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RESUMO 

 

Arroyo Ramos HH. Estudo histológico dos efeitos agudos de lesão com laser 

de diodo 980nm em pregas vocais de coelhos [tese]. São Paulo: Faculdade 

de Medicina, Universidade de São Paulo; 2017. 

 

INTRODUÇÃO: A cicatriz em prega vocal que ocorre após injúria constitui 

causa importante de disfonia. A fonocirurgia ideal é aquela em que a lesão 

efetivamente removida com o menor dano possível ao tecido adjacente, a fim 

de reestabelecer a função da prega vocal ao mesmo tempo em que a sua 

ultraestrutura sua ultraestrutura é preservada. Tanto o bisturi frio quanto lasers 

em geral são aceitos como instrumentos para fonocirurgia. O laser de diodo 

tem sido usado no tratamento de doenças laríngeas. Entretanto, não há 

consenso quanto os parâmetros ideais desse aparelho para tal finalidade. 

Inexistem trabalhos que mostrem a forma ou a extensão da lesão provocada 

com laser de diodo em laringe e tampouco as reações histológicas e 

cicatriciais provocadas por ele. OBJETIVO: O objetivo desta pesquisa é 

estudar as alterações morfométricas e histopatológicas observadas nas 

pregas vocais de coelhos, sete dias após a lesão provocada com o laser de 

diodo, comparando diferentes configurações do dispositivo.  MÉTODO: Vinte 

e um coelhos machos albinos da raça New Zealand foram distribuídos 

aleatoriamente em três grupos com sete animais por grupo. Foi realizada uma 

lesão única durante 20 segundos em cada prega vocal com a ponta da fibra 

em contato superficial com o tecido. Duas frequências de pulso foram 

comparadas no Grupo I (10Hz versus 1000Hz), diferentes potências no Grupo 

II (3W versus 5W) e modos de radiação distintos no Grupo III (pulsado versus 

contínuo). Após sete dias, as laringes foram excisadas e submetidas à 

coloração com hematoxilina-eosina, além de coloração histoquímica para 

colágeno e elastina. Foi realizada análise histológica quantitativa e subjetiva. 

RESULTADOS: o laser de diodo provocou: exocitose de células inflamatórias; 

edema de mucosa e submucosa; infiltrado celular extenso em torno da úlcera, 

composto por polimorfonucleares (especialmente eosinófilos), linfócitos e 

histiócitos; tecido de granulação com a presença de fibroblastos e vasos 

neoformados e áreas de necrose do tipo coagulativa. A extensão do processo 

inflamatório e a extensão linear da úlcera apresentaram diferença significativa 

entre as duas potências, e foi maior com uso do laser ajustado para 5W. A 



extensão do processo inflamatório, extensão linear da úlcera, profundidade da 

úlcera e profundidade do processo inflamatório apresentaram diferença 

significativa entre os dois modos de emissão do laser, isto é, maior no modo 

contínuo. A densidade das fibras colágenas apresentaram-se elevadas 

apenas ao uso do laser no modo contínuo, quando comparado ao modo 

pulsado. Não houve diferença estatística quanto à densidade de fibras 

elásticas. CONCLUSÃO: O uso do laser de diodo ajustado em potência de 

3W ao invés 5W e o uso do modo contínuo ao invés do pulsado são capazes 

de aumentar significativamente a injúria térmica nas pregas vocais de coelhos. 

 

Descritores: laringe; prega vocal; lasers; cicatrização; colágeno; tecido 
elástico; coelhos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Arroyo Ramos HH. Study of acute vocal fold healing after injury with different 

settings of 980nm diode laser in a rabbit model [thesis]. 

São   Paulo:   “Faculdade   de   Medicina, Universidade de São Paulo”; 2017. 

 

INTRODUCTION. Scarring of the vocal folds is a relevant cause of dysphonia 

after injury. The ideal phonomicrosurgery would be the one that removes the 

vocal fold disease in order to restore the biomechanical function, while 

providing minimal disruption to the surrounding vocal fold layered structure. 

Steel scalpel and laser systems are widely accepted tools for vocal fold 

surgical procedures. The diode laser technique has been used in the treatment 

of laryngeal diseases. However, there is great variability among surgeons with 

regard to the use of the diode laser for laryngeal surgery and the ideal 

parameters for this procedure remain unclear. No description of the lesion 

extent or the vocal fold healing after injury with this device have been reported 

to date. OBJECTIVE: The aim of this research was to study the morphometric 

and histopathological changes seen in the vocal fold seven days after injury 

with the diode laser in a rabbit model, comparing different settings of the 

device. METHODS: Twenty-one male New Zealand white rabbits were 

randomized into three groups with seven animals per group. A single spot 

injury during 20 seconds was performed in each vocal fold with the fiber tip in 

superficially contact with the tissue. Two pulse frequency were compared in 

group I (10Hz versus 1000Hz), different powers in group II (3W versus 5W) 

and distinct wave mode of radiation in group III (pulsed versus continuous).  

After seven days, the larynges were harvested and subjected to H&E staining, 

histochemical staining for collagen and elastin, with quantitative and subjective 

histological analysis. RESULTS: the diode laser provoked exocytosis of 

inflammatory cells; edema of mucosa and submucosa; extensive cell infiltrate 

around the ulcer with polymorphonuclear cells (especially eosinophils), 

lymphocytes and histiocytes; granulation tissue with the presence of 

fibroblasts and neoformed vessels and areas of coagulative necrosis. The 

extent of the inflammatory infiltrate and the extent of the ablation crater showed 

to be greater with the 5W power use. The analyzes of extension of the extent 

of the inflammatory infiltrate, the extent of the ablation crater, the depth of the 

ablation crater and depth of the inflammatory process presented greater 



measurements with the continuous mode. The density of collagen fibers was 

higher when the laser was used in continuous wave mode. There was no 

statistically significant difference in elastic fiber density. CONCLUSION: 

Increasing power from 3W to 5W and using continuous wave rather than 

pulsed wave mode of the diode laser significantly increased the extent of 

thermal injury in the rabbit vocal folds. 

 
Descriptors: larynx; vocal cord; laser; wound healing; collagen; elastic tissue; 
rabbits 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

As técnicas e os instrumentos em fonocirurgia têm sido aprimorados ao 

longo do tempo, a fim de remover as lesões benignas e malignas das pregas 

vocais, com máxima preservação de tecidos adjacentes (1). Tal esforço 

justifica-se, porquanto uma cicatriz em prega vocal resulta, via de regra, em 

disfonia cujo tratamento ainda é um grande desafio (2,3).  

Sob ponto de vista histológico, o processo de cicatrização é uma 

sequência sobreposta de eventos, que leva à formação de um tecido novo (4). 

Em pregas vocais, na fase aguda de cicatrização, observa-se deposição de 

neomatriz e reepitelização a partir do quinto dia, enquanto no sétimo dia 

observa-se deposição de colágeno (5). A fase aguda da cicatrização 

apresenta-se como período crítico, no qual a intervenção terapêutica pode ter 

impacto significante na formação da cicatriz madura (6). Apesar do 

conhecimento das reações cicatriciais, as abordagens existentes em 

fonocirurgia ainda apresentam resultados inferiores ao desejável (5).  

O bisturi frio é amplamente utilizado em cirurgias laríngeas em razão 

da facilidade de manipulação, precisão, custo baixo e dano ao tecido 

adjacente reduzido. No entanto, carece da eficácia do eletrocautério para  a 

hemostasia em lesões mais extensas ou vascularizadas (7). Por outro lado, o 

eletrocautério leva ao prejuízo no processo cicatricial, uma vez que análises 

histológicas revelam grau elevado de inflamação e necrose relacionadas ao 

seu uso (8). 
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Para minimizar danos aos tecidos tratados, o laser (Light Amplification 

by Stimulated Emission of Radiation) foi apresentado como instrumento que 

possibilita corte e coagulação com dano térmico lateral reduzido, quando 

comparado a técnica em que se aplica o eletrocautério. O primeiro laser a ser 

utilizado em laringe humana foi o de dióxido de carbono (CO2), em 1972  (9), e 

a partir de seus resultados e suas lacunas, outros comprimentos de onda 

foram estudados e aplicados, buscando melhor relação entre efetividade e 

dano térmico lateral. 

O laser de diodo parece ser uma alternativa em cirurgia laríngea. 

Quando comparado a outros lasers utilizados em pregas vocais como CO2 e 

Nd:YAG (neodimium:yttrium-aluminium-garnet) - observa-se que o laser de 

diodo é mais leve e prático para ser transportado, tem durabilidade longa, 

custos baixos de instalação e manutenção, além de não necessitar de tempo 

de aquecimento mínimo (10,11). Ademais, seu uso por meio de ponteiras 

anguladas torna possível abordar locais de difícil manuseio quando se 

emprega laser de CO2, cujo uso requer acesso em linha reta, na maioria dos 

casos, com auxílio de microscópio cirúrgico. Desta forma, o laser de diodo é 

considerado um instrumento de manipulação fácil e precisão adequada para 

procedimentos em via aérea (11,12).  

As descrições da aplicação do laser de diodo, no entanto, 

especificamente em pregas vocais, ainda são escassas. A partir de 2003, os 

cirurgiões começam a publicar suas experiências com  laser de diodo aplicado 

em doenças laríngeas (10-21). Os mesmos não apresentam consenso quanto à 

sua utilização, de forma que têm sido descritas combinações variadas de 
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parâmetros (22). Não há trabalhos que mostrem forma ou extensão da lesão 

provocada com laser de diodo em laringe e tampouco as reações histológicas 

e cicatriciais no seu emprego.  

Neste contexto, o conhecimento dos efeitos agudos da variação de 

determinados parâmetros (potência, frequência e modo de energia) do laser 

de diodo 980nm na extensão da lesão e na cicatrização de pregas vocais 

torna-se relevante, uma vez que a resposta aguda pode embasar decisões 

clínicas e atuar como indicador prognóstico de resultado. 
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2 OBJETIVO 

 

 Avaliar histologicamente os efeitos da variação de determinados 

parâmetros (potência, frequência e modo de energia) do laser de diodo 980nm 

na extensão da lesão e cicatrização de pregas vocais de coelhos sete dias 

após a lesão, de acordo com os aspectos seguintes: 

1. Extensão do processo inflamatório, profundidade do processo 

inflamatório, extensão linear da úlcera, profundidade da úlcera, 

padrão inflamatório (grau de inflamação e tipo de infiltrado) e 

características histopatológicas da inflamação (presença ou ausência 

de exocitose, espongiose, bolha, ulceração, reepitelização, necrose 

coagulativa, fibroblastos, fibrose, edema de lâmina própria e 

quantidade de eosinófilos) mediante coloração com hematoxilina-

eosina; 

2. Concentração e organização de fibras elásticas por meio da coloração 

resorcina-fucsina; 

3. Concentração e organização de colágeno por coloração de 

picrossírus e imuno-histoquímica específica para colágeno tipo I e tipo 

III. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

3.1 Histologia da prega vocal humana 

 

A prega vocal humana é estruturada em cinco camadas adaptadas 

para a fonação e vibração. A primeira camada, mais superficial, é composta 

por epitélio escamoso estratificado não queratinizado, que mantém o formato 

da corda vocal e constitui seu revestimento (epitélio de revestimento). Segue 

abaixo a lâmina própria (LP) dividia em outras três camadas: superficial, 

intermediária e profunda (23). A camada superficial da lâmina própria, também 

chamada de espaço de Reinke, é composta em grande parte por substância 

amorfa e frouxa (matriz extracelular) e poucas fibras colágenas e elásticas, o 

que permite boa vibração durante a fonação. A camada intermediária da LP 

possui maior quantidade de fibras elásticas, enquanto a camada profunda da 

LP possui mais fibras colágenas. Estas duas últimas camadas constituem o 

que se denomina ligamento vocal (24). A última das cinco camadas é 

representada pelo músculo vocal, que forma o corpo de toda a estrutura (25).  

Portanto, nota-se que a rigidez das camadas aumenta desde a camada 

superficial em direção ao músculo vocal (26). 

De posse desses conhecimentos, Hirano e Kakita (1985)(27) 

propuseram  um modelo que explicaria a estrutura morfológica da prega vocal 

humana e seu mecanismo de vibração. Postularam que a prega vocal seria 

uma estrutura vibrátil dividida em três camadas: cobertura, composta por 
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epitélio e camada superficial da lâmina própria; região de transição, 

representada pelo ligamento vocal; e, finalmente o corpo, constituído pelo 

músculo vocal. Nomearam de “teoria corpo-cobertura”, em que a estrutura 

mais leve (cobertura) desliza sobre a mais rígida (corpo) durante a         

fonação (27). 

A composição da matriz extracelular e os componentes celulares 

presentes na lâmina própria influenciam diretamente nas propriedades 

biomecânicas da fonação, uma vez que constituem a porção mais vibrátil da 

prega vocal (28,29).  

A matriz extracelular é composta por dois grupos de macromoléculas: 

as proteínas fibrosas (fibras elásticas e colágenas) e as proteínas intersticiais 

(glicosaminoglicanas, proteoglicanos e glicoproteínas), além de moléculas 

intersticiais como lipídios e carboidratos (29,30). Durante a vibração, as fibras 

de colágeno desempenham o papel de suportar a tensão e o estiramento da 

prega vocal, enquanto as fibras elásticas agem para restaurar rapidamente o 

tecido à sua configuração original (28,30).  As proteínas intersticiais possuem 

propriedades mecânicas que determinam algumas das características 

vibratórias das pregas vocais. Elas afetam a viscosidade, teor fluido e 

espessura das camadas da lâmina própria, além de influenciar na densidade 

e tamanho das fibras de colágeno (31). Foram identificadas diversas proteínas 

intersticiais na lâmina própria, tais como: ácido hialurônico, agrecan, versican, 

decorina, fibromodulina e heparina-sulfato (30-32).  

Os componentes celulares da lâmina própria são representados por 

uma variedade de células importantes,  dentre elas fibroblastos, 
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miofibroblastos e macrófagos (33). Os macrófagos são encontrados em maior 

concentração na camada superficial da lâmina própria. Tal localização sugere 

que essas células estejam ali presentes para combater agentes inflamatórios 

que possam cruzar a camada epitelial (30). Os fibroblastos são células que 

reparam danos proteicos da lâmina própria e estão presentes em 

concentrações semelhantes por todas as camadas da prega vocal. Os 

miofibroblastos são fibroblastos que se diferenciaram em células de reparo, 

também em maior concentração na camada superficial da lâmina própria (33).  

A presença de miofibroblastos em quase todas as pregas vocais de humanos 

sugere que as pessoas frequentemente passam por algum trauma vocal 

mínimo e que as pregas vocais são extremamente competentes na reparação 

dessas lesões microscópicas de forma eficiente e sem comprometer 

significativamente o tecido (30). 

 

 

3.2 O coelho como modelo animal para estudos experimentais em 

laringologia  

 

O coelho, embora não haja um modelo animal ideal para abordar todas 

as questões científicas, permite estudar cicatrizes de maneira sistemática, o 

que não poderia ser feito em humanos ou testes in vitro. Desta forma, modelos 

animais são fundamentais para estudar cicatrização também em pregas 

vocais, pois torna possível avaliar suas propriedades biomecânicas e 

estruturais, e, portanto, o desenvolvimento de estratégias na prevenção e 

tratamento de cicatrizes nas mesmas (34). Não há modelo animal que 
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apresente anatomia de prega vocal idêntica à dos seres humanos, porém, em 

coelhos sua ultraestrutura é bastante similar, com lâmina própria organizada 

em camadas diferenciadas e presença de músculo tireoaritenóideo (35). 

Contudo, a escolha do modelo animal não se baseia exclusivamente em suas 

características físicas. Deve-se considerar tamanho do animal, viabilidade 

técnica do procedimento, recursos disponíveis, além de custos de compra e 

manutenção do mesmo (34,36).  Diante disso, os autores consideram o coelho 

como um modelo economicamente eficiente para os estudos da prega vocal 

e que possui propriedades teciduais similares à humana (37-39). 

 

3.2.1 Prega vocal de coelho  

Segundo Kurita et al. (1983)(40), a prega vocal do coelho possui epitélio 

escamoso estratificado não queratinizado. A camada epitelial é separada da 

lâmina própria graças a uma membrana basal. A lâmina própria pode ser 

dividida em duas camadas não bem delimitadas: uma camada superficial, 

composta por fibras finas de colágeno entremeadas por pequenas ilhas de 

tecido gorduroso, e uma camada profunda constituída por uma grande 

quantidade de fibras grossas e densas de colágeno ancoradas sobre o tecido 

muscular liso subjacente. Vasos sanguíneos e linfáticos encontram-se 

sobretudo na região superficial da lâmina própria e há grande quantidade de 

glândulas submucosas. Não há estrutura comparável ao ligamento vocal (40). 

Ademais, assim como em humanos, as camadas da lâmina própria do coelho 

possuem grande quantidade de macromoléculas na matriz extra celular como 

a elastina, o colágeno e o ácido hialurônico (35). 
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Uma limitação ao uso de coelhos é o fato destes animais apresentarem 

capacidade fonatória diminuída, portanto, submetidos a menos forças 

mecânicas que os humanos. Tem sido mostrado que as forças mecânicas 

externas podem influenciar o aumento da síntese de pró-colágeno, a 

expressão gênica de elementos da matriz extracelular e estimular turnover de 

colágeno (41-43). Por isso, em humanos, o aumento de pró-colágeno e de fibras 

colágenas parece ser mais rápido, bem como a sua degradação. Para 

preencher esta lacuna, recentemente, alguns autores desenvolveram 

modelos acústicos para estudar dinamicamente pregas vocais de           

coelhos (37,38,44). Apesar das diferenças, o padrão no processo de cicatrização 

é semelhante entre as duas espécies (35).  

 

 

3.3 Processo de cicatrização 

  

O processo de cicatrização, classicamente descrito na literatura, 

advém de estudos realizados na derme. Em contrapartida, as pesquisas sobre 

processo cicatricial em mucosas são mais escassas. Desta forma, a descrição 

dos eventos que ocorrem durante a cicatrização de feridas na pele serve como 

base para estudos em pregas vocais (5). 

As reações envolvidas no processo de cicatrização foram 

didaticamente divididas em três fases (inflamação, proliferação e maturação), 

todavia consistem em eventos sobrepostos e interligados, descritos a       

seguir (4,45,46). 
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3.3.1 Fase de inflamação 

A fase inflamatória envolve respostas vasculares (coagulação e 

hemostasia) e celulares (infiltração de leucócitos e liberação de citocinas) (45). 

Logo após a injúria no tecido, ocorre vasodilatação, com 

extravasamento de sangue e fluido para o espaço extravascular, o que diminui 

a drenagem do sistema linfático e pode produzir os sinais cardinais da 

inflamação: hiperemia, edema e calor local. O colágeno subendotelial exposto 

na ruptura vascular leva à adesão e agregação plaquetária, ao mesmo tempo 

em que libera mediadores (serotonina, adenosina difosfato, tromboxano A2) 

e proteínas adesivas (fibrinogênio, fibronectina, trombospodina e fator VIII de 

von Willebrand). Tais fenômenos resultam na ativação da cascata de 

coagulação (4,45). 

 A função principal da coagulação é a hemostasia. Uma função 

secundária, mas igualmente importante, é o início do processo de cicatrização 

mediante a liberação de fatores de crescimento e citocinas (47). O coágulo 

formado é composto por colágeno, plaquetas, trombina e fibronectina. A 

trombina converte o fibrinogênio em fibrina, que é insolúvel e forma um 

tampão hemostático, além de funcionar como suporte para recrutamento de 

células como queratinócitos, fibroblastos, células endoteliais e leucócitos – 

incluindo neutrófilos e macrófagos (4,45). Estes últimos, participam do processo 

de remoção de debris e partículas estranhas. Os neutrófilos chegam até o sítio 

da lesão minutos após o dano, atraídos pela interleucina-1 (IL-1), fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α), fator de transformação de crescimento beta 

(TGF-β) e fator plaquetário 4 (PF-4); e têm como função o combate inicial às 
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bactérias e ativação de queratinócitos, fibroblastos e células            

inflamatórias (47,48).  A menos que haja infecção, o infiltrado neutrofílico 

começa a diminuir em cerca de 48h. Entre 48h e 96h após a lesão, ocorre 

predomínio de monócitos, com sua maturação para macrófagos (Figura 1) (46). 

Uma vez no local da ferida, os macrófagos ativados cumprem ação 

antimicrobiana, amplificada com a produção de óxido nítrico; além de 

liberarem fatores de crescimento e citocinas importantes que vão regular a 

fagocitose, angiogênese e síntese de matriz, o que dá início à formação do 

tecido de granulação (4,47).  

 

  

Figura 1 – Relação entre fases da cicatrização e células inflamatórias (Adaptado de Witte e 

Barboul, 19974) 
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Todd et al. (1991)(49) mostraram que o infiltrado eosinofílico presente 

em pele de coelhos durante a cicatrização, também é capaz de produzir fator 

de crescimento alfa (TGF-α), uma citocina que facilita a cicatrização.  

A resposta inflamatória aguda geralmente dura de 24h a 48h e, em 

certos casos, pode persistir por até duas semanas. Alguns autores 

consideram as respostas vasculares tão relevantes que reconhecem quatro 

fases de cicatrização. A primeira é denominada “hemostasia” (45). 

 

3.3.2 Fase de proliferação 

Os eventos mais importantes durante a fase de proliferação são: 

reepitelização, com criação de barreira para permeabilidade; formação de 

tecido de granulação, que provê reforço ao tecido lesionado; e, angiogênese, 

porque assegura suprimento sanguíneo adequado (45). As primeiras células a 

se proliferarem nessa fase são os queratinócitos, os fibroblastos e as células 

endoteliais (4).  

Os queratinócitos migram a partir das margens livres da lesão cerca de 

24h após a injúria. A reepitelização envolve proliferação de queratinócitos, o 

que assegura organização adequada de células para migrar e cobrir a ferida. 

Quando cessa a migração, possivelmente por inibição desencadeada por 

contato, os queratinócitos recolocam-se na camada mais profunda a fim de 

restaurar a membrana basal. Em seguida, iniciam o processo de diferenciação 

final, para gerar uma epiderme estratificada (45,47).  

Os fibroblastos migram até o local da inflamação cerca de três a quatro 

dias após a intervenção, advindos de células mesenquimais indiferenciadas 
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presentes nos tecidos subjacentes e precisam ser ativados de seu estado 

quiescente (Figura 1). Os responsáveis pela ativação são os fatores de 

crescimento liberados por plaquetas e macrófagos, como fator de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento endotelial (EGF), que 

induzem quimiotaxia e proliferação dos fibroblastos. Estes são responsáveis 

pela produção de colágeno e ácido hialurônico. Desta forma, inicia-se a 

síntese de uma matriz temporária composta por colágeno, proteoglicanos, 

elastina e fibronectina (4,45).  Estudos em derme apontam que o colágeno tipo 

III é o mais sintetizado por fibroblastos no tecido de granulação inicial, 

produzido cerca de 48h a 72h após a injúria e com pico máximo entre cinco e 

sete dias (45). Esse tipo de colágeno atua como uma matriz na ferida precoce, 

apresentando-se como base para a migração e proliferação de fibroblastos. 

Posteriormente, vai sendo dissolvido e substituído por colágeno tipo I - que 

fornece, em longo prazo, resistência à tração para o local da ferida (50).  A 

densidade de colágeno na derme apresenta-se estável cerca de 21 dias após 

a lesão (51).   

O ácido hialurônico, por sua vez, aumenta de volume entre 48h e 72h 

após a intervenção, e apresenta queda rápida até níveis pré-lesionais (52).  

As células endoteliais proliferam-se por meio de vênulas intactas, 

próximas à inflamação, e iniciam a formação de neovasos, desencadeando o 

processo de angiogênese. Os vasos neoformados participam da composição 

do tecido de granulação e fornecem nutrição e oxigênio ao tecido em 

crescimento (4,45). 
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3.3.3 Fase de maturação  

Na fase de maturação ocorrem eventos importantes como a contração 

da ferida, deposição de colágeno e remodelamento do tecido cicatricial. Todos 

esses eventos apresentam importância clínica, uma vez que velocidade, 

qualidade e quantidade de matriz depositada podem determinar o padrão final 

da  cicatriz (4). 

A contração da ferida inicia-se de quatro a cinco dias após a lesão. 

Caracteriza-se pelo movimento centrípeto de recuperação da borda para o 

centro da ferida, o que mantém a continuidade do tecido, reduz o tamanho da 

ferida e  facilita a cicatrização (53). Tanto miofibroblastos quanto fibroblastos 

parecem ser responsáveis por este processo.  

O remodelamento consiste em deposição da matriz e suas mudanças 

subsequentes. Ele ocorre durante todo o processo de reparação da ferida, 

com início na fase inflamatória graças à formação do tampão de fibrina. O 

mesmo é, então, substituído por tecido de granulação rico em colágeno tipo 

III e vasos sanguíneos (durante fase proliferativa), que por sua vez é sucedido 

por tecido cicatricial rico em colágeno tipo I e com menos vasos (45). Em pele 

de adultos saudáveis, o colágeno tipo I representa cerca de 80-90% do 

colágeno existente na derme, enquanto colágeno tipo III representa                 

10-20% (4). Ao longo da maturação cicatricial – processo que pode durar até 

1 ano – a derme retoma gradualmente os níveis de colágeno da pele saudável, 

porém a força tênsil e sua organização estrutural nunca se recuperam 

completamente. Na cicatriz madura, as fibras de colágeno são mais espessas 

e ficam dispostas paralelamente às linhas de tensão (54).  
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3.4 Cicatrização na prega vocal 

 

O processo de cicatrização nas pregas vocais é semelhante àquele 

classicamente descrito para a derme. No entanto, Branski et al. (2006)(55) 

defendem que a organização estrutural em camadas das pregas vocais 

representa um cenário ímpar para a cicatrização. Os autores propõem duas 

explicações possíveis para esta afirmação. A primeira é que as pregas vocais 

apresentam capacidade regenerativa apurada, uma vez que pequenos danos 

na lâmina própria ou no epitélio podem ser reparados sem que todo o 

processo de cicatrização seja ativado - desde que a injúria não atinja o limiar 

para desencadear inflamação plena. A segunda é que a microestrutura da 

lâmina própria está organizada de forma a absorver mais estresse mecânico 

que a derme, porque é um tecido relativamente estático, enquanto pregas 

vocais estão sujeitas a estresse mecânico contínuo em razão da fonação. 

Branski et al. (2005)(5) descreveram a cicatrização em prega vocal de 

coelho após desnudamento de epitélio e lâmina própria de toda sua extensão. 

Em torno do terceiro dia, ocorre a fase proliferativa, podendo ser observado 

infiltrado inflamatório importante, proliferação de células inflamatórias e 

fibroblastos além de deposição de uma neolâmina própria. Já no quinto dia, 

ocorre a deposição de uma neomatriz e reepitelização completa, enquanto no 

sétimo dia é possível observar  deposição de colágeno mais maduro (5). Neste 

estudo, os autores não utilizaram a técnica de imuno-histoquímica para 

diferenciação entre tipos de colágenos. Em outro estudo, Teteya et al. 

(2006)(56) distinguiram a deposição dos tipos de colágeno por meio de 
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imunofluorescência  para colágenos I e III em feridas com 1, 3, 5, 7 e 14 dias 

após injúria (desnudamento da prega vocal). Constataram que inicialmente 

houve elevação de colágeno tipo I seguida de queda do quinto para o sétimo 

dia de pós-operatório (mas ainda elevado em relação ao controle), enquanto 

o colágeno tipo III permaneceu elevado e sem alteração desde o terceiro até 

o décimo quarto dia após a injúria.  

Thibeault et al. (2002)(35) realizaram estudo histológico e reológico em 

pregas vocais de coelhos. Observaram que, após dois meses, há diminuição 

do colágeno e aumento do pró-colágeno I (precursor do colágeno) na lâmina 

própria das pregas vocais em cicatrização. Estes achados foram interpretados 

pelos autores como processo de síntese e deposição do colágeno em 

andamento, durante fase inicial de cicatrização. Rousseau et al. (2004)(39) 

estudaram cicatrização crônica em pregas vocais de coelhos. Constataram 

que as mesmas atingem fase madura de cicatrização seis meses após a 

injúria. Os autores observaram que o colágeno estava aumentado, organizado 

e formava feixes espessos na lâmina própria da prega vocal cicatrizada. Não 

havia mais aumento pró-colágeno I. A elastina estava desorganizada e 

fragmentada. Mesmo que o pleno remodelamento não esteja completo - 

conquanto tal processo pode durar até um ano - os autores sugerem que seis 

meses é tempo suficiente para estudos de cicatrização crônica em pregas 

vocais de coelhos. Rousseau et al. (2003)(57) descreveram os efeitos na 

ultraestrutura de pregas vocais de cães no segundo e sexto mês após a 

indução de lesão cirúrgica. Em 2004(39), Rousseau et al. encontraram 

resultados semelhantes em pregas vocais de coelhos. Tais achados sugerem 
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que o sistema colágeno nas cordas vocais não se estabiliza até cerca de seis 

meses após a injúria - ao contrário da derme, em que o colágeno se estabiliza 

em 21 dias (57).   

 

 

3.5 Fonocirurgia e cicatrização 

 

Sob o ponto de vista clínico, a cicatriz em prega vocal, via de regra, 

resulta em disfonia (2). Isso porque após a fonocirurgia, o processo cicatricial 

nas pregas vocais pode implicar em irregularidades na borda livre e 

modificações na estrutura viscoelástica da lâmina própria, o que provoca 

rigidez de sua estrutura vibratória (58). Tais alterações modificam a relação 

corpo-cobertura, impedindo a propagação da onda mucosa e culminando em 

disfonia (35).  

Em geral, a teoria de que a rigidez mucosa em pregas vocais 

cicatrizadas seria resultado de aumento de fibrose ou deposição de colágeno 

é bem aceita. No entanto, Thibeault et al. (2002)(35) mostraram que o aumento 

de rigidez e viscosidade pode não ser consequência da deposição de 

colágeno pura e simplesmente, mas associado à perda da arquitetura original 

das fibras colágenas. A alteração da relação entre proteínas intersticiais e 

proteínas fibrosas pode desempenhar um papel mais importante do que se 

esperava.  

De forma semelhante, Rousseau et al. (2004)(39) estudaram pregas 

vocais de coelhos seis meses após a injúria. Seus resultados sugerem que 
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tecidos cicatriciais apresentam fibras elásticas desorganizadas e 

fragmentadas, quando comparados ao grupo controle. Além disso, o colágeno 

apresentava-se aumentado, organizado e formava feixes espessos na lâmina 

própria destes tecidos (39).  

 

 

3.6 Laser 

 

  Em 1960, Theodore Harold Maiman apresentou o primeiro laser da 

história, que tinha como meio ativo um cristal de rubi (59). Em pouco tempo, o 

laser foi incorporado pela comunidade médica, com ênfase em sua 

capacidade de remover lesões cancerígenas (60). O laser era promissor em 

cirurgia graças a sua onda contínua, potência de saída alta e capacidade de 

concentrar o feixe em uma área reduzida (61). No entanto, os primeiros 

aparelhos causavam danos teciduais importantes e o ajuste do comprimento 

de onda () para melhor absorção dos tecidos foi estudado por anos (60). Em 

1964, o físico americano Kumar Patel, de New Jersey - EUA, descreveu o 

primeiro laser de CO2 (62), cuja tecnologia foi sendo aprimorada por ele até o 

primeiro aparelho comercial, em 1966 (63). Strong e Jako apresentaram os 

primeiros resultados com laser em laringes humanas, em 1972 (9), e, em 1975, 

Strong apresentou 11 casos de pacientes com T1 de laringe tratados com 

sucesso após intervenção com laser de CO2 (64). A partir dos resultados e 

lacunas do laser de CO2 (acesso em linha reta a partir de microscópio 

cirúrgico, tamanho pouco conveniente do aparelho e custo elevado), outros 
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lasers foram produzidos na década de 80, cada um com características 

singulares e indicações específicas (60). 

 Para a produção de um laser, são necessárias algumas condições 

universais (cavidade ressonante, meio ativo e fonte de energia ou bombeio), 

expostas a seguir de forma simplificada (Figura 2) (65). O feixe laser é gerado 

no interior de uma cavidade denominada ressonante ou óptica, cuja câmara 

contém um meio ativo que pode ser de estado sólido, gasoso, líquido-

corantes, semicondutores ou cristais. A interação entre a fonte de excitação e 

o meio ativo gera fótons (passagem de um estado iônico excitado para o 

estado fundamental) de determinada energia. Dentro da cavidade ressonante, 

existem dois espelhos posicionados nas extremidades, um totalmente refletivo 

(100%), enquanto outro é parcialmente refletivo (98%-95%). A diferença na 

capacidade de reflexão dos espelhos permite saída de parte da radiação laser 

de dentro da cavidade com as características de um feixe laser (descritas no 

próximo item), uma vez que os fótons são refletidos nos espelhos, 

amplificando a energia da luz e uma porção pode ser emitida pela cavidade 

óptica. O tamanho e a forma da câmara variam de acordo com o meio ativo e 

com a potência do aparelho (59).  
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Figura 2 – Representação esquemática das condições universais para produção de um laser 

(Adaptado de Dhar e Malik, 201165) 

 

 

3.6.1 Física do laser 

A luz comum é formada por fótons ou ondas eletromagnéticas de 

comprimentos de onda diferentes entre si, propagados de forma isotrópica, 

em várias direções. Por causa desta dispersão, é considerada luz difusa e 

consequentemente costuma ser menos intensa. O laser é um tipo de luz com 

características singulares: é unidirecional, coerente e monocromática. A 

unidirecionalidade ocorre porque fótons idênticos se propagam sobre 

trajetórias paralelas, fenômeno também conhecido como paralelismo ou 

colimação. Trata-se de uma luz coerente, uma vez que picos e vales de cada 

onda coincidem em direção, amplitude, comprimento e fase. Por fim, a luz 
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emitida tem comprimento de onda único, o que caracteriza seus fótons como 

de “cor pura” ou monocromáticos (65,66).  

Por se tratar de uma luz, o laser segue os princípios da mesma, 

podendo sofrer reflexão, refração, absorção, espalhamento e transmissão 

quando em contato com determinada superfície. Somente a fração absorvida 

pelo tecido biológico produzirá efeito. Um dos elementos responsáveis pela 

maior ou menor absorção de determinado comprimento de onda do laser é o 

cromóforo: molécula pigmentada do tecido que tem seletividade absortiva, 

como melanina, hemoglobina e água. Desta forma, pode-se dizer que os 

tecidos são heterogêneos do ponto de vista óptico, podendo refletir, refratar, 

bem como absorver ou espalhar energia luminosa de maneiras distintas (65). 

Em última análise, o comprimento de onda é um dos fatores que influi 

diretamente na profundidade de penetração óptica do laser no tecido, uma 

vez que em um mesmo tecido, apresenta diferentes coeficientes de absorção 

frente a diferentes comprimentos de onda. Como exemplo, o laser de CO2        

( = 10.600nm) é fortemente absorvido pela água, de forma a vaporizar 

tecidos porque há grande porcentagem de água dentro das células. 

Diferentemente, o laser de diodo com  = 980nm tem propriedades 

hemostáticas excelentes, uma vez que é mais bem absorvido pela melanina 

e hemoglobina, e menos pela água (11,12,67).  

Outro fator relevante para reflexão do feixe laser é o ângulo de 

incidência do feixe com o tecido alvo: quanto menor o ângulo, maior a reflexão. 

Uma vez absorvida, a energia do fóton pode produzir diferentes interações 

teciduais. Quando a energia não ultrapassa o limiar de sobrevivência da 
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célula, mas induz a mesma à biomodulação (estimulando sua membrana ou 

organela), classifica-se este aparelho como “laser terapêutico” ou laser de 

potência baixa. Por outro lado, se a energia leva a dano ou morte celular, é 

possível utilizá-lo para incisões, excisões ou vaporizações e o mesmo é 

denominado “laser cirúrgico” (68).   

A “potência óptica útil ou de saída do laser” é expressa em Watts (W), 

no entanto, esta grandeza isolada não apresenta relevância, pois a energia 

depositada em determinado tecido depende também do tempo de exposição 

do mesmo à radiação. Portanto, a “energia” é definida multiplicando-se a 

potência (W) pelo tempo de exposição (em segundos). O resultado obtido é 

representado em Joule (J). Outro conceito diretamente relacionado à potência 

é o tamanho da área irradiada (comumente denominado spot size). 

Denomina-se “irradiância” a potência do laser (W) dividida pela área irradiada 

(cm2). O conceito de “fluência” talvez seja um parâmetro chave, pois combina 

os parâmetros previamente mencionados, multiplicando-se a irradiância 

(expressa em W/cm2) pelo tempo de exposição (em segundos). O resultado é 

expresso em J/cm2. Por meio destes conceitos, é possível entender que uma 

energia de 20J aplicada a uma área de 1cm2 por 1s (irradiância 20W/cm2) tem 

efeito diferente que os mesmos 20J aplicados na mesma área, porém 

distribuídos ao longo de 20s (irradiância 1W/cm2) (66). O modo de emissão do 

laser também pode ser controlado. Se optado pela emissão pulsada 

(chaveada), o laser será emitido em pulsos enquanto a emissão contínua 

emite luz ininterruptamente.  
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3.6.2 Laser de diodo 

O laser de diodo apresenta como meio ativo um cristal semicondutor, 

constituído por um diodo chamado Junção P-N: duas regiões semicondutoras 

dispostas uma sobre a outra, em que há concentração de dopantes 

(impurezas que alteram as propriedades de uma substância pura) doadoras 

na zona N (com quantidades extras de elétrons) e receptoras na zona P (com 

“buracos” para receber elétrons). Quando uma tensão elétrica é aplicada, 

essa união é polarizada, produzindo uma corrente elétrica que se traduz na 

passagem de elétrons para zona P, deixando vazios na zona N. Este processo 

leva à emissão de fótons cuja energia é correspondente à chamada energia 

de gap do semicondutor. O comprimento de onda depende do salto energético 

entre a banda de valência e a de condução. Quando a material base é o 

mesmo em ambas as zonas, denomina-se homojunção.  Em geral, lasers de 

diodo comerciais são do tipo heterojunção, caracterizado pela união de dois 

materiais distintos, como AlGaAs (arseneto de gálio alumínio), o que lhes 

confere certas vantagens técnicas em relação à homojunção (69). 

Uma das diferenças entre lasers de estado sólido e gasoso para lasers 

de diodo é a fonte de energia. Os primeiros utilizam luz como fonte de 

bombeio, lâmpadas de flash com espectro de emissão largo ou mesmo outro 

laser, enquanto o segundo utiliza corrente elétrica mediante junções P-N. 

Ademais, os semicondutores são os emissores de menor dimensão existente, 

o que permite a comercialização de aparelhos de lasers diodo pequenos, de 

fácil manuseio e transporte, de durabilidade alta e custo menor; e que podem 

ser produzidos em larga escala.  
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Os lasers de diodo comercializados atualmente são capazes de 

transmitir aos tecidos energia que varia entre alguns mW a 60W (70) com 

comprimento de onda que varia entre 800nm e 2.000nm, dependendo do 

efeito desejado (12,15,71). O comprimento de onda entre 810nm e 830nm, por 

exemplo, tem absorção seletiva na hemoglobina e pouca absorção na água, 

e por isso a luz penetra profundamente no tecido até cerca de 4mm a 5mm 

de profundidade (67). Estas características resultam em incisão e coagulação 

com necrose mínima (72). Já o comprimento de onda de 980nm é mais 

absorvido pela água e, portanto, produz menos dano térmico lateral (12).  

Como vantagem especial, a luz do laser de diodo é conduzida por uma 

fibra óptica delgada e manipulada por meio de uma sonda dirigida pelo 

cirurgião como um lápis, e sua aplicação por meio de contato direto com o 

tecido ou a poucos milímetros deste (não contato) (10-12,15). Este fato determina 

mais firmeza e acurácia ao procedimento (11). Na aplicação sob contato direto, 

a ponta da fibra óptica encosta diretamente na superfície do tecido e pode 

favorecer tanto ablação (incisões, excisões) quanto vaporização do tecido, 

dependendo da potência utilizada. Na faixa de potência baixa a média, ocorre 

ablação e em potências mais altas, vaporização. Abaixo do volume 

vaporizado de tecido, uma zona de coagulação leva à oclusão imediata de 

vasos (71).   A técnica de não contato favorece a fotocoagulação, uma vez que 

sua ação se difunde rapidamente sobre maior superfície de alcance (67.71.72). 

A Figura 3 mostra os efeitos produzidos pelos modos não contato e contato. 

Não obstante, existe um terceiro modo de aplicação: a intersticial, em que a 

ponta do laser é introduzida no tecido e sua energia é absorvida localmente. 
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Esse calor causa necrose tissular via coagulação de forma precoce ou tardia 

e é usada para tratamento de tumores malignos ou benignos (71).  Seu 

emprego pode ainda ser de forma contínua ou pulsada. Esta última resulta em 

ablação de uma porção de tecido a cada impacto e ameniza a temperatura do 

tecido por causa da pausa e, portanto, evita o efeito térmico cumulativo e 

reduz a carbonização. Neste modo, a frequência pode ser ajustada, de forma 

que o tempo de respiração do tecido é maior ou menor conforme a frequência 

escolhida. O tecido pode se comportar de forma diferente, dependendo da 

frequência ajustada, uma vez que a interação do laser com o tecido terá tempo 

de repouso diferente. Já a forma contínua gera o máximo de calor no menor 

tempo possível (72). 

 

 
Figura 3 – Diferença entre os efeitos teciduais provocados pelo laser em modo não contato 

(coagulação) e contato (vaporização coagulação). 
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3.6.2.1 Laser de diodo em otorrinolaringologia   

Trabalhos com lasers de diodo aplicados à otorrinolaringologia pouco 

a pouco aparecem na literatura mundial. Entre as primeiras publicações 

relacionadas à otorrinolaringologia está a de Dilkes et al., de 1994(73). Os 

autores apresentam experiência preliminar do grupo ao uso do laser de diodo 

para comprimento de onda de 810nm. Descrevem os parâmetros utilizados 

para tonsilectomia, uvulopalatoplastia, turbinectomia e polipectomia nasal (73). 

A partir deste, diversos outros foram publicados mostrando resultados de laser 

de diodo em outros procedimentos otorrinolaringológicos, tais como: redução 

de volume de cornetos, fotocoagulação de telangectasias em paciente com 

Osler-Weber-Rendu, ablação de papiloma nasal (71), dacriocistorrinostomia 

endonasal e endocanalicular (72), miringotomia em otite média com efusão (74), 

cauterização de pequenas lesões vasculares de cabeça e pescoço (67), 

cirurgia de atresia de coana (75), litotripsia de sialolitíases (76) e ampliação de 

óstio natural do esfenoide visando acesso à glândula pituitária (77). 

 

3.6.2.2 Laser de diodo em laringe 

O primeiro relato do uso de laser de diodo em laringe data de 1995, 

apresentado por Wang et al. (70), porém o objetivo era utilizá-lo como 

instrumento de potência baixa (400mW) para “soldar” enxertos livres de 

mucosa em pregas vocais.  

No ano de 2000, Jameson et al.(78) publicaram um short scientific 

communication revelando a possibilidade de vaporização de granuloma 
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subglóticos por meio de máscara laríngea e broncoscópio. Os autores 

utilizaram laser de diodo de 980nm, fibra de 400µm. 

A partir de 2003, os autores começam a publicar suas experiências 

com laser de diodo em tratamentos de doenças laríngeas, tais como para 

cirurgias de granulomas, laringomalácia, disfonia ventricular, pólipo vocal, web 

laríngeo, papilomas, carcinoma glótico, paralisia de prega vocal bilateral, cisto 

subglótico, estenose subglótica e hemangioma/linfangioma subglóticos (10–21). 

A Tabela 1 mostra um resumo sobre os 12 estudos mais relevantes, com os 

respectivos parâmetros utilizados.  
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Não há um consenso sobre a utilização do laser de diodo, de forma que 

são citadas combinações variadas de parâmetros. O único parâmetro que 

apresenta uniformidade entre os autores é o modo de contato, uma vez que 

todos relataram ter usado a fibra sob contato direto com o tecido. Além disso, 

o modo contínuo também foi o mais utilizado, mesmo não havendo estudos 

que permitam comparar sua superioridade em relação ao modo pulsado (22).  

Seis dos 12 autores (50%) citados na Tabela 1, não reportaram efeitos 

colaterais ou complicações com uso do laser de diodo em laringe. Granulomas 

e sinéquia posterior foram descritos no tratamento de paralisia de pregas 

vocais (13). Sinéquia traqueal e granuloma subglótico foram relacionados ao 

tratamento de hemangioma e linfangioma subglóticos (12). Quanto ao 

tratamento de câncer glótico, não foi descrito caso de edema com 

necessidade de traqueostomia. Complicações descritas no intraoperatório 

foram a exposição da cartilagem tireóidea e fogo no tubo da intubação. Dois 

pacientes evoluíram com enfisema que se resolveu espontaneamente em um 

dia (16). No período pós-operatório, foram descritos sinéquia e granuloma (18). 

Outros efeitos colaterais raros foram infecção, halitose (em pacientes 

submetidos a cirurgias mais extensas), estenose laríngea (16), hemorragia e 

formação de fístula (18).  

Não há trabalhos que mostrem forma ou extensão da lesão provocada 

com laser de diodo em laringe e tampouco as reações histológicas e 

cicatriciais no seu emprego. 
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3.6.3 A injúria térmica do laser de diodo em mucosas 

Histologicamente, a injúria térmica é caracterizada por destruição do 

tecido com separação entre epitélio e membrana basal, dilatação vascular, 

desorganização hialina e citoplasma eosinofílico, quadro chamado de necrose 

coagulativa (79,80).  

Apenas dois trabalhos apresentam estudos histológicos em mucosas 

após a utilização do laser de diodo (81,82). Em 2002, pesquisadores alemães 

publicaram comparação entre os lasers de CO2 ( = 10.600nm), Argon-ion     

(λ = 488nm e 514nm), Nd:YAG ( = 1.064nm), Ho:YAG ( = 2.080nm) e diodo 

( = 940nm) aplicados em produtos de turbinectomia inferior parcial. Cada 

laser foi aplicado no tecido removido, 15min após a cirurgia, por meio de um 

braço mecânico a uma velocidade de 3mm/s ao longo do corneto, todos 

ajustados a 8W de potência, com ângulo de 30o e não contato com tecido, e 

densidade de energia cerca de 1,6kW/cm2. Com ajuda de microscopia 

eletrônica, foram medidas áreas de ablação, coagulação e diâmetro de lesão 

nos tecidos. O laser de diodo mostrou área de ablação reduzida (média de 

200-300μm), seguida de área de coagulação extensa de 600-700μm (81).  

Ainda não são conhecidas áreas de ablação e coagulação do laser de diodo 

em pregas vocais. 

Em 2007, D’Arcangelo et al.(82) realizaram estudo em mucosa oral de 

24 ratos, utilizando laser de diodo de 808nm, fibra de 400μm, a 0,5cm do 

tecido (não-contato), modo contínuo e potência entre 4W e 6W. Foi feita 

incisão  longitudinal  de 15mm  a  20mm  no  palato  duro,  com duração   
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média do procedimento de 6s. Paralela à essa, foi realizada outra incisão com 

lâmina 15. Os animais foram divididos em grupos e sacrificados com sete e 

14 dias do pós-operatório. As peças foram analisadas por histologia e imuno-

histoquímica para marcadores inflamatórios derivados do óxido nítrico. Os 

autores mostraram que a incisão e a coagulação foram excelentes durante o 

procedimento com laser de diodo, no entanto, a cicatrização foi bastante 

comprometida naqueles tecidos que receberam irradiação com potência de 

6W, comprovando que a absorção excessiva de energia pode induzir dano 

térmico com necrose extensa e tecido carbonizado. Por outro lado, o laser 

regulado à potência de 4W diminuiu a precisão da incisão, porém minimizou 

dano térmico no tecido (82). Não se sabe de que forma diferentes potências 

podem influenciar no dano térmico de pregas vocais. 
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4 MÉTODOS 

 

 

 

4.1 Desenho do estudo e aspectos éticos 

 

Foi realizado estudo exploratório em animais.  

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade 

de Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP), sob o número 177/13 

em 26 de junho de 2013 (Apêndice 1). 

Os coelhos não sofreram ferimentos ou procedimentos 

desnecessários, respeitando-se as normas éticas postuladas pelo Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), de acordo com a lei nº 

11.794/08, que estabelece procedimentos para o uso científico de animais (83). 

 

 

4.2 Local e amostra do estudo 

 

Os procedimentos foram realizados no Centro de Bioterismo da 

FMUSP. Em estudo piloto, quatro coelhos foram utilizados para definir 

parâmetros (ver item 4.7.1). Para o estudo em si, foram utilizados 22 coelhos, 

destes, 21 foram igualmente divididos em três grupos de sete animais; um 

coelho foi sacrificado sem ser submetido a procedimentos para que sua prega 

vocal fosse utilizada como parâmetro histológico de uma prega vocal normal. 
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4.3 Critérios de inclusão e exclusão 

 

4.3.1 Critérios de inclusão 

Coelhos brancos da Nova Zelândia (Oryctolagus cuniculus) do gênero 

masculino, com massa corporal entre 2,8kg e 3,5kg, fornecidos pelo Centro 

de Bioterismo da FMUSP. 

 

4.3.2 Critérios de exclusão 

 Coelhos em uso de anti-inflamatórios;  

 Coelhos com ferimentos em qualquer área do corpo ou em 

recuperação de qualquer dano; 

 Coelhos com laringoscopia difícil ou qualquer outra alteração da 

morfologia ou função laríngea. 

 

 

4.4 Formação dos grupos e aleatorização 

 

Os coelhos foram divididos em três grupos com sete animais cada. A 

forma de utilização do laser de diodo pode ser bastante ampla em função da 

combinação de parâmetros que ele permite. Os “parâmetros fixos” foram 

aqueles que se repetiam em todos os procedimentos de um mesmo grupo, e 

os “parâmetros variáveis” aqueles cujas opções de ajuste seriam comparadas 

entre si, em cada experimento. Cada prega vocal serviu como parâmetro para 

sua correspondente contralateral, ou seja, as comparações com relação ao 
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parâmetro variável foram feitas entre pregas vocais de um mesmo animal. 

Foram selecionados os parâmetros variáveis seguintes: frequência de onda 

(medida em Hertz), potência (medida em Watts) e modo de energia (pulsado 

ou contínuo). A energia total dispendida (E), em cada procedimento, é 

expressa em Joules (J), calculada por multiplicação da potência utilizada pelo 

intervalo de tempo em segundos (E= Potência x Δt), quando no modo 

contínuo. Para os parâmetros selecionados, no modo pulsado a fórmula é a 

mesma, porém divide-se o resultado por 2, uma vez que o duty cicle foi 

mantido fixo em 50%. Este parâmetro é dado pela razão entre a largura do 

pulso (s) e o período T (s) (inverso da frequência) da operação pulsada do 

laser, e consiste na fração de tempo em que o laser se encontra ligado no 

modo de operação pulsada ou modulada. No caso da frequência de 10Hz 

(período de 100ms), a largura de pulso utilizada foi de 50ms; já na frequência 

de 1kHz (período de 1ms), a largura de pulso empregada foi de 0,5ms, ambos 

resultando em 50% (daí a divisão da energia pelo fator de 2). Segue abaixo a 

distribuição dos grupos (Figura 4): 

 Grupo I (coelhos de 1 a 7): parâmetros fixos: modo pulsado, potência 

de 3W. Como parâmetros variáveis, foram comparadas duas 

frequências de pulsação: 10Hz (E = 30J) versus 1000Hz (E = 30J); 

 Grupo II (coelhos de 8 a 14): parâmetros fixos: modo pulsado, 

frequência de 10Hz. Como parâmetros variáveis, foram comparadas 

duas potências: 3W (E = 30J) versus 5W (E = 50J); 
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 Grupo III (coelhos de 14 a 21): parâmetro fixo: potência de 3W. Como 

parâmetros variáveis, foram comparados dois modos: pulsado a 10Hz 

(E = 30J) versus contínuo (E= 60J). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Organograma de aleatorização dos parâmetros variáveis. 

 

 

Para cada grupo, as pregas vocais de um mesmo coelho foram 

aleatorizadas quanto ao recebimento do parâmetro através lista criada pelo 

sítio da internet randomization.com. Assim, o parâmetro variável se alternou 

com relação ao lado a ser aplicado em cada procedimento (exemplo: no Grupo 

I, a prega vocal direita (PVD) do “coelho 1” recebe 10Hz e a prega vocal 

esquerda (PVE) 1000Hz; no “coelho 2”, a PVD recebe 1000Hz e a PVE 10Hz 

– conforme aleatorização). Desta forma, minimizou-se vícios cirúrgicos e 

facilitou-se cegamento do pesquisador (que não teve acesso à lista de 

Aleatorização 

Grupo I (n=7) 
 

Fixos: potência 
 3W e modo pulsado 

 

Variáveis – 
frequências:  

10Hz versus 1000Hz 
 

Energia total: 
30J versus 30J 

 

Grupo II (n=7) 
 

Fixos: frequência 
10Hz e modo pulsado 

 

Variáveis – 
potências:  

3W versus 5W 
 

Energia total: 
30J versus 50J 

 

Grupo III (n=7) 
 

Fixo: potência  
3W   

 

Variáveis –  
modos:  

pulsado versus 
contínuo 

 

Energia total: 
30J versus 60J 
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aleatorização durante o ato cirúrgico e tampouco aos parâmetros 

selecionados no aparelho, ato realizado pelo responsável técnico do laser) 

(Anexo A). O pesquisador respeitou a alocação cega, seguindo a ordem 

temporal dos procedimentos. 

 

 

4.5 Procedimento pré-operatório 

 

Os animais foram mantidos em jejum por 3h antes do procedimento 

cirúrgico. Foram pesados e identificados com tatuagem na pele da orelha 

esquerda. 

 

 

4.6 Anestesia  

 

Os animais foram sedados com xylazina (5mg/kg) associada à 

quetamina (50mg/kg) via intramuscular e mantidos sob ventilação 

espontânea. 

 

 

4.7 Procedimento cirúrgico 

 

Após a anestesia, os coelhos foram posicionados em decúbito dorsal, 

hiperextensão cervical com coxim dorsal e submetidos à laringoscopia direta, 
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com ajuda de laringoscópio adaptado para coelhos, desenvolvido pelo grupo 

de pesquisa em laringe da FMUSP, sob coordenação de Dr Domingos Tsuji e 

confeccionado pela Ferrari® Medical de São Paulo, conforme já utilizado e 

descrito por Campagnolo et al. (2010)(84), Garcia et al. (2012)(85), Takahashi-

Ramos (2014)(86). O laringoscópio (Figura 5) foi desenvolvido a partir de um 

modelo baseado em um espéculo nasal de Killian que foi adaptado para 

laringe de coelhos. 

Após a laringoscopia, foi introduzido telescópio rígido angulado de 30˚ 

(Karl Storz®, 4mm, Alemanha) conectado a uma câmera de vídeo para 

endoscopia (modelo MFX 10H, Ferrari® Medical, Brasil) e as imagens foram 

visualizadas na tela de um laptop (Figuras 6 e 7).  

Foi utilizado o laser de diodo Medilaser 980nm (DMC, São Carlos, SP), 

empregando-se fibra óptica de 400µm de diâmetro (Modelo: Kit Introdutor para 

Cateter FO 400, DMC, São Carlos, SP) por meio de uma ponteira angulada, 

própria para laringe de coelhos (Cânula ENT Modelo X2-400-10-140-30 ST, 

DMC) (Figuras 8 e 9). O procedimento foi realizado sempre pelo mesmo 

pesquisador, que estava cego ao parâmetro utilizado. 
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Figura 5 - Laringoscópio adaptado para laringe de coelhos (visão anterior), acoplado ao seu 

suporte (base). 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Posicionamento do animal na mesa cirúrgica e do pesquisador ao realizar a 

laringoscopia no coelho. 
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Figura 7 -  Imagem endoscópica das pregas vocais do coelho, visualizadas por laringoscopia, 

endoscópio angulado de 30o e transmitida para a tela do computador.  

 

 

 

Figura 8 – Equipamento de laser de diodo de 980nm, DMC, São Carlos-SP.  

 



Métodos  44 

 

 

 
 

Figura 9 - Ponteira angulada para a passagem de fibra óptica do laser e suas dimensões - 

adaptada para laringe de coelhos, DMC, São Carlos-SP. 

 

 

 

 

4.7.1 Padronização da lesão 

Todos os parâmetros e o tempo de lesão mencionados foram definidos 

mediante estudo piloto. No estudo piloto inicial com dois coelhos, foi realizada 

laringofissura e decorticação da prega vocal com laser. Foram feitos cortes 

axiais das laringes excisadas para análise histopatológica, em lâminas 

coradas com hematoxilina-eosina (H&E). À análise microscópica, observou-

se reação inflamatória extensa em torno da cartilagem tireóidea, suturada com 

fio reabsorvível. Tal lesão grave, poderia influenciar na análise da cicatrização 

das pregas vocais (Figura 10). 
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Figura 10 – Imagem de corte axial de laringe de coelho em estudo piloto inicial. Notar a reação 

inflamatória em torno da cartilagem tireóidea na região da sutura na 

laringofissura.  

 

 

Em um segundo estudo piloto, realizou-se laringoscopia direta em dois 

coelhos. Lesões pontuais foram realizadas em diferentes tempos e 

parâmetros para determinar uma lesão com laser de diodo que pudesse ser 

estudada em sua fase aguda (sete dias) de forma evidente e clara. 

No presente estudo, portanto, optou-se por uma única lesão pontual 

em cada prega vocal como já descrito por outros autores (37,79). Além disso, 

antes de cada aplicação do laser, foi realizada clivagem da fibra, bem como 

pré-carbonização de sua ponta em papel carbono e subsequente 

acionamento do laser (20s) antes de sua utilização, para que todas as fibras 

emitissem o mesmo padrão de irradiação. Durante o procedimento, a fibra 

ficou sob contato direto com o tecido, superficialmente ao mesmo, de forma 

que o pesquisador tocava com a fibra do laser na prega vocal em ângulo de 

90o, sem aprofundar a fibra na mesma. O procedimento iniciava-se apenas 
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quando o pesquisador se certificava de que não havia pressão na prega vocal, 

apenas contato com a fibra. O tempo foi padronizado em 20s no mesmo local, 

para realizar lesão pontual na prega vocal (Figura 11). O parâmetro a ser 

pesquisado foi ajustado conforme os grupos expostos no item 4.4.  

O coelho que teve sua prega vocal utilizada como parâmetro 

histológico de normalidade também foi anestesiado e submetido à 

laringoscopia direta conforme descrito, para que se certificasse de que não 

haviam alterações em suas pregas vocais. O coelho foi sacrificado no mesmo 

dia. 

 

 

 

Figura 11 -   Imagens intraoperatórias: (A) lesão em pontual em PVE e fibra sobre PVD antes 

de lesionar, detalhe do contato da fibra com o tecido sem pressão sob o mesmo; 

(B) fibra do laser durante lesão pontual em PVD; (C) aspecto final, 

imediatamente após o término do procedimento em animal do Grupo II (Potência: 

PVE – 5W e PVD – 3W). 

A B 

C 
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4.8 Procedimento pós-operatório 

 

Após a cirurgia, os coelhos permaneceram sob os cuidados do 

pesquisador por pelo menos 1h. Posteriormente, foram mantidos em gaiolas 

individuais no Centro de Bioterismo da FMUSP, onde foram alimentados, 

medicados e cuidados em ambiente adequado. Os animais foram medicados 

com antibiótico de uso veterinário Flotril® 10% (Enrofloxacina - Laboratório 

Schering-Plough Saúde Animal Ind. Com. Ltda., Brasil) em dose única diária 

por três dias, na concentração de 2,5mg/kg. Em seres humanos, a 

fonocirurgia é um procedimento que causa pouca dor no período pós-

operatório, no entanto, ao serem observados sinais de desconforto no animal, 

foram administrados analgésicos via intramuscular (opióides a 0,3mg/kg).   

 

 

4.9 Eutanásia, coleta e isolamento das laringes 

 

Após sete dias, os animais de todos os grupos foram sacrificados sem 

sofrimento da maneira seguinte: primeiramente foram anestesiados 

(quetamina 50mg/kg associada a xilazina 10mg/kg), e em plano profundo foi 

administrado propofol 10mg/mL. O sacrifício dos animais e a coleta da laringe 

também ocorreram no Centro de Bioterismo da FMUSP. Após certificar-se do 

sacrifício, foi realizada incisão na linha média cervical do coelho (Figura 12) e 

excisão da laringe em bloco (da epiglote até o primeiro ou segundo anel 

traqueal). As peças foram dissecadas, removendo-se as partes moles e 
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isolando-se a laringe (Figura 13A). As laringes excisadas foram colocadas em 

fixador (formaldeído 10% tamponado com acetato de sódio) por 24h. A seguir, 

foi realizada incisão longitudinal posterior entre as cartilagens aritenóides, 

seguida de uma incisão mediana anterior (Figura 13B). As cartilagens tireoide, 

PV e aritenóide de cada hemilaringe foram ressecadas em bloco por incisão 

longitudinal paralela à PV, entre o ventrículo laríngeo e a subglote. As peças 

foram colocadas em cassetes, identificadas adequadamente e transportadas 

ao Laboratório de Anatomia Patológica da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (FMUSP). Os animais que não foram mais úteis 

no experimento, após o sacrifício, foram acondicionados em sacos plásticos 

brancos e congelados em freezer até́ serem enviados para incineração, 

juntamente com o lixo hospitalar (segundo instruções do Manual de Normas 

Técnicas Biotério de Experimentação Animal Departamento de Microbiologia 

Instituto de Ciências Biomédicas – USP). Não houve intercorrências e todos 

os animais sobreviveram até́ o dia de seu sacrifício (sétimo dia). 
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Figura 12 - Cervicotomia em coelho, após sacrifício, com identificação da laringe. 

 

 

 

 

Figura 13 - Imagens das peças: (A) Laringe fresca excisada, exame macroscópico a fresco, 

visão anterior; (B) hemilaringes formolizadas, visão posterior. 

 

A B 
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4.10 Preparação histológica 

 

As peças foram desidratadas com álcool etílico a 95%, submetidas à 

diafanização em xilol e impregnadas. O pesquisador incluiu cada peça em 

parafina fundida em estufa a 60°C, com a porção anterior da cartilagem 

tireóidea voltada para baixo. A seguir, foram orientadas, desbastadas e 

cortadas em lâminas no plano coronal em micrótomo, com espessura de 3μm, 

em direção anteroposterior, de forma seriada, até o final da lesão. Em seguida, 

foram desparafinizadas e silanizadas. Uma a cada cinco lâminas da série 

preparada foi corada com hematoxilina-eosina. Uma quantidade variável de 

lâminas foi confeccionada para cada peça. Todo o processo (exceto inclusão 

em parafina) foi sempre realizado pelo mesmo técnico.  

As lâminas coradas com H&E foram analisadas pelo pesquisador e 

dois patologistas, até que se obtivesse a melhor visualização das estruturas a 

serem analisadas, procurando-se sempre o centro da lesão. A lâmina com 

H&E selecionada era referência para as próximas colorações. Todas as 

lâminas selecionadas para o estudo passaram pelo processo de digitalização 

com auxílio do scanner Pannoramic Scan (3DHistech, Budapeste, Hungria) e 

transportadas para o software Panoramic Viewer® 1.3 para Windows® 

(3DHistech, Budapeste, Hungria) (Figura 14).  
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Figura 14 - Interface do programa de análise digital de imagem que mostra a micrografia com 

corte histológico de prega vocal corada com H&E em sua visão panorâmica 

(canto superior esquerdo), zoom de 400% (canto inferior esquerdo) e no centro 

da tela o aumento desejado (Aumento de 10x). 

 

 

4.11 Análise histológica das pregas vocais 

 

4.11.1 Técnica de coloração com hematoxilina-eosina 

As lâminas coradas com hematoxilina-eosina foram analisadas por um 

patologista juntamente com o pesquisador quanto ao processo inflamatório 

mediante análises objetivas (variáveis contínuas, em micrometros - μm) e 

subjetivas (variáveis categóricas/ordinais).  
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Primeiramente, as análises objetivas foram realizadas por meio de um 

comando do programa Panoramic Viewer®, com o qual se delimitou a 

extensão do processo inflamatório (sentido crânio caudal da lâmina H&E, ou 

seja, de supraglote até a subglote na peça) bem como a profundidade do 

processo inflamatório (no sentido do epitélio para a cartilagem). Seguiu-se 

com a medida da extensão linear da úlcera (quando existente) - sentido crânio 

caudal da lâmina, ou seja, de supraglote para subglote, bem como a 

profundidade da úlcera (no sentido do epitélio para cartilagem). Todas essas 

variáveis foram expressas em micrometros. Para essa avaliação, foi utilizado 

aumento de 10X (Figura 15) 

 

 
 
Figura 15 -   Corte coronal de prega vocal direita de um coelho do Grupo 1 em aumento de 

10x, evidenciando: (a) extensão do processo inflamatório, (b) extensão linear 

da úlcera, (c) profundidade do processo inflamatório, (d) profundidade da 

úlcera. 
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Para as análises subjetivas, os dados foram categorizados da forma 

descrita a seguir. O processo inflamatório foi avaliado utilizando-se um score 

de 0 a 3, de modo que: 0 = ausência de reação inflamatória; 1 = leve infiltrado 

inflamatório (menos de 25% de células inflamatórias na área analisada); 2 = 

moderado infiltrado inflamatório (entre 25 a 50% de células inflamatórias); 3 = 

infiltrado inflamatório acentuado (mais de 50% de células inflamatórias) (82,85). 

O tipo de infiltrado apresentado foi classificado como: 1 = supurativo; 2 = 

misto; 3 = linfomononuclear ou 4 = granulomatoso. O edema de lâmina própria 

e a quantidade de eosinófilos foram graduados em: 1 = pouco; 2 = moderado; 

3 = intenso. A extensão da lesão foi graduada conforme a profundidade: 1 = 

se atinge camada muscular superficial; 2 = camada muscular profunda; 3 = 

pericôndrio; ou, 4 = atinge a cartilagem (37). Foi considerada a presença ou 

ausência de exocitose, espongiose, bolha, ulceração, necrose coagulativa, 

fibroblastos e fibrose (presença = 1; ausência = 0). A integridade do epitélio 

foi avaliada quanto a reepitelização (se reepitelização completa = 1 ou não = 

0). Para todas essas análises, foram utilizados aumentos variados.  

 

4.11.2 Técnicas de coloração com resorcina-fucsina e picrossírus red 

Para a análise de fibras elásticas, foi utilizada coloração resorcina-

fucsina. As fibras do sistema elástico são dotadas de um conjunto de 

caracteres histoquímicos que aumentam grandemente sua afinidade tintorial, 

facilitando sua evidenciação seletiva. As lâminas coradas com resorcina-

fucsina foram precedidas de oxidação pela oxona-resorcina-fucsina oxidada 
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(RFO). Foram selecionados cortes imediatamente anteriores àqueles 

escolhidos para coloração com H&E.  

A coloração picrossírus red foi realizada a fim de estudar as fibras 

colágenas. As moléculas de colágeno, ricas em aminoácidos básicos, reagem 

fortemente com corantes ácidos. Os cortes foram desparafinados, hidratados 

e corados durante 1h em solução de sirus red a 1%, dissolvido em ácido 

pícrico aquoso saturado. Os cortes foram rapidamente lavados em água 

corrente e contra-corados com hematoxilina de Carazzi por 5min. Em seguida, 

foram lavados e montados. Para esta coloração, foram selecionados cortes 

imediatamente posteriores àqueles escolhidos para coloração com H&E. Foi 

utilizada visualização sob luz convencional. 

As lâminas dessas duas colorações passaram pelo processo de 

digitalização descrito no item 4.10 e foram transportadas para o programa 

Panoramic Viewer®, em que foi selecionada área que continha extensão total 

da lesão de cada lâmina e tal imagem foi exportada em sua resolução máxima 

(1024x1024) para arquivos no formato TIFF e posteriormente convertidas para 

formato JPG. Utilizou-se então o programa Image Pro Plus 4.5 (Media 

Cybernetics, Rockville, MD, EUA) para análise das imagens. Neste programa, 

foi definido o espectro de cores para cada coloração. A fibra de interesse 

(colágena ou elástica) a ser analisada, foi identificada e determinada como 

“positivo” para então ser salva na forma de um padrão, aplicado em todas 

análises correspondentes. Para isso, diferentes amostras de imagens de cada 

coloração, assim como controles negativos, foram analisadas por patologistas 

experientes do Departamento de Patologia da FMUSP. Por meio de um 
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comando do programa, foi realizada a quantificação da fibra de interesse e da 

área total analisada, ambos expressos em μm2 (Figura16). Posteriormente, foi 

obtida a razão da área da fibra em questão em relação à área total de tecido 

analisado, valor expresso em porcentagem. Nos arquivos em que a imagem 

se apresentava extensa e o programa não suportava medir a área toda de 

uma única vez, as medidas foram realizadas por segmentos e somadas.  

 

 

 
 
Figura 16 – Interface do programa de análise digital de imagem que mostra: (A) micrografia 

com delimitação da área de interesse e reconhecimento das fibras colágenas, 

marcando-as em verde; (B) micrografia com marcação da área total da lesão. 

Ambas expressas em μm2 e em aumento de 100x.  

A 

B 
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4.11.3 Técnica de imuno-histoquímica 

Os cortes histológicos com 3µm de espessura foram realizados em 

lâminas silanizadas (3-Aminopropil-trietoxi-silano-Sigma) e seguiu-se o 

protocolo descrito abaixo:  

 

4.11.3.1 Hidratação e bloqueio 

As lâminas foram desparafinadas e hidratadas, e seguiu-se o bloqueio 

com ácido fórmico por 3min, lavagem com água corrente e água destilada. 

Posteriormente seguiu-se com bloqueio da peroxidase endógena com água 

oxigenada (H2O2)10V 3% por quatro vezes de 5min cada, com posterior 

lavagem com água corrente, água destilada e TBS/Tween, nesta sequência. 

                               

4.11.3.2 Recuperação antigênica  

Para o Colágeno I a recuperação antigênica foi obtida em temperatura 

alta, em tampão citrato pH = 6, em panela de pressão à 121º, por 3min. Após 

este período, as lâminas foram lavadas em água corrente, água destilada e 

em TBS/Tween, nesta ordem. 

Para o Colágeno III a recuperação antigênica foi feita com proteinase 

K por 30min em estufa a 37°C. Após este período, as lâminas foram lavadas 

em água corrente, água destilada e em TBS/Tween, nesta ordem. 

 

4.11.3.3 Incubação com os anticorpos primários e secundários 

Os anticorpos primários Colágeno I (USBiological, MA, USA), título 

1:1000,  e  o  Colágeno  III, título 1:50 (Santa Crus  Biotechnology, CA, USA),  
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foram aplicados sobre os cortes e as lâminas incubadas overnight. 

Posteriormente, as lâminas foram lavadas em TBS/Tween e incubadas 

em estufa à 37°C com anticorpo secundário Vectastain anti-Goat (Vector 

Laboratories, CA, USA) para ambos anticorpos. 

  

4.11.3.4 Revelação 

Após a etapa anterior, as lâminas foram lavadas em PBS/Tween e 

seguiu-se a revelação com cromógeno 3,3 diaminobenzidine (DAB) (Sigma 

Aldrich, USA). As lâminas foram lavadas abundantemente em água corrente 

e em água destilada e contra-coradas com hematoxilina de Harris (Merck, 

Alemanha). Em seguida, as mesmas foram lavadas em água corrente e em 

água destilada, desidratadas, diafanizadas e montadas com resina para 

microscopia Entellan (Merck, Alemanha).  

 

 

4.12 Análise estatística 

 

Os dados contínuos mostraram distribuição assimétrica (não normal) e 

a casuística pequena, por isso foram avaliados pelo teste não paramétrico de 

Wilcoxon. Para as variáveis categóricas foi utilizado o teste de Fisher. Foi 

usado o programa STATA version 11.2 (Stata Corp, College Station, TX, USA) 

para as análises e adotou-se o nível de significância de 0,05. Considerou-se 

este, um estudo exploratório e não foram adotadas medidas para corrigir o 

erro tipo I decorrente de múltiplas comparações.
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Variáveis de interesse 

 

5.1.1 Processo inflamatório  

Alguns achados se repetem entre as lâminas coradas com H&E, o que 

caracteriza reações em comum ao uso do laser de diodo: exocitose de células 

inflamatórias; edema de mucosa e submucosa; infiltrado celular extenso em 

torno da úlcera, composto por polimorfonucleares (especialmente eosinófilos), 

linfócitos e histiócitos; tecido de granulação com a presença de fibroblastos e 

vasos neoformados; e, áreas de necrose do tipo coagulativa.  

Em alguns casos (dois do Grupo I, quatro do Grupo II e dois do Grupo 

III), observou-se formação de abscesso supurativo na área de lesão.  Em 

outros (um do Grupo II e dois do Grupo III), houve alteração semelhante a 

uma metaplasia cartilaginosa (Figura 17). 
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Figura 17 - Prega vocal direita de um coelho do Grupo III que apresenta metaplasia 

cartilaginosa (seta). (Aumento de 200x). 

 

 

No Grupo I (em que se comparou as frequências de pulsação 10Hz 

versus 1.000Hz), apesar de a extensão linear da úlcera e a profundidade da 

úlcera apresentarem medidas relativamente maiores com uso da frequência 

ajustada em 1.000Hz, não houve diferença estatisticamente significante nas 

análises objetivas (extensão do processo inflamatório, profundidade do 

processo inflamatório, extensão linear da úlcera e profundidade da úlcera) e 

tampouco das análises subjetivas (grau de inflamação, tipo de infiltrado 

presença ou ausência de  exocitose, espongiose, bolha, ulceração, necrose 

coagulativa e fibrose; edema de lâmina própria e quantidade de fibroblastos e 

de eosinófilos), Tabelas 2 e 3.  

Cortes histológicos corados com hematoxilina-eosina de um mesmo 

coelho do Grupo I são mostrados na Figura 18. 

100 μm 
μμμμμm 
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Tabela 3 - Comparação das variáveis inflamatórias subjetivas (categóricas) 

analisadas com H&E dos Grupos I, II e III (teste de Fisher). 

Discriminação 

Grupo 1 
Mediana (IIQ) 

Grupo 2 
Mediana (IIQ) 

Grupo 3 
Mediana (IIQ) 

10Hz 1000Hz 3W 5W Pulsado Continuo 

Grau de 
inflamação 

3 (1,5) 2 (1) 3 (1) 3 (1) 3 (1,5) 3 (0) 

Tipo de infiltrado 2 (0,5) 1 (1) 1 (0,5) 1 (0,5) 2 (0,5) 2 (0) 

Edema da 
lâmina própria 

3 (1) 3 (0) 3 (1) 3(0) 3 (0,5) 2 (1) 

Eosinófilos 2 (1) 2 (2) 2 (1) 2 (0,5) 2 (2) 3 (0,5) 

Profundidade 2 (1,5) 3 (1,5) 3 (0) 3 (0) *2 (2) *3 (0) 

Exocitose 1 (0) 1(0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 

Espongiose 0 (1) 1 (1) 1 (0) 1(0) 1 (0) 1 (0) 

Bolha 0 (0) 0 (1) 0 (0,5) 0 (0,5) 0 (1) 0 (1) 

Ulceração 0 (1) 1 (0,5) 1 (0) 1(0) 1 (1) 1 (0,5) 

Necrose 
coagulativa 

0 (1) 0 (1) 1 (0) 1 (0) 1 (1) 1 (0) 

Fibroblastos 1 (0) 1(0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 

Fibrose 1 (0,5) 1 (0,5) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 

Reepitelização 0 (0,5) 0 (1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

* = p (significância)<0,01; IIQ = intervalo Interquartil 

  

 

 

 

Figura 18 - Cortes histológicos corados com hematoxilina-eosina de um mesmo coelho do 

Grupo I; (A) Prega vocal direita que recebeu frequência de pulsação de 1.000Hz; 

(B) Prega vocal esquerda que recebeu frequência de pulsação de 10Hz. 

(Aumento de 50x). 

 

A 
 

B 
500 μm 
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No Grupo II, em que foram comparadas as potências de 3W versus 

5W, a extensão do processo inflamatório e a extensão linear da úlcera (ambas 

no sentido crânio caudal na laringe) apresentaram diferença significativa entre 

as duas potências, sendo maior com uso do laser a 5W. (Tabela 2) 

Não houve diferença estatisticamente significativa na profundidade do 

processo inflamatório e da úlcera; e tampouco nas análises subjetivas (Tabela 

3). 

Os cortes histológicos corados com hematoxilina-eosina de um mesmo 

coelho do Grupo II, podem ser vistos na Figura 19. 

 

 

  

Figura 19 - Cortes histológicos corados com hematoxilina-eosina de um mesmo coelho do 

Grupo II; (A) Prega vocal direita que recebeu feixe laser com potência de 3W; 

(B) Prega vocal esquerda que recebeu feixe laser com potência de 5W. 

(Aumento de 20x). 

 

A B 
1.000 μm 
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No Grupo III, comparou-se os modos pulsado (10Hz) versus contínuo. 

Das variáveis objetivas, a extensão do processo inflamatório e a extensão 

linear da úlcera (ambas no sentido crânio caudal na laringe); além da 

profundidade da úlcera (sentido epitélio-cartilagem) apresentaram diferença 

significativa entre os dois modos de emissão do laser, maior no modo contínuo 

(Tabela 2). Das análises subjetivas, a profundidade do processo inflamatório 

(sentido epitélio-cartilagem) apresentou diferença estatística, também maior 

no modo contínuo. As outras características analisadas não apresentaram 

diferença estatisticamente significativa (Tabela 3).  

Na Figura 20 são vistos os cortes histológicos corados com 

hematoxilina-eosina de um mesmo coelho do Grupo III. 

 

 

Figura 20 - Cortes histológicos corados com hematoxilina-eosina de um mesmo coelho do 

Grupo III; (A) Prega vocal direita que recebeu feixe de laser de diodo no modo 

contínuo; (B) Prega vocal esquerda que recebeu feixe de laser de diodo no modo 

pulsado. (Aumento de 20x). 

A 1.000 μm 
μμμμμm 
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O Gráfico 1 mostra a extensão do processo inflamatório nas pregas 

vocais por grupo estudado, o Gráfico 2 a extensão linear da úlcera nas pregas 

vocais por grupo estudado e o Gráfico 3 a profundidade da úlcera nas pregas 

vocais por grupo estudado. 

 

 

 

 

 
Gráfico 1 – Extensão do processo inflamatório nas pregas vocais por grupo estudado.  

                    * P<0,05 para diferenças entre os grupos.  

 

 

 

 

*

*
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 Gráfico 2 – Extensão linear da úlcera nas pregas vocais por grupo estudado. * P<0,05 para 

diferenças entre os grupos. 

 

 

 
Gráfico 3 – Profundidade da úlcera nas pregas vocais por grupo estudado.  * P<0,05 para 

diferenças entre os grupos. 

* 

* 

* 
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5.1.2 Densidade e orientação das fibras elásticas e colágenas 

As fibras elásticas apresentaram-se fragmentadas, desorganizadas 

(próxima às úlceras, distribuíram-se verticalmente), com perda da linearidade 

na camada submucosa e esparsamente distribuídas em todas as camadas 

das pregas vocais que receberam injúria do laser, independente do grupo 

analisado (Figura 21). Não houve diferença estatística quanto à densidade de 

fibras elásticas nas análises entre coelhos do mesmo grupo.  

 As fibras colágenas apresentaram-se delgadas e pouco organizadas 

nas áreas de tecido de granulação em todos os grupos analisados (Figura 21). 

A densidade de fibras colágenas mostrou-se mais elevada com uso do laser 

no modo contínuo, quando comparado ao modo pulsado. Não houve diferença 

estatística quanto à densidade colágenas nas análises nos Grupos I e II.  
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Figura 21 - Cortes histológicos corados: (A) Corte histológico corado com picrossírus da PV 

de coelho que não foi submetido ao procedimento com laser, que mostra fibras 

colágenas organizadas e densas na lâmina própria e discretas na camada 

muscular (Aumento de 150x); (B) Corte histológico corado com picrossírus de 

PV de coelho do Grupo III que recebeu injúria do laser sob modo contínuo, em 

que se observam fibras colágenas desorganizadas em torno da área ulcerada e 

abundantes na musculatura em torno da lesão, onde se forma tecido de 

granulação (Aumento de 100x); (C) Corte histológico corado com resorcina-

fucsina oxidada (RFO) da PV de coelho que não foi submetido ao procedimento 

com laser, evidenciando as fibras elásticas organizadas, com maior densidade 

na região subepitelial da lâmina própria (Aumento de 200x); (D) Corte histológico 

corado com corado RFO de coelho do Grupo III que recebeu injúria do laser sob 

modo pulsado e mostra as fibras elásticas desorganizadas, fragmentadas e 

verticalizadas na área de ulceração (Aumento 140x). 
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A Tabela 4 mostra a comparação das densidades de fibras colágenas 

e elásticas dos Grupos I, II e III (Teste de Wilcoxon). 

 
 
Tabela 4 -  Comparação das densidades de fibras colágenas e elásticas dos 

Grupos I, II e III (Teste de Wilcoxon) 

Densidade 
das fibras 

Grupo 1 
Média (DP) 

(%) 
p 

Grupo 2 
Média (DP) 

(%) 
p 

Grupo 3 
Média (DP) 

(%) 
p 

10Hz 1000Hz 3W 5W Pulsado Contínuo 
Colágenas 10,25 

(2,62) 

10,00 

(6,63) 
0,311 

8,03 

(4,99) 

4,34 

(2,81) 
0,237 

16,7 

(13,03) 

21,62 

(13,42) 
0,018 

Elásticas 4,04 

(2,19) 

2,14 

(1,02) 
0,063 

3,31 

(1,94) 

2,49 

(0,76) 
0,866 

2,78 

(1,40) 

1,79  

(0,53) 
0,128 

DP = desvio padrão; p = significância 

 
 

 

5.1.3 Imuno-histoquímica para colágeno tipo I e tipo III 

 A análises das lâminas da imuno-histoquímica para colágenos tipo I e 

tipo III mostraram marcação de componentes não específicos (especialmente 

nas lâminas do colágeno tipo III), de modo que poderiam interferir na análise 

dos resultados (com muitos falso-positivos). Portanto, as mesmas não foram 

analisadas.  

A Figura 22 mostra cortes histológicos das pregas vocais de coelho não 

submetido ao procedimento com laser de diodo com marcação para 

colágenos tipo I e III. 
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Figura 22 -  Cortes histológicos das pregas vocais de coelho que não foi submetido ao 

procedimento com laser de diodo: (A) Corte histológico da PV com marcação 

para colágeno tipo I (USBiological, MA, USA), titulação 1:1000, peroxidasse, 

aumento 100x; (B) Corte histológico da PV com marcação para colágeno tipo 

III (Santa Crus Biotechnology, CA, USA), titulação 1:50, proteinase K, aumento 

100x) 
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6 DISCUSSÃO  

 

 

6.1 Delineamento do estudo e metodologia 

 

 A cicatriz em prega vocal que ocorre após injúria é causa importante 

de disfonia, uma vez que implica em alteração de sua microestrutura 

complexa e resulta em piora da qualidade vocal (2,3). A fonocirurgia ideal seria 

aquela em que a lesão fosse efetivamente removida com o menor dano 

possível ao tecido adjacente, a fim de reestabelecer a função da prega vocal 

ao mesmo tempo em que é preservada sua ultra estrutura (1).  Tanto o bisturi 

frio quanto os lasers, em geral, são amplamente aceitos como instrumentos 

para fonocirurgia, embora nenhum seja isoladamente completo ou ideal. A 

escolha da técnica deve levar em consideração o tamanho da lesão, sua 

natureza (benigna ou maligna), a vascularização do tecido e a habilidade do 

cirurgião. Ao optar pelo uso do laser, deve-se ter em mente que o mesmo 

implica em danos térmicos ao tecido, porém menores que aqueles causados 

pela aplicação do eletrocautério (7). Tal fato pode ser explicado pela 

capacidade do laser em remover tecido com maior precisão que o cautério, 

além de produzir efeito hemostático mais acurado e com dano térmico lateral 

menor, o que implica em menos edema e menor reação inflamatória. O laser 

de diodo tem sido utilizado como instrumento para uma série de doenças da 

prega vocal, no entanto, há dados limitados que abordam o mecanismo pelo 
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qual este laser pode induzir cicatrização das pregas vocais (22), o que motivou 

o presente estudo. 

O coelho foi escolhido como modelo animal, pois a microestrutura de 

sua prega vocal é comparável à do humano (35,39). Ainda que composta por 

apenas duas camadas, a prega vocal de coelho apresenta distribuição e 

densidade de fibras de colágeno e elastina semelhantes à prega vocal 

humana (40). Além disso, adequa-se bem aos estudos histológicos e tem 

menor custo comparado às espécies maiores (35). No entanto, o tamanho 

reduzido da laringe do coelho limita a precisão do procedimento na prega 

vocal (37). Portanto, foi realizada uma única lesão puntiforme por prega vocal, 

para evitar interferência no processo de cicatrização por feridas muito 

próximas, preocupação pertinente por causa do chamado dano térmico lateral 

em torno da injúria provocada pelo laser (87). Ainda, a cordectomia realizada 

no estudo piloto exigiu o contato da ponta da fibra do laser de diodo com o 

tecido, diversas vezes durante o procedimento. Como resultado, observou-se 

que debris teciduais e tecido carbonizado em torno da fibra do laser podem 

modificar o padrão de irradicação e, consequentemente, da lesão. Por estas 

razões, escolheu-se a técnica de lesão em um único ponto para reduzir o viés, 

mesmo que essa lesão não exista na prática clínica. 

A escolha do tempo de sacrifício dos animais foi baseada em estudos 

prévios que avaliaram resposta inflamatória aguda e adotaram o mesmo 

período (sete dias) em algumas de suas análises (5,56,84,88-90).  Estudos que 

abordam os efeitos agudos da cicatrização de pregas vocais são relevantes 

na medida em que esclarecem os eventos que antecedem a formação da 
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cicatriz madura e fornecem embasamento para que se desenvolvam agentes 

terapêuticos que permitam melhor regeneração.    

Para as análises histológicas, foram utilizadas colorações com 

hematoxilina-eosina, resorcina-fucsina de Weigert e picrossírus. A técnica 

H&E é classicamente utilizada em análises histológicas, pois permite a 

identificação da arquitetura tecidual e celular, identificar e classificar lesões, 

incluindo os componentes celulares de um infiltrado inflamatório. A coloração 

com resorcina-fucsina de Weigert fornece resultados excelentes para estudo 

das fibras do sistema elástico (91,92). O sirius red é um corante largamente 

utilizado para corar o colágeno em cortes de tecidos (93). Tempos atrás, 

acreditava-se na possibilidade de diferenciar os colágenos I, III e IV por meio 

das diferentes cores vistas por meio de picrossírus-polarização. No entanto, 

foi demonstrado que a polarização pode ser influenciada pela espessura das 

fibras de colágeno e pela densidade de seus feixes (94,95).  Outras colorações 

para colágeno, como Van Gieson e os tricrômios, podem falhar ao corar fibras 

colágenas muito finas, levando a subavaliação da quantidade de colágeno (56). 

O tricrômio de Masson, em especial, tende a não detectar depósitos menores 

de colágeno e, consequentemente, é mais específico para colágeno 

organizado e espesso do que para colágeno imaturo e fino (56,96). Para 

alcançar a distinção entre os tipos de colágeno I e III, foi utilizada a técnica de 

imuno-histoquímica. No entanto, até o presente momento, não foi possível 

atingir coloração ideal para as análises. A técnica será revista para posterior 

reavaliação.   
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6.1.1 Parâmetros de escolha do laser de diodo 

Para qualquer tipo de laser, a interação entre o comprimento de onda 

e os cromóforos teciduais é crucial para controlar a extensão da lesão térmica. 

A reação do tecido ao estímulo do laser depende da absorção da luz, e cada 

tecido absorve apenas certos comprimentos de onda com base no seu 

espectro de absorção (97). No presente estudo, o laser de diodo foi escolhido 

para o comprimento de onda de 980nm por ser mais absorvido pela água que 

o de 810nm, o que produz menos danos laterais na prega vocal. Comparado 

com o laser de CO2 ( = 10.600nm), o laser de diodo de 980nm é menos 

absorvido pela água, mas é absorvido por outros cromóforos como a melanina 

e, em particular, a oxihemoglobina (espectro próximo ao infravermelho). 

Essas características conferem ao laser de diodo precisão cirúrgica 

ligeiramente inferior ao laser CO2, mas com capacidade superior de 

coagulação (98). Como resultado, o laser de diodo tem maior penetração em 

tecido biológico, que o torna ideal para fotocoagulação, enquanto o laser de 

CO2 é mais utilizado para a vaporização de tecidos (71). 

O tempo de exposição e a potência são parâmetros com estreito 

vínculo, de forma que o uso de potência mais alta por período de tempo mais 

curto resulta em menos danos aos tecidos que o uso de potência mais baixa 

por um período de tempo longo (66). O tempo de exposição de 20s foi 

padronizado para todos os procedimentos, fundamentado nas observações 

do estudo piloto. As lesões realizadas com tempo mais curto (5s e 10s) foram 

mais difíceis de serem identificadas após sete dias. Ademais, a lesão foi 

pontual, uma vez que qualquer outra incisão seria tecnicamente dependente 
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do cirurgião, que dificilmente teria a mesma precisão em todos os 

procedimentos e os realizaria em tempos distintos. Os parâmetros estudados 

(frequência de pulso, potência e modo de energia pulsado ou contínuo) foram 

definidos de acordo com a literatura (22) e sob orientação do fabricante do laser 

escolhido.  

 

 

6.2 Efeito do laser de diodo sobre a prega vocal  

 

6.2.1 Processo inflamatório 

Em geral, o dano térmico do laser pode variar de um aquecimento 

transitório até a desnaturação de proteínas e vaporização de água. A 

absorção de energia em excesso pode induzir necrose e carbonização de 

tecidos. O comprimento de onda do laser (), o tempo de exposição, a 

configuração de energia, o modo contínuo/pulsado e a frequência de pulso 

são parâmetros que desempenham um papel importante na intensidade das 

lesões térmicas nos tecidos (82).  Alguns autores consideram a aferição da 

extensão do processo inflamatório como correspondente ao dano térmico 

lateral do laser (90,99). 

No presente estudo, apenas sete das 42 pregas vocais lesionadas 

(16,66%) apresentaram sinais de reepitelização. Este dado contrasta com o 

de outros autores que utilizaram instrumento frio e ao final da primeira semana 

pós injúria já apresentavam sinais de reepitelização ou epitelização quase 
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completa (5,89). Por outro lado, Sinha e Gallagher (2003)(100) compararam uso 

de bisturi frio e laser de CO2 (entre outros instrumentos) ao lesionar mucosa 

oral de guinea pig e constataram que, ao final da primeira semana, a mucosa 

que sofreu lesão com bisturi frio já apresentava reepitelização completa, 

enquanto a mucosa que sofreu lesão com laser de CO2 teve reepitelização 

completa somente em quatro semanas. Knott et al. (2006)(101) também 

avaliaram reepitelização com duas e seis semanas após a cordectomia pelo 

laser de CO2 e encontraram reepitelização somente na sexta semana. Nos 

resultados do presente estudo, que corroboram com os de Knott et al.(101), não 

foi detectada reepitelização na maioria das pregas vocais analisadas sete dias 

após lesão, que caracterizou atraso na reepitelização ao uso do laser de diodo 

em pregas vocais de coelhos, conforme já era esperado. As possíveis 

explicações para a reepitelização mais lenta em feridas causadas por laser 

incluem a presença de substâncias inibitórias produzidas por tecidos 

necróticos, impedimento físico causado pela presença de escara ou fixação 

de células epiteliais adjacentes pelo calor (82).    

A extensão do processo inflamatório e a extensão linear da úlcera no 

sentido crânio caudal na laringe apresentaram-se menores nos tecidos que 

receberam radiação laser de diodo com potência de 3W, quando comparados  

aos que receberam radiação com potência de 5W. Esses achados estão de 

acordo com estudos anteriores que mostraram que diferentes parâmetros de 

laser interferem no processo de cicatrização (82,102,103). No estudo de Zhang et 

al. (2011)(103), os autores compararam diferentes potências do laser de CO2 

(1W, 3W, 5W e 8W) e instrumento frio para realização de cordectomia em 
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cães. Seus resultados mostraram que as injúrias foram mais brandas nas 

pregas vocais submetidas à cordectomia com laser de CO2 em potências de 

1W e 3W, e instrumento frio, não havendo diferença significativa entre eles 

quanto ao processo de cicatrização; enquanto que aquelas cordas vocais que 

receberam potências de 5W e 8W apresentaram lesões mais graves. 

D’Arcangelo et al. (2007)(82) compararam  incisões realizadas pelo laser de 

diodo com potências ajustadas em 4W e 6W versus bisturi frio em mucosa 

oral de ratos. Observaram que o laser de diodo tende a produzir maior reação 

inflamatória quando utilizado na potência de 6W.  

Diante dessas informações, é possível sugerir, de acordo com os 

resultados obtidos no presente estudo, que o aumento da potência de 3W 

para 5W, ao uso do laser de diodo 980nm no modo pulsado em pregas vocais 

de coelhos é capaz de aumentar, significativamente, a penetração desse laser 

no referido tecido. O cirurgião deve ter em mente que a ação do laser em 

potência mais baixa (3W) minimiza o dano térmico ao tecido, mas pode reduzir 

a efetividade da incisão. A escolha do parâmetro vai depender da doença em 

questão e da experiência do cirurgião.  

No que diz respeito ao modo de entrega de energia, um fator que afeta 

o nível de lesão térmica é o tempo de relaxamento térmico do tecido individual, 

que é o tempo necessário para que o tecido aquecido perca 50% do seu calor 

por difusão (97). Haverá transição de dano específico ao tecido para 

inespecífico se a duração da exposição ao laser for igual e superior ao tempo 

de relaxamento térmico (104). No modo contínuo, os níveis de energia e 

intensidade são emitidos constantemente, pois o laser está sempre ligado. No 
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modo pulsado, o laser opera por uma fração de segundo, com intuito de 

otimizar a energia, mas minimizar os danos térmicos. Isso é possível desde 

que o tempo de relaxamento térmico do tecido permita recuperação térmica, 

com tempo adequado entre as exposições (65,104).   

Os resultados aqui apresentados mostram que uso do laser de diodo 

sob modo contínuo, em pregas vocais de coelhos, tende a ocasionar lesão 

mais profunda e mais extensa que o modo pulsado (maior extensão do 

processo inflamatório, maior extensão da úlcera, maior profundidade da úlcera 

e maior profundidade do processo inflamatório). Este resultado corrobora com 

o de outros autores que compararam modo contínuo versus pulsado do laser 

de CO2 em prega vocal de cães (99) e em mucosa oral de cães (90,102), e 

encontraram nas lesões menor dano térmico lateral ao uso do laser em modo 

pulsado. Importante ressaltar que no intraoperatório tal disparidade não era 

notada, ou seja, o pesquisador não conseguia reconhecer se a prega vocal 

recebia energia em forma pulsada ou contínua. Analogamente, o aspecto da 

lesão tecidual causada pelo laser de diodo em modo pulsado ou contínuo no 

pós-operatório imediato, tampouco era facilmente distinguível por meio do 

telescópio. No entanto, após ressecção das laringes e análises histológicas, 

foi possível constatar que as diferenças entre as lesões eram significativas 

(Figura 23). 

 Sabe-se que as ressecções a laser podem acarretar atraso na 

cicatrização, uma vez que as células do tecido levam mais tempo para 

reabsorver os remanescentes de tecido carbonizado (79,105). Quanto maior a 

energia absorvida, maior o dano. Para escolher as configurações do laser, 
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deve-se levar em conta as características do tecido e adaptar o parâmetro 

para que seja eficaz, porém o menos lesivo possível (82,106). Nesse sentido, 

seria razoável que os cirurgiões considerassem o uso do laser de diodo sob 

modo pulsado em pregas vocais para, ao menos, ressecção de lesões 

benignas - ao contrário da literatura revisada (Tabela 1). O intuito seria 

diminuir o dano térmico, que pode lesionar os tecidos contíguos e retardar a 

cicatrização do epitélio. Historicamente, o laser de CO2 também foi usado 

inicialmente em modo contínuo e mediante artigos publicados, que 

evidenciam as vantagens de seu uso em modo pulsado, a rotina foi sendo 

modificada (90,102,107).  

Havia dúvida se diferentes frequências poderiam induzir respostas 

distintas por causa da diferença no tempo de relaxamento do tecido, uma vez 

que a energia transferida ao tecido seria a mesma. Por esta razão, as duas 

frequências de 10Hz versus 1.000Hz foram comparadas. A extensão linear da 

úlcera e a profundidade da úlcera apresentaram-se maiores com uso do laser 

ajustado na frequência de 1.000Hz, embora essa diferença não tenha sido 

estatisticamente significativa quando analisada por meio do teste de Wilcoxon 

(Tabela 2). É possível que uma quantidade maior de coelhos analisados 

pudesse mostrar esta diferença.  Este dado corrobora com de Fortune et al. 

(1998)(90) que compararam o efeito de diferentes tempos de pulsação do laser 

de CO2 na realização de incisões em mucosa oral de cães e concluíram que 

frequências de pulsação mais curtas causam menos dano térmico lateral. 

A formação de metaplasia cartilaginosa pode ter ocorrido por causa da 

ativação de alguns condrócitos em lesões profundas (108, 109). Estudos futuros 
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podem esclarecer melhor se essa formação se mantém e qual sua 

consequência para a qualidade vocal.  

Na Figura 23 observa-se as pregas vocais de coelhos imediatamente 

após a intervenção e sete dias após o procedimento.   

 

 
Figura 23 - Imagens de pregas vocais de coelho: (A) aspecto final imediatamente após 

término do procedimento em animal do Grupo III (PVE - recebeu modo 

contínuo; PVD - recebeu modo pulsado); (B) laringe fresca do mesmo animal 

excisada sete dias após o procedimento. Atenção para o aspecto da lesão mais 

extensa em PVE. 

 

 

6.2.2 Fibras elásticas 

As fibras elásticas contribuem para as propriedades biomecânicas da 

prega vocal  (30), não apenas relacionada à sua densidade, mas por sua 

desorganização em tecidos cicatriciais (35). Em prega vocal humana normal, 

as fibras elásticas são mais abundantes na camada intermediária.  

No presente estudo, as fibras elásticas apresentaram-se 

fragmentadas, desorganizadas (próxima às úlceras, distribuem-se 

verticalmente), com perda da linearidade na camada submucosa e 

A B 
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esparsamente distribuídas em todas as camadas das pregas vocais que 

receberam injúria do laser. Estes achados estão em concordância com a 

literatura (39). Não houve diferença na densidade de fibras elásticas quando 

foram comparados os parâmetros distintos do laser (pulsação de 10Hz versus 

1.000Hz; potência de 3W versus 5W; modo pulsado versus contínuo). 

 

6.2.3 Fibras colágenas 

Durante a fase aguda da cicatrização, os fibroblastos migram para o 

sítio da lesão por influência de fatores de crescimento e iniciam a produção 

de matriz extracelular, inclusive colágeno. A matriz extracelular passa, então, 

a ser substituída por um tecido conjuntivo mais forte e elástico (110). Neste 

estudo, as fibras colágenas apresentaram-se delgadas e pouco organizadas 

nas áreas de tecido de granulação em todos os grupos analisados, conforme 

seria esperado em cicatriz na fase aguda.  

As fibras de colágeno tipo I e tipo III apresentaram-se em quantidade 

elevada em reposta à injúria. Sabe-se que tecidos com maior concentração 

de colágeno estão mais propensos à fibrose cicatricial (2). Teteya et al. 

(2006)(62) distinguiram a deposição dos tipos de colágeno após desnudamento 

da prega vocal com instrumento frio e observaram que, ao comparar com a 

prega vocal controle, houve inicialmente elevação de colágeno tipo I seguida 

de queda do quinto para o sétimo dia de pós-operatório (mas ainda elevado 

em relação ao controle), enquanto o colágeno tipo III permaneceu elevado e 

sem alteração desde do terceiro até o  décimo quarto  dia após a injúria. Mau 
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et al. (2014)(37) compararam a densidade de colágeno tipo I e tipo III em prega 

vocal de coelho quatro semanas após a injúria por laser Holmium:YAG versus 

prega vocal controle. Encontraram aumento na densidade de colágeno tipo I 

nas pregas vocais que sofreram lesão com laser, mas não do colágeno tipo 

III.  

No presente estudo, quando comparados modos pulsado versus 

contínuo, este último ocasionou aumento da densidade de colágeno, o que 

pode predizer uma cicatrização pior. Não houve diferença na densidade de 

fibras colágenas quando foram comparados os parâmetros de pulsação de 

10Hz versus 1.000Hz e potência de 3W versus 5W. No entanto, não se 

possuía prega vocal controle (que não tenha sido lesionado) em um mesmo 

animal que tenha sofrido lesão para comparar as densidades de colágeno.  

 

 

6.3 Perspectivas futuras 

 

 Este estudo foi pioneiro em avaliar as reações histopatológicas após 

lesão com laser de diodo em pregas vocais. Entretanto, não foi comparada a 

ação do laser de diodo com outros lasers rotineiramente utilizados para 

cirurgia laríngea e tampouco foi estudada a evolução temporal da lesão e suas 

consequências reológicas. Dessa forma, novos estudos que comparem ação 

do laser de diodo com outros lasers e também com outros tempos de sacrifício 

dos animais (avaliar reações histológicas em seis semanas e a cicatrização 
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com dois e seis meses de pós-operatório, por exemplo) são necessários para 

aprimorar as conclusões acerca do uso deste laser em pregas vocais.  

Seguindo-se a linha da patogenia da lesão causada pelo laser, julga-

se importante também, no futuro, o estudo da participação de células 

inflamatórias, de citocinas e de outros mediadores inflamatórios produzidos 

no local da lesão, no processo de cicatrização e na formação de fibrose.  

Sugere-se que a técnica de coloração seja revisada para análises 

posteriores.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 CONCLUSÕES 

 

 



Conclusões  86 

 

 

 

7 CONCLUSÕES 

 

- o aumento da potência do laser de diodo, de 3W para 5W no modo 

pulsado, foi capaz de aumentar significativamente a extensão do 

processo inflamatório e a extensão da úlcera; 

- o uso do laser de diodo sob modo contínuo, quando comparado com 

modo pulsado, ocasionou reação inflamatória mais extensa e mais 

profunda, úlcera mais extensa e mais profunda,  além de aumentar 

a densidade de fibras colágenas;   

- recomenda-se considerar o uso de configurações com potência 

baixa e modo pulsado para alguns procedimentos laríngeos, em 

contraste com a literatura apresentada até o presente momento. 
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ANEXO A 

 

TABELAS DE ALEATORIZAÇÃO DOS PARÂMETROS VARIÁVEIS 

UTILIZADOS EM CADA GRUPO 

  

 

Grupo I 

 PVD 

(Hz) 

PVE 

(Hz) 

Coelho 1 10  1.000  

Coelho 2 1.000  10  

Coelho 3 10  1.000  

Coelho 4 1.000  10  

Coelho 5 10  1.000  

Coelho 6 1.000  10  

Coelho 7 1.000  10  

PVD = prega vocal direita; PVE = prega vocal esquerda 

 

 

 

Grupo II 

 PVD 

(W) 

PVE 

(W) 

Coelho 8 5 3 

Coelho 9 3 5 

Coelho 10 3 5 

Coelho 11 5 3 

Coelho 12 3 5 

Coelho 13 5 3 

Coelho 14 3 5 

PVD = prega vocal direita; PVE = prega vocal esquerda 
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Grupo III 

 PVD PVE 

Coelho 15 pulsado contínuo 

Coelho 16 contínuo pulsado 

Coelho 17 contínuo pulsado 

Coelho 18 pulsado contínuo 

Coelho 19 pulsado contínuo 

Coelho 20 contínuo pulsado 

Coelho 21 contínuo pulsado 

PVD = prega vocal direita; PVE = prega vocal esquerda 
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