a base de oleo e
com aspecto esbranquicado. Os autores acreditam que as particulas brancas
suspensas em solucdes com aspecto leitoso podem precipitar e formar uma placa

esbranquicada que pode levar meses para desaparecer.

A duracdo do efeito da injecdo intralesional do esteroide ainda € incerto.

Mortensen e Woo (2006) relatam beneficio por 4 a 12 semanas.

3.5 O coelho como modelo animal para experimentacdo em laringologia

As mudancas nos elementos da matriz extracelular e seus efeitos nas
propriedades viscoelasticas do tecido, decorrentes da cicatriz, sdo dificeis de serem
estudadas em seres humanos com controle experimental adequado. Destarte, modelos
animais proporcionam oportunidade Unica para investigacdo sistematica de regimes
de tratamento que minimizem ou corrijam a cicatriz de prega vocal (Thibeault et al.,

2002).
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Laringes de animais, além disso, sdo mais faceis de serem obtidas que
laringes humanas e o tempo do estudo pode ser mais bem controlado (Kurita et al.,
1983). Contudo, até o momento, ndo hd um modelo ideal, pois nenhum modelo
animal apresenta anatomia laringea idéntica a humana (Garrett et al., 2000) e existem
diferencas no tamanho da prega vocal, estrutura da lamina prépria e elementos da

matriz extracelular entre os animais (Bless, Welham, 2010).

Segundo Bless e Welham (2010), a escolha do modelo animal ndo €
fundamentada somente em suas caracteristicas fisicas, mas também nos aspectos
praticos envolvidos, como tamanho do animal, recursos disponiveis, custo e

manutencéo do animal.

Segundo Rousseau et al. (2004), o coelho consiste em um modelo
economicamente eficiente para estudos em longo prazo de cicatrizacdo de

prega vocal e demonstra propriedades teciduais similares a humana.

Do ponto de vista ultraestrutural, a prega vocal de coelho é relativamente
similar a humana, com lamina prépria em camadas diferenciadas e musculo
tireoaritenoideo (Thibeault et al., 2002). Kurita et al. (1983) descrevem a lamina
propria com duas camadas, presenca de elementos de matriz extracelular, como
elastina e colageno, e auséncia de estrutura comparavel ao cone elastico. A camada
superficial € pobre em componentes fibrosos e a camada profunda é densa em fibras

colagenas e de elastina.

Segundo Thibeault et al. (2002), ha similaridade nas propriedades
viscoelasticas de prega vocal de coelho e humana normais. Os mesmos autores

lembram como limitacdo ao seu uso o fato de ser um animal desprovido de
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capacidade fonatoria, que é submetido a menos forgas mecénicas. Bishop (1998),
Chiquet (1999) e Parsons et al. (1999) demonstram em seus estudos que forgas
mecanicas externas podem influenciar a expressédo génica de elementos da matriz

extracelular, sintese e “turnover” do colageno.

3.6 Uso do método de Picrossirius-polarizacdo para histomorfometria do

colageno

Sirius Red é um corante &cido que marca 0 coldgeno por meio da reacdo de
seus grupos sulfonicos acidos com 0s grupos de amino&cidos basicos presentes na
molécula de colageno. As moléculas do Sirius Red séo alongadas e, ao reagirem com
0 colageno, promovem um aumento de sua birrefringéncia natural, por meio do
alinhamento paralelo de suas moléculas com o maior eixo de cada molécula de

coladgeno (Junqueira et al., 1979).

A coloragdo com Sirius Red isoladamente, entretanto, ndo € especifica para o
coldgeno. O uso de microscopia de polarizacdo confere a0 método ndo somente
especificidade, mas aumenta consideravelmente sua sensibilidade e resolucdo

(Junqueira et al., 1979; Montes e Junqueira, 1991).

Junqueira et al. (1978) prop6em diferenciar os varios tipos de coladgeno a
partir da observacdo de diferentes cores e intensidades da birrefringéncia de cortes
histoldgicos estudados pelo método acima descrito. Segundo os autores, o coldgeno
tipo | aparece como fibras grossas, amarelas ou vermelhas, fortemente

birrefringentes, enquanto o coladgeno tipo Il aparece na forma de fibras finas,
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esverdeadas, fracamente birrefringentes. J& o colageno tipo Il ndo forma fibras e

mostra birrefringéncia fraca e com cores variaveis.

Em 1982, Junqueira et al. sugerem que as diferencas na birrefringéncia das
fibras colagenas séo influenciadas pela espessura e ndo por uma interacdo quimica
especifica entre o Sirius Red e o tipo de colageno. Uma reducdo gradual na espessura
resulta em diminuicdo na intensidade de birrefringéncia e mudanca de cor do

vermelho, para o amarelo e, finalmente, para o verde.

Segundo Dayan et al. (1989), a espessura da fibra de coldgeno néo € o Unico
fator envolvido na determinacéo das cores da birrefringéncia. O arranjo estrutural das
moléculas de colageno desempenha papel importante: fibras avermelhadas
correspondem a moléculas densamente agrupadas, enquanto fibras esverdeadas a

moléculas frouxamente arranjadas.
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4. METODOS

4.1 Aspecto ético

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP), sob o protocolo de pesquisa n° 1308/09

(Apéndice).

Por se tratar de trabalho com experimentacdo em animais, 0s procedimentos
realizados seguiram as normas éticas postuladas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), instituicdo afiliada a “International Council for
Laboratory Animal Science” e a Lei Federal n° 11794 de 8 de outubro de 2008

(Brasil, 2008).

4.2 Amostra

Foram utilizados 14 coelhos albinos da raca “New Zealand”, todos sadios,
jovens e machos, com massa corporal entre 3000g e 3800g, fornecidos pelo Centro
de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP)

(n° DTAEP 020/101).

A amostra foi dividida aleatoriamente em dois grupos, com sete coelhos cada.

Todos os animais foram submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico e 0s grupos
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diferiram apenas quanto ao tempo em que foi realizado seu sacrificio. Os animais do
Grupo | foram sacrificados no 7° dia de pds-operatério, enquanto que 0s animais do

Grupo 11, no 180° dia.

O procedimento cirrgico, eutanasia e coleta de material foram realizados no

centro cirurgico do Centro de Bioterismo da FMUSP.

4.3 Procedimento pre-operatdrio

Os animais foram mantidos em jejum por trés horas antes do procedimento

cirurgico, pesados e identificados com tatuagem na orelha esquerda.

4.4 Anestesia

Os animais foram sedados com xilazina (5mg/kg) e quetamina (50mg/kg) via

intramuscular e mantidos sob ventilacdo espontanea.

Apos constatar que o animal estava sedado, foi realizada antibioticoterapia
profilatica com 300.000Ul de benzilpenicilina procaina e 100.000Ul de
benzilpenicilina potassica diluidas em 3mL de agua destilada e aplicados 0,4mL por

dose, via intramuscular.
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4.5 Procedimento cirdrgico

Os animais foram posicionados sobre a mesa cirrgica, com fixacéo das patas
traseiras a mesma, em decubito dorsal horizontal e hiperextensdo cervical conforme a

Figura 2.

Figura 2: Posicionamento do animal na mesa cirdrgica

A laringoscopia direta foi realizada com auxilio de um laringoscopio de
suspensdo (confeccionado por Ferrari Medical, Sdo Paulo, SP) desenvolvido de
acordo com o modelo de um espéculo nasal de Killian e modificado, para adaptar-se

a anatomia dos coelhos (Figuras 3, 4), nos aspectos seguintes:

e As laminas foram afinadas préximo a base e alongadas (10,5cm de

extensdo), de modo a obter melhor exposicéo da glote;



Métodos 38

e Uma articulagdo e um pino giratorio ao lado da mesma foi adaptado, na
base lateral do espéculo, o que possibilita manter o espéculo aberto. Essa
articulacdo se conecta a outra que foi fixada a placa de metal, viabilizando
sua fixacdo na altura desejada. Desse modo, o pesquisador tem suas duas
mé&os livres para execucdo do procedimento: a mdo esquerda segura o
telescopio e a direita, a pinga cirargica.

e Um canal para introducdo de guia de luz de fibra Optica removivel e

conectado & fonte de luz (Xenon Nova 300, Karl Storz®, Alemanha) foi

adaptado na base inferior do espéculo.

Figura 3: Desenho esquematico ilustra o laringoscopio e suas dimensdes
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Figura 4: Imagens do laringoscopio: (A) visao lateral; (B) visdo anterior

Apbs a laringoscopia, um endoscépio rigido de 0° (Karl Storz® 4mm,
Alemanha) acoplado a uma microcamara (Karl Storz®, Alemanha) foi introduzido

para obtencdo de imagens em um monitor de video.

Com visualizacdo adequada da glote do animal, uma pinca bisturi com a
ponta em lamina em formato de foice, desenvolvida para o presente estudo
(Marcangoli, Sdo Paulo — SP) e com um reparo transversal que delimita e padroniza
em 2mm a profundidade da penetracdo na prega vocal (Figura 5), foi introduzida
para criar a lesdo cirdrgica. Foi realizada incisdo na superficie superior de ambas as
pregas vocais, paralela a sua borda livre, no sentido anteroposterior e em toda sua
extensdo (Figura 6). A seguir, uma pinc¢a tipo agulha (desenvolvida pela Ferrari
Medical — Sado Paulo - SP), com ponta biselada e reparo a 2mm dessa ponta, para
delimitar e padronizar a profundidade da injecdo, foi introduzida para infiltracdo de
dexametasona, no terco posterior da regido, lateral a lesdo, apenas da prega vocal

direita (Figura 7). A agulha (didmetro 0,4mm) foi acoplada a uma seringa de insulina
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para padronizar o volume de dexametasona (0,1mL) a ser injetado. A concentragédo

de dexametasona utilizada foi de 4mg/mL.

Figura 5: Imagem da pinca bisturi. Em detalhe, medida do reparo

Figura 6: Imagem da incisdo em prega vocal esquerda



Métodos 41

Figura 7: Imagem da agulha de injecdo. Em detalhe, medida do reparo

4.6 Procedimento pds-operatorio

Apos o término do procedimento cirtrgico, 0s animais permaneceram na sala
cirlrgica para recuperacao anestésica, sob a supervisdo do pesquisador por pelo
menos 1 hora. A seguir, foram encaminhados para acomodacdo em gaiolas
individuais no Centro de Bioterismo da FMUSP, e foram mantidos em ambiente
adequado, com cuidados diarios, sob a supervisdo de zootecnistas e veterinarios, com

agua e racdo “ad libitum”.

4.7 Eutanasia dos animais e isolamento das laringes

Apos alcancar o tempo de observacdo determinado para cada grupo, 0s

animais foram anestesiados conforme descrito anteriormente e sacrificados com

injecdo endovenosa de cloreto de potéssio (KCI) a 20%.
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Procedeu-se a incisdo cervical anterior do coelho para retirar a laringe em
bloco Unico, desde a base da lingua até terceiro ou quarto anel traqueal (Figura 8). A
sequir, as pecas foram cuidadosamente dissecadas, com remoc¢édo das partes moles e
isolamento do arcabouco laringeo. A laringe foi aberta por meio de incisdo
longitudinal posterior entre as cartilagens aritendides e uma incisdo anterior mediana,
obtendo-se duas hemilaringes. Cada hemilaringe foi incisada em sentido transversal,
acima e abaixo da regido glética, e depois perpendicular a borda livre da prega vocal,

entre o processo vocal e o tergo posterior da prega vocal.

Figura 8: Cervicotomia com identificagdo da laringe

As pecas foram acomodadas em cassetes, identificadas para posterior
avaliagdo cega, fixadas em formol a 10% por 8 horas, em seguida, acondicionadas
em alcool a 70% e encaminhadas para o Laboratério de Histopatologia da FMUSP

para processamento.
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4.8 Preparacao histologica

No Laboratério de Histopatologia da FMUSP, as pecas foram desidratadas
em concentracdes gradativas de alcool etilico, diafanizadas em xilol, impregnadas e

incluidas em parafina fundida, e tratadas em estufa a 60° C.

Os blocos de parafina foram cortados em Iaminas no plano coronal, com
microtomo em sentido pdstero-anterior, com espessuras de 3um cada. Foram
realizados cortes seriados, com confeccdo de quantidade variavel de laminas para
cada peca, até que fosse obtida a melhor visualizacdo da lamina prépria da prega
vocal a ser analisada. As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) para
analise quantitativa do infiltrado inflamatorio, edema, hemorragia lesional e
perilesional, e com Picrossirius para analise quantitativa e descritiva das fibras

colagenas da lamina propria.

O preparo das laminas, desde o corte da peca até a coloragdo, foi realizado

por um mesmo técnico, de modo a manter uma padronizacéo.

4.9 Analise morfométrica

4.9.1 Quantificacdo do infiltrado inflamatério, edema e hemorragia

As laminas coradas com HE foram utilizadas para analise e comparagdo do

processo inflamatdrio, edema e hemorragia lesional e perilesional das pregas vocais
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direitas (que receberam injecdo de dexametasona) e das pregas vocais esquerdas

(utilizadas como controles do modelo).

A quantificagdo das diferentes variaveis em andlise foi realizada mediante a
técnica do “point-counting” (Gundersen et al., 1988), que utiliza um reticulo com 100
pontos gerado por um analisador de imagem (Figura 9). O sistema utilizado consiste
de uma camera digital Nikon DS-Ril (Nikon Instruments Inc., Tokio, Japéo)
acoplada a um microscopio Nikon Eclipse 50i (Nikon Instruments Inc., Tokio,
Japdo) e um computador Pentium-l11 3GHz equipado com o “software” “Image
ProPlus” 7.0 (Media Cybernetics Inc, Bethesda, Maryland, Estados Unidos). Em
cada lamina, sob visualizagdo microscépica, com magnificacdo de 400 vezes, foram
selecionados, aleatoriamente, 10 campos (Figura 10). As imagens observadas no
microscopio foram capturadas e processadas digitalmente pelo “software” e
visualizadas no monitor. Em seguida, o “software” gerou um reticulo com 100

pontos.

Para corrigir os dados, tendo em vista que a area de interesse do estudo € a
lamina prépria, ndo foram considerados os pontos que ndo incidiam sobre a mesma

(exemplo: masculo, epitélio, areas de artefato).

Os valores foram expressos em porcentagem de pontos positivos do total de

pontos em area de interesse da prega vocal, segundo a formula:

I:)PONTOS POSITIVOS = (PI X 100) / I:)Ié‘lmina propria

Onde: PponTos posiTivos € a porcentagem corrigida de pontos marcados, Pi é a

quantidade de pontos que incidem sobre a célula (linfocitos, mondécitos, macréfagos,
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neutréfilos e plasmécitos) ou area de interesse (edema e hemorragia) € Plamina propria €

o total de pontos que incidem sobre a 1amina propria.

& Image-Pro Plus - C1803D-1.1if 10%
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Figura 9: Interface do programa de analise digital de imagem que mostra a fotomicrografia com corte
histoldgico de prega vocal, corado em HE, e aplicagdo de reticulo para quantificagdo de
células inflamatorias. Aumento de 400x
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4.9.2 Analise do Sistema de Fibras de Colageno

As fibras de coladgeno, quando observadas sob a microscopia de luz
convencional ndo polarizada, aparecem vermelhas sobre fundo amarelado (Figura
11A). A técnica de Picrossirius permite a quantificacdo das fibras de colageno,
caracterizando-as simplesmente em fibras grossas (vermelhas, amarelas ou
alaranjadas) e finas (verdes), segundo a tonalidade de birrefringéncia quando

analisadas sob a luz polarizada (Figura 11B).
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Figura 11: Fotomicrografia de corte histolégico corado com Picrossirius e visualizado sob luz
convencional ndo polarizada (A) e polarizada (B). Aumento de 400x



Métodos 48

Para a andlise das ldminas coradas com Picrossirius foi utilizado um
analisador de imagem acoplado a um microscopio Optico equipado com um
polarizador de luz. O sistema empregado foi 0 mesmo descrito anteriormente. Em
cada lamina, visualizada em microscopio com magnificacdo de 400 vezes, foram
selecionados, aleatoriamente, 10 campos. O brilho, o contraste e a luminosidade da
imagem foram ajustados de modo que, sob a luz polarizada, as fibras de colageno
fossem facilmente identificadas como birrefringentes, independentemente de sua cor.
Os mesmos valores de luminosidade, brilho e contraste foram utilizados para todas as
medidas. As imagens produzidas pelo microscopio foram capturadas e processadas

digitalmente pelo “software” e visualizadas no monitor.

Com o auxilio do “software”, a area total de coldgeno na amostra foi medida
em micrémetros quadrados, mediante reconhecimento das frequéncias de luz
correspondentes as fibras birrefringentes (Figuras 12 e 13). O mesmo padrdo de
frequéncias foi utilizado para todas as medidas, evitando-se assim qualquer viés na
determinacdo da area de colageno, por campo analisado. Artérias e veias foram
cuidadosamente evitadas durante as medidas. Na mesma amostra, foi determinada
também a érea total expressa em pm?, correspondente & lamina prépria (Figura 14).
Apos serem feitas essas medidas, foi obtida a razdo da area de coldgeno em relacdo a
area de tecido do campo analisado, e este valor, posteriormente, foi expresso em

porcentagem.
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Figura 12: Interface do programa de analise digital de imagem que mostra a fotomicrografia com
delimitacdo da area de interesse para quantificacdo de fibras de colageno marcada em
verde. Aumento de 400x
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Figura 13: Interface do programa de andlise digital de imagem que mostra a fotomicrografia com
delimitacdo da area de interesse e reconhecimento das frequéncias de luz birrefringentes
correspondentes as fibras colagenas, marcando-as em vermelho, expressa em pmZ
Aumento de 400x



Métodos 50

& Image-Pro Plus - C1803D-1.tif 10% E‘rﬂ@

Fle Edt Acque Advanced Sequerce Enhance Process Measwe Msco Window Help
SHEDPCSRR2/E000cHVA0 ARG AHALS Hu HSHBR Y nl «BANIaCLeE Be 3|

3 C180.1D-4.1if 10% E)O)X) micountSize

W Measure Image
Intensiy Range Selection
Al Classes Selected
@ Manuat Select Colors ...
€ Automatic Bright Objects
€ Automatic Dark Objects

[V Measue Objects
I™ Apply Fiter Ranges
™ Accumwulate Count

Stats Area
Min 311976.50
(Obi#) 1
311976.50
1

0
311976.50
0
311976.50
1

|02 BB R 2438102443 bytes), Zoom10% 20, 20 233209 WH 407311 (image: 40 fum) System 40x ) i

Figura 14: Interface do programa de analise digital de imagem que mostra a fotomicrografia com
marcagdo da drea total, expressa em pm? Aumento de 400x

As mesmas imagens capturadas foram utilizadas para a avaliacdo e descricao

subjetiva da disposicao das fibras de colageno.

Todas as analises quantitativas do infiltrado inflamatdrio, edema, hemorragia,
fibras colagenas e descritivas do sistema de colageno foram realizadas as cegas sem
que o pesquisador tivesse conhecimento da prega vocal e do grupo que o corte

histolégico representava.

4.10 Analise estatistica

A casuistica era relativamente pequena e por causa da distribuicdo nédo

paramétrica da maioria das variaveis, definidas pela analise visual dos histogramas e
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pelo teste de Shapiro-Wilk, optou-se aplicar testes ndo paramétricos. Utilizou-se o
teste de Wilcoxon para as observacOes pareadas (comparagdes entre as pregas
vocais) e o teste de Mann-Whitney para as observacdes ndo pareadas (comparagdes

entre os Grupos | e I1).

Foi usado o programa STATA 11 (Stata Corp, College Station, TX) para as

analises e adotou-se o nivel de significancia de 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Evolucéo dos coelhos durante o periodo observacional

Ndo houve nenhuma morbidade documentada e todos oS animais

sobreviveram até o dia programado para seu sacrificio.

5.2 VVariaveis de interesse

5.2.1 Processo inflamatorio na lamina propria

A avaliacdo do processo inflamatério na lamina propria do Grupo | (sacrificio
no 7° dia de pos-operatdrio) demonstrou aumento ndo significativo na quantidade de
células inflamatorias (linfocitos, mondcitos, macrofagos e plasmécitos) na prega
vocal direita (Figuras 15A, B). A Tabela 1 mostra os dados da comparacdo do
processo inflamatdrio entre as pregas vocais do grupo sacrificado no 7° dia de pos-

operatorio.
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Figura 15: Corte histoldgico corado com hematoxilina-eosina de prega vocal esquerda (controle) (A)
e direita (intervencdo) (B) do Grupo | (sacrificio no 7° dia de pds-operatorio). Aumento
de 400x
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Tabela 1: Comparacdo das varidveis inflamatorias entre prega vocal direita e
esquerda do Grupo | (sacrificio no 7° dia de p6s-operatorio)

PV D PV E
mediana mediana p
(P259%; P75%) (P259; P7s%)
Linfécitos 15 0,947 0.128
(1,344; 1,983) (0,338; 1,655) ’
Mondcitos/ 0,667 0,237 0.866
Macrofagos (0,165; 0,759) (0, 0,828) ’
Neutréfilos 0 0
(0; 0,267) (0; 0) 0.212
Plasmdcitos 0,384 0,113 0176
(0,165; 0,759) (0, 0,294) ’
Total de células 2,550 1,657 0.237
inflamatorias (2,495; 3,056) (0,666; 2,759) ’
Edema 4,890 3,586 0.176
(1,152; 6,333) (0,965; 9,468) ’
Hemorragia 0,885 1,909
(0; 3,338) (0; 4,497) 0,9324

PV D: prega vocal direita (intervencdo); PV E: prega vocal esquerda (controle); Pasy,: percentil 25%; Posy:
percentil 75%; p: nivel descritivo; 5. teste de Wilcoxon

No Grupo Il (sacrificio no 180° dia de poOs-operatdrio), as diferencas na
quantidade de células inflamatorias, edema e hemorragia entre as pregas vocais,
direita (intervencdo) e esquerda (controle), foram estatisticamente ndo significantes

(Figura 16 e Tabela 2).
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Figura 16: Corte histologico corado com hematoxilina-eosina de prega vocal, esquerda (controle) (A)
e direita (intervencdo) (B), do Grupo Il (sacrificio no 180° dia de pds-operatorio).
Aumento de 400x
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Tabela 2: Comparacdo das varidveis inflamatorias entre prega vocal direita e

esquerda do Grupo Il (sacrificio no 180° dia de pds-operatdrio)

PV D PV E
mediana mediana p
(P259%, P75%) (P259%, P75%)
Linfocitos 1,625 1,258 0.866
(0,570; 2,685) (0,911; 2,299) ’
Mondcitos/ 0,806 1,107 0.735
Macréfagos (0,148; 1,675) (0; 1,631) ’
Neutrofilos 0 0
(0; 0,114) (0; 0,142) 0.722
Plasmdcitos 0,295 0,354 0.932
(0,228; 0,718) (0; 0,911) ’
Total de células 2,228 2,214 0.735
inflamatorias (2,052; 5,524) (2,164; 4,391) ’
Edema 0 0
(0; 0,783) (0; 0,326) 0439
Hemorragia 0 0
(0; 0) (0; 0) A

PV D: prega vocal direita (intervencdo); PV E: prega vocal esquerda (controle); Pase: percentil 25%;
P-s06: percentil 75%; p: valor descritivo; 8. teste de Wilcoxon; NA: ndo analisado

Ao comparar as variaveis inflamatdrias em relacdo ao tempo de sacrificio
(Grupo I versus Grupo I1), ndo houve diferenca significativa na quantidade de células
inflamatérias (linfocitos, mondcitos, macrofagos, neutréfilos, plasmécitos) para
nenhuma das pregas vocais. Ocorreu reducdo significativa do edema e hemorragia
no Grupo I, tanto para a prega vocal esquerda (controle) (p=0,004 e p=0,009,
respectivamente), quanto para a prega vocal direita (intervencdo) (p= 0,008 e
p=0,025, respectivamente). Os resultados acima descritos sdo mostrados nas Tabelas

3ed.
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Tabela 3: Comparacdo das variaveis inflamatérias da prega vocal esquerda

(controle) entre Grupo | (sacrificio no 7° dia de p6s-operatorio) e Grupo

Il (sacrificio no 180° dia de p6s-operatorio)

Grupo | Grupo Il
mediana mediana p
(PZS%! P75%) (P25%1 P75%)
Linfocitos 0,947 1,258 0.110
(0,338; 1,655) (0,911; 2,299) ’
Mondcitos/ 0,237 1,107 0.333
Macrofagos (0; 0,828) (0; 1,631) ’
Neutroéfilos 0 0
(0; 0) (0; 0,142) o428
Plasmdcitos 0,113 0,354 0,272
(0; 0,294) (0; 0,911)
Total de células 1,657 2,214 0.142
inflamatorias (0,666; 2,759) (2,164; 4,391) ’
Edema 3,586 0
(0,965; 9,468) (0; 0,326) 0,004
Hemorragia 1,909 0
(0; 4,497) (0; 0) 0,009

Pases: percentil 25%:; Psy,: percentil 75%:; p: nivel descritivo; °: teste de Mann-Whitney

Tabela 4: Comparacdo das variaveis inflamatorias da prega vocal direita

(intervencdo) entre Grupo | (sacrificio no 7° dia de poOs-operatorio) e

Grupo Il (sacrificio no 180° dia de pds-operatdrio)

Grupo | Grupo Il
mediana mediana p°
(P2596, P7506) (P259%, P75%)
Linfécitos 1,5 1,625 0.949
(1,344; 1,983) (0,570; 2,685) ’
Mondcitos/ 0,667 0,806 0371
Macrdéfagos (0,165; 0,759) (0,148; 1,675) ’
Neutrofilos 0 0
(0: 0,267) (0: 0,114) 0,524
Plasmdcitos 0,384 0,295 0655
(0,165; 0,759) (0,228; 0,718) ’
Total de células 2,550 2,228 0.749
inflamatorias (2,495; 3,056) (2,052; 5,524) ’
Edema 4,890 0
(1,152; 6,333) (0; 0,783) 0,008
Hemorragia 0,885 0
(0: 3.338) (0: 0) 0,025

Pasy: percentil 25%; Posy,: percentil 75%; p: nivel descritivo; *: teste de Mann-Whitney
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5.2.2 Distribuicao das fibras de colageno e densidade de colageno na lamina prépria

Ao avaliar os cortes histolégicos corados com Picrossirius do Grupo |
(sacrificio no 7° dia de pds-operatdrio) em microscépio de polarizagdo, observou-se a
presenca de fibras finas de colageno dispostas em forma de rede na lamina prépria da
prega vocal direita (intervencdo), caracterizadas por fibras finas vermelho-
alaranjadas e amarelo-esverdeadas, ancoradas na membrana basal do epitélio (Figura

17).

No tecido da prega vocal esquerda (controle), os cortes mostraram um
predominio de areas de lamina propria com conglomerado de fibras grossas de
colageno dispostas de forma paralela ao epitélio superficial, com predominancia de

fibras vermelho-alaranjadas (Figura 18).
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Figura 17: Corte histologico de prega vocal direita (intervengdo) do Grupo | (sacrificio no 7° dia de
pos-operatorio) corado com Picrossirius e visualizado sob luz polarizada. Aumento de
400x

Figura 18: Corte histolégico de prega vocal esquerda (controle) do Grupo | (sacrificio no 7° dia de
pos-operatorio) corado com Picrossirius visualizado sob luz polarizada. Aumento de
400x
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Na lamina prépria da prega vocal esquerda (controle) do Grupo Il (sacrificio
no 180° dia de pos-operatério), os cortes também mostraram fibras colagenas
dispostas de forma paralela ao epitélio superficial e predominio de fibras grossas
vermelho-alaranjadas (Figural9). Contudo, isso ocorreu apenas nas camadas
superficiais. Nas camadas mais profundas, estas fibras passaram a apresentar uma
disposicdo reticular com presenca de fibras vermelho-alaranjadas e amarelo-

esverdeadas.

Na lamina propria da prega vocal direita (intervencao) do Grupo Il (sacrificio
no 180° dia de pos-operatorio), observou-se a manutencéo da disposi¢éo das fibras de
coldgeno em forma de rede fina vistas no Grupo I, mas agora com predominio de

fibras finas de coloracdo amarelo-esverdeadas (Figura 20).
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Figura 19: Corte histolégico de prega vocal esquerda (controle) do Grupo Il (sacrificio no 180° dia de
pos-operatorio) corado com Picrossirius e visualizado sob luz polarizada. Aumento de
400x

Figura 20: Corte histoldgico de prega vocal direita (intervencdo) do Grupo Il (sacrificio no 180° dia
de pds-operatdrio) corado com Picrossirius e visualizado sob luz polarizada. Aumento
de 400x
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Quando analisadas as medianas de densidade de coldgeno na Iamina propria
entre as pregas vocais do Grupo |, foi possivel observar uma tendéncia a reducgéo de
colageno na prega vocal direita (intervengdo), embora essa diferenca ndo tenha sido
estatisticamente significativa quando analisada por meio do teste de Wilcoxon (p=

0,091).

Para o Grupo Il, ndo houve diferenca estatistica quanto a densidade de

colageno entre as pregas vocais (p= 0,499).

Quando comparadas em funcgdo do tempo de sacrificio (Grupo | versus Grupo
I1), ndo houve diferenga significativa para nenhuma das pregas vocais analisadas

(p=0,482 e p=0,142, para as pregas vocais esquerda e direita, respectivamente).

Os resultados da quantificacdo proporcional de fibras de colageno e anélise

estatistica estdo dispostos na Tabela 5 e Anexo A.

Tabela 5: Média da densidade de colageno das pregas vocais, esquerda e direita, nos
Grupos | (sacrificio no 7° dia de pos-operatorio) e Il (sacrificio no 180°

dia de pds-operatorio)

PV D PV E
§
N mediana 0 mediana P
(P2596, P75%) (P2s96, P75%)
9,883 13,441
Grupo | 7 7 0,091
(7,178; 15,970) (7,526; 22,338)
15,458 19,066
Grupo Il 7 7 0,499
(9,940; 28,825) (8,090; 23,265)
p* 0,142 0,482

PV D= prega vocal direita (intervencdo); PV E= prega vocal esquerda (controle); n: %uantidade de pregas vocais;
Pasy: percentil 25%; Posy,: percentil 75%; p: nivel descritivo; 8: teste de Wilcoxon; %8 teste de Mann-Whitney
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6 DISCUSSAO

6.1 Delineamento do estudo e metodologia

A cicatriz de prega vocal é a principal causa de persisténcia ou recorréncia de
disfonia apds microcirurgia de laringe (Woo et al., 1994) e representa um dos
maiores desafios da laringologia na atualidade, uma vez que as abordagens existentes
para sua correcdo apresentam resultados subotimos e inconsistentes (Hansen,
Thibeault, 2006). Consequentemente, pesquisas relativas a esse tema aumentaram
consideravelmente nos ultimos anos, focando tanto na prevengdo ou atenuacdo da
formacdo de cicatriz ap0s lesdo tecidual, quanto na restauracdo da funcéo vibratdria

nos casos de cicatriz cronica.

Os tratamentos profilaticos sdo fundamentados no conceito de que a fase
aguda da cicatrizacdo representa o periodo critico no qual a intervencédo terapéutica
pode modificar a resposta inflamatdria e, eventualmente, minimizar a formacao de
cicatriz (Bless, Welham, 2010). Isso ocorre porque a infiltracdo e a proliferacédo
celular macica no leito cicatricial sdo vistas no terceiro dia apds a injuria tecidual,
caracterizada por uma combinacdo de células inflamatorias e fibroblastos, que
depositam elementos da nova matriz extracelular (Branski et al., 2005a; Bless,
Welham, 2010). Dentre os elementos da matriz extracelular, o colageno tem sido
considerado o componente principal do tecido cicatricial (Thibeault et al., 2002). Em
sua fase madura, a cicatriz apresenta-se com um aumento da densidade de colageno e

da espessura de seus feixes, levando a alteracbes biomecénicas que comprometem a
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fisiologia da fonacdo (Thibeault et al., 2002; Rousseau et al., 2003; Rousseau et al.,

2004).

Este estudo foi desenhado com o intuito de avaliar se a injecdo intraoperatdria
de corticosteroide traria beneficios em longo prazo no processo de cicatrizagdo da
prega vocal. Para isso, comparou-se as alteracBes inflamatorias, densidade e
organizacdo das fibras de colageno entre pregas vocais que receberam ou ndo a
injecdo, avaliando-as na fase cronica de cicatrizagdo e comparou-se esses achados
com os da fase aguda de cicatrizacdo, uma vez que Campagnolo et al. (2010)

observaram menor deposicdo de colageno nesse periodo.

Os corticosteroides estdo entre os agentes de maior acdo anti-inflamatéria
existentes. Dentre o0s corticosteroides disponiveis, escolheu-se o fosfato dissédico de
dexametasona, que é facilmente solivel em &gua, rapidamente absorvido e com
efeito terapéutico de longa duracédo, visto que apresenta meia-vida plasmatica que
varia entre 36 e 72 horas (Schimmer, Parker, 2010). Foi injetado na prega vocal no
intraoperatdrio, imediatamente apds a lesdo cirdrgica. Dessa forma, ocorreu a agédo
de um corticosteroide de poténcia alta desde o principio da resposta inflamatoria até
o0 periodo critico de inicio da sintese de matriz extracelular. Ao aplicar a substancia
intralesionalmente atinge-se uma concentracdo alta no local lesionado e minimiza-se
a ocorréncia de efeitos colaterais sistémicos (Campagnolo et al., 2008; Tateya, 2009;

Mortensen, 2010).

O coelho foi utilizado como modelo animal para este trabalho, escolha que é
justificada pela similaridade dos aspectos histolégicos de sua prega vocal com a do

ser humano (Thibeault et al., 2002; Rousseau et al., 2004). Nela, é possivel
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identificar uma diferenciacdo em camadas que, a semelhanca dos humanos, €
caracterizada pela presenca de um epitélio escamoso que recobre 0 espago
subepitelial, a lamina propria, que contém o0s componentes principais de matriz
extracelular, como colageno, elastina e &cido hialurénico, e, mais profundamente, o
musculo tireoaritendideo (Thibeault et al., 2002). Apesar de apresentar apenas duas
camadas, a prega vocal de coelho apresenta distribuicdo e densidade de fibras de
colageno e elastina semelhantes a prega vocal humana (Kurita et al., 1983). Desse
modo, a laringe de coelho tem sido amplamente utilizada em diversos estudos que
envolvem histologia da prega vocal e resposta imunologica, em especial cicatrizagdo
de prega vocal, o que permite obter dados comparativos. Além disso, o coelho é um
animal relativamente barato e de facil manipulacdo e manutencdo em um ambiente

laboratorial (Rousseau et al., 2004).

A escolha do tempo de pds-operatério em que os animais foram sacrificados
baseou-se em analise de estudos preliminares. A avaliacdo da cicatrizagdo no 7° dia
de pds-operatorio foi motivada pelos achados do estudo de Branski et al. (2005a) em
prega vocal de coelho, no qual os autores observaram deposicédo de colageno novo no
5° dia e presenca de coldgeno mais maduro ao 7° dia pos-injuria tecidual. Segundo o
trabalho de Rousseau et al. (2004), a fase madura de cicatrizacdo ja esta presente na
prega vocal de coelho no 6° més de pos-operatorio e este periodo é considerado
adequado para avaliacdo de efeitos de tratamento sobre cicatriz crénica nesse modelo

animal.

Para a realizacdo da analise histomorfométrica da lamina prépria da prega
vocal, foram utilizados dois métodos de coloracdo: hematoxilina-eosina e

Picrossirius-polarizagdo. A coloragdo com HE é usada com mais frequéncia em
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histologia e permite o estudo das alteracGes referentes ao infiltrado de células
inflamatorias. JA& o método Picrossirius-polarizacdo € sensivel e especifico para
colageno e é superior a coloracdo de Van Gieson e 0s tricrbmios, que por vezes
falham em corar fibras coldgenas muito finas, levando a subavaliagdo da quantidade
de colageno (Junqueira et al., 1979; Montes, Jungueira, 1991). Apesar de Junqueira
et al. (1978) proporem a possibilidade de diferenciar os colagenos I, 11l e IV por
meio das diferentes cores vistas a luz polarizada nesse método, trabalhos
subsequentes mostraram que a polarizacao € também influenciada pela espessura das
fibras de colageno e pela densidade de seus feixes (Junqueira et al., 1982; Dayan et
al., 1989). Frente a essa limitacdo do método, optou-se por gquantificar a densidade

total de colageno na lamina propria e ndo seus subtipos.

6.2 Efeito da dexametasona sobre a lamina préopria

6.2.1 Processo inflamatorio

No presente estudo, observou-se uma tendéncia ao aumento das células
inflamatdrias (linfocitos, mondcitos, macréfagos e plasmocitos) na prega vocal que
recebeu injecdo de dexametasona no grupo sacrificado no 7° dia de pds-operatorio. A
avaliacdo temporal entre a fase aguda (7 dias) e crénica (180 dias) revela, como seria
de se esperar, reducdo significativa do grau de edema e hemorragia tanto na prega

vocal injetada com corticosteroide quanto na prega vocal controle.
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Os resultados vdo de encontro dos achados de outros estudos existentes na
literatura. Em estudo prévio conduzido na Disciplina de Otorrinolaringologia da
FMUSP, com avaliacdo em fase mais precoce (3° e 7° dias apds a lesdo), também foi
encontrada quantidade maior de células inflamatdrias na prega vocal de coelho que
recebeu injecdo de dexametasona, embora essa diferenga ndo tenha sido

estatisticamente significante (Campagnolo et al., 2010).

Em experimento com avaliacdo em trés tempos diferentes (2, 4 e 6 semanas
apos a leséo), Coleman et al. (1999) encontraram aumento significativo de infiltrado
inflamatdrio ao redor do “microflap™ cirdrgico na prega vocal de cdo tratada com
triancinolona, quando comparada a prega vocal que sofreu a mesma lesdo e nédo
recebeu o tratamento. Segundo os autores, 0 aumento do infiltrado inflamatorio foi
decorrente do atraso da resposta inflamatoria provocado pelo corticosteroide. A partir
do uso de um modelo matematico para avaliacdo tempo-dependente da resposta
inflamatdria, cujas variaveis compreendiam tempo do pico de resposta, maxima
amplitude de resposta e duracdo da resposta inflamatoria, os autores mostraram que
0s corticosteroides atrasam a resposta inflamatéria local em 12 dias para o infiltrado
inflamatdrio e 21 dias para a resposta neovascular nas pregas vocais tratadas com
corticosteroide. Apesar do atraso no processo cicatricial, ndo foram observadas
alteracbes na aparéncia, amplitude ou onda mucosa entre as pregas vocais nas

estroboscopias pré e pds-operatorias (estas realizadas no dia da eutanasia).

Os resultados do estudo de Durmus et al. (2003) corroboram a hipétese de
Coleman et al. de que os corticosteroides atrasam a resposta inflamatéria. Os autores
analisaram a ferida operatoria em dorso de rato no 14° dia pés-lesdo e também

encontraram maior infiltrado de células inflamatorias em ratos que receberam
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dexametasona intraperitonealmente, imediatamente antes do procedimento cirdrgico,
em comparacgdo ao grupo controle, que recebeu solucdo salina. Além disso, a ferida
operatéria do grupo controle apresentava-se em estagio mais avancado de
cicatrizacdo, com maior grau de reepitelizacgdo e colagenizacdo e menor
vascularizagdo, indicando atraso da fase inflamatéria e proliferativa nos ratos

tratados com dexametasona.

Apesar de esses estudos sugerirem que o aumento do infiltrado inflamatério
seja decorrente do atraso da resposta inflamatoria provocado pelo corticosteroide,
ndo se pode, no caso presente, descartar a hipotese de que o efeito anti-inflamatério
da dexametasona ndo foi importante o suficiente para compensar 0 maior trauma
provocado pela introducdo da agulha e distensdo tecidual pela sua infusdo. Acredita-
se, No entanto, que esse trauma é minimo. Em estudo realizado por Hall et al. (2012),
a inducdo de fonotrauma agudo provocou elevacdo da expressdo dos genes
associados a inflamacdo COX-2 e IL-1p, mas ndo houve diferenca significativa na
expressao desses genes entre o grupo que foi submetido ao fonotrauma apenas e o
grupo submetido a fonotrauma associado a injecdo intracordal de solucéo placebo,

demonstrando que o trauma associado a injecdo € insignificante.

Qualquer que seja o efeito do corticosteroide sobre o infiltrado inflamatério
durante a fase aguda de cicatrizacdo da prega vocal, este efeito parece nao ser
perpetuado em fases mais tardias. Ao analisar o grupo sacrificado no 180° dia de pés-
operatorio, observou-se que a diferenca de infiltrado inflamatério entre as pregas
vocais € estatisticamente insignificante. Também ndo se constatou variacdo
significativa quanto ao infiltrado inflamat6rio nas pregas vocais, quando os dois

periodos foram comparados.
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6.2.2 Fibras de colageno

Ao avaliar a densidade de colageno na lamina propria da prega vocal do
grupo sacrificado no 7° dia de p6s-operatorio, observou-se uma tendéncia a reducéao

de colageno na prega vocal que recebeu injecdo de dexametasona (p=0,09).

Os achados do grupo sacrificado na fase aguda de cicatrizagdo sdo préximos
aos encontrados em estudo prévio efetuado na Disciplina de Otorrinolaringologia da
FMUSP (Campagnolo et al., 2010). Nesse estudo, foi encontrada taxa de deposito de
colageno significativamente menor no grupo tratado com corticosteroide no 3° e 7°
dias pos-lesdo. Acredita-se que pequenas diferencas em relacdo a metodologia
podem explicar a ndo igualdade dos resultados entre os estudos. No estudo de
Campagnolo et al., foi provocada uma lesdo diminuta de 2mm na prega vocal, ao
passo que no presente estudo, a lesdo abrangeu toda sua extensdo, provocando
trauma cirdrgico e, consequentemente, reacdo inflamatdria maiores. Como a dose de
dexametasona aplicada intralesionalmente foi igual nos dois trabalhos, diferencas na
relacdo reacdo inflamatoria/acdo anti-inflamatoria do corticosteroide podem ter

influenciado nossos resultados.

Ao analisar a evolucdo, foi observado que a tendéncia de reducdo na
densidade de colageno na prega vocal injetada ndo se mantém ao longo do tempo e
ndo se observa diferenca entre as pregas vocais 180 dias ap0s a cirurgia. Nao se pode
afirmar, contudo, em que momento essa mudanca ocorre. Como 0 intuito do estudo
era avaliar os resultados na fase tardia de cicatrizacdo e compara-los com os achados
da fase aguda, ndo foi incluido um grupo que fosse sacrificado entre esses dois

tempos. Existe, no entanto, o trabalho realizado por Alencar et al. (2007), que
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avaliaram os efeitos da injecdo de dexametasona na prega vocal de suinos,
imediatamente antes da realizacdo de “microflap” no 30° dia de pds-operatério. Nele,
0s autores também ndo encontraram diferencas significativas no depésito de
colageno total no grupo operado com dexametasona em relagdo ao grupo operado

sem essa substancia.

Esses achados permitem conjecturar que a densidade de colageno na prega
vocal tratada com corticosteroide sofra variacdo com o decorrer do processo
cicatricial e que a tendéncia a reducdo na densidade de coldgeno observada na fase
aguda possa ser decorrente de uma agéo do corticosteroide, que independe do grau de
infiltrado inflamatorio. De fato, estudos experimentais nos quais foi utilizado
corticosteroide em derme e fibroblastos de humanos e ratos, mostraram haver
reducdo na sintese de colageno por meio da modulacdo dos niveis de RNAmM
funcional de colageno, com reducdo da sintese do RNAm e inativacdo de enzimas
necessarias a sua biossintese (Cutroneo et al., 1981; Oikarinen et al., 1998; Oishi et

al.,2002) .

Em geral, ha certo entendimento entre 0s autores que a cicatriz e sua rigidez
estdo correlacionadas com o aumento de fibrose ou aumento na densidade de
coldgeno. Entretanto, a relacdo entre a rigidez, viscosidade tecidual e alteracdes nas
proteinas fibrilares (coladgeno e elastina) parece ndo ser tdo direta assim. Resultados
do estudo conduzido por Thibeault et al. (2002) mostraram que 0 aumento na rigidez
e viscosidade da cicatriz ndo estavam associados ao aumento do colageno em si, mas
sim a perda de sua arquitetura normal, o que possivelmente altera a relagcdo entre
proteinas intersticiais e fibrilares. Os componentes fibrilares e intersticiais da lamina

propria apresentam funcBes biomecénicas importantes, que contribuem para a
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vibracdo adequada da onda mucosa durante a fonagdo. Segundo Rousseau et al.
(2004), a deposicdo de feixes mais espessos de colageno durante a cicatrizacdo da
prega vocal também contribui para a rigidez de sua lamina propria, influenciando

suas propriedades viscoelasticas.

Ao analisar a disposicdo e morfologia das fibras de colageno neste estudo,
pode-se afirmar, entdo, que a injecdo de dexametasona, apesar de ndo ter promovido
reducdo na taxa de depdsito de colageno ao 180° dia apds o procedimento, pode ter
tido impacto positivo na cicatrizacdo. Estudos de cicatrizagdo de prega vocal
mostram que a prega vocal normal de coelho apresenta fibras de colageno
esparsamente distribuidas, em contraste com feixes de coldgeno espessos e em
disposicdo laminar de uma prega vocal lesionada (Rousseau et al. 2004; Branski et
al., 2005a). No presente estudo observou-se, também, que as fibras de colageno das
pregas vocais lesionadas e que ndo receberam tratamento (controle) eram mais
grossas e dispunham-se paralelamente ao epitélio superficial, ao passo que as fibras
das pregas vocais tratadas com dexametasona eram mais finas e estavam
esparsamente dispostas de forma reticular, ou seja, melhor organizadas e com
arquitetura de fibras mais préxima de uma prega vocal normal. Um estudo reoldgico,
no entanto, é necessario para comprovar se a diferenca na disposicdo e espessura das
fibras de colageno aqui encontrada, realmente tem impacto na viscoelasticidade da

prega vocal.

Apesar das semelhancas histologicas entre a prega vocal de coelho e a
humana, que justificam seu uso como modelo experimental em diversos estudos, o
coelho ¢ um animal desprovido de capacidade fonatoria. Sabe-se que forcas

mecanicas podem alterar a expressdo de genes da matriz extracelular, promover a
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sintese de pro-coldgeno e estimular o “turnover” do colageno (Bishop, 1998;
Chiquet, 1999; Parsons et al., 1999). Destarte, ndo se sabe se a prega vocal humana,
ao ser constantemente submetida a forcas externas de fonacdo, tosse e degluticéo,
apresentaria diferencas na expressdao de colageno durante a cicatrizacdo, quando
comparada com a do coelho, o que limita, de certa forma, a transposi¢cdo dos achados
deste estudo, para a préatica clinica. Para Thibeault et al. (2002), o padrdo e a
distribuicdo dos elementos da matriz extracelular entre os dois, ainda assim, seriam

comparaveis.

6.3 Perspectivas futuras

Este estudo foi pioneiro em avaliar os efeitos da injecdo de dexametasona na
fase crénica de cicatrizacdo de prega vocal de coelho, demonstrando nao haver
diferenca no infiltrado inflamatorio nem na densidade total de colageno. A despeito

disso, foi observada modificacdo na organizacao e espessura das fibras colagenas.

A metodologia do estudo, entretanto, ndo incluiu avaliacdo funcional das
pregas vocais. Dessa forma, novos estudos que avaliem as propriedades
viscoelasticas dessas pregas vocais, por meio de métodos reoldgicos ou pela
videoestroboscopia adaptada ao modelo animal, permitiriam saber se essas alteracdes

aqui encontradas tém impacto na vibracdo cordal.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem concluir que a injecdo de
dexametasona na prega vocal de coelho, apesar de ndo ter tido impacto significativo
na quantidade de células inflamatdrias ou na densidade de colageno em avaliagdo no
7° e 180° dia de pds-operatério, promoveu uma melhor organizacdo e menor
espessura das fibras de colageno durante a fase aguda de cicatrizagdo, que

perduraram na fase tardia de cicatrizag&o.
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ANEXO A

MEDIA DA AREA PROPORCIONAL DE COLAGENO

Coelho Sa(%ri:;‘):io PV E (%) PV D (%)
Grupo | 1 7 13,44057184 0,883118377
2 7 17,62737243 15,97000121
3 7 27,78991838 0,946388956
4 7 22,33780236 25,11401
5 7 5,054339434 3,071138496
6 7 11,67004642 8,582299018
7 7 7,525517957 7,17803893
Grupo 11 8 180 16,00804481 35,71993819
9 180 19,71870641 15,45813827
10 180 7,252315552 4,978115796
11 180 19,06609922 25,23702693
12 180 53,67763048 9,939662202
13 180 8,089973749 13,94797986
14 180 23,26458778 28,82502728

PV E = prega vocal esquerda; PV D = prega vocal direita; % = porcento

Area proporcional de colageno = (4rea de colageno/érea total 1amina propria) x100
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