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1 INTRODUCAO

A microcirurgia das pregas vocais avanca em tecnologia e técnicas utilizadas, porém,
algumas modalidades terapéuticas classicas como o0 uso do corticosteroide intraoperatorio,
ainda ndo é consenso na literatura (Vasconcelos, 2010; Campagnolo et al, 2008; Woo et al,
1994; Benninger et al, 1996). Dentre as op¢des de administracdo no intraoperatdrio, a injecdo
intralesional é a mais difundida, objetivando a cicatrizacdo da lesdo cirrgica, com menor
impacto possivel na ultraestrutura fisioldgica das pregas vocais, resultando em melhor
qualidade da onda mucosa e consequentemente da voz.

Uma lesdo, como o trauma cirdrgico, desencadeia uma cascata organizada e complexa
de eventos celulares e bioquimicos, que resulta em uma ferida cicatrizada (Imamura et al,
2002). O processo de reparacdo tecidual, pode ser descrito em trés fases distintas, mas
temporalmente superpostas: exsudativa ou inflamatoria, proliferativa ou fibroblastica e de
maturacdo ou remodelacdo (Imamura et al, 2002). Em pregas vocais, na fase aguda de
cicatrizacdo, observa-se a deposicdo de neomatriz e reepitelizacdo a partir do quinto dia,
enquanto no sétimo dia, observa-se a deposicdo de colageno, fornecendo assim, indicios de
que a remodelacdo ja se inicia logo apos sete dias da lesdo (Branski et al, 2005).

A prega vocal humana é estruturada em cinco camadas: epitélio de revestimento, a
l&mina prépria que por sua vez subdivide-se em mais trés camadas: superficial, intermediéria
e profunda; a camada superficial, também chamada de espaco de Reinke, que € composta por
matriz extracelular e poucas fibras colagenas e elasticas e a camada intermediaria da lamina
prépria, que possui maior numero de fibras elasticas, enquanto a profunda, de fibras
coldgenas. Essa configuracdo estrutural das pregas vocais, permite uma boa e organizada
vibracdo durante a fonagdo (Hirano, 1974, 1981). Portanto, para que haja perfeita vibragédo
das pregas vocais, as fibras coldgenas suportam a tensdo e o estiramento, ja as fibras elasticas
restauram a configuragéo original das pregas vocais (Ishiki et al, 1996). Deve-se ressaltar que
a literatura é rica em artigos sobre o processo cicatricial na pele, porém sdo poucos 0s que
explicam tal fendbmeno nas pregas vocais, portanto, as fases envolvidas no processo de
cicatrizagdo estdo mais bem explicadas em experimentos envolvendo a pele.

As fibras colagenas suportam a tensdo e o estiramento, ja as fibras elasticas, restauram
a configuracdo original das pregas vocais (Ishiki et al, 1996). As proteinas intersticiais (acido
hialurdnico, fibronectina, proteoglicanos e glicosaminoglicanos) afetam a viscosidade, teor
fluido e espessura das camadas da lamina prépria, além de influenciarem no tamanho e

densidade das fibras colagenas (Gray et al, 2000). Estudos demonstram que o colageno se



apresenta denso e desorganizado na fase aguda inflamatoria, tendendo ao adelgacamento e
organizacao de suas fibras em fases mais tardias da cicatrizag&o.

A fonacdo humana esta diretamente ligada a ultraestrutura das pregas vocais, sem a
qual ndo é possivel a producdo vocal dentro dos padrdes considerados normais. Portanto,
todas as possibilidades terapéuticas com o intuito de preservacdo anatomo histoldgica das
pregas vocais, devem ser consideradas. No pés-operatério fonocirargico, a cicatrizacdo
excessiva pode prejudicar o resultado final.

O uso de corticosteroide € indicado sistematicamente em inflamacGes agudas e
cronicas da laringe. A administracdo local injetavel, apresenta como vantagem, a obtencao de
uma alta concentracdo no 6rgao-alvo com menor potencial de efeitos adversos sistémicos e
pode ser indicada para reduzir o edema e o tamanho das lesdes mucosas antes da fonocirurgia,
ou na tentativa de evita-la e minimizar a cicatriz iatrogénica. Estas indicacfes ainda sao
controversas na literatura (Duprat et al, 2004). Corticosteroides, sdo moléculas que o
organismo sintetiza para regular um grande nimero de mecanismos fisiol6gicos imunes e
metabolicos. Os corticosteroides exdgenos sdo amplamente empregados por suas
propriedades anti-inflamatéria e imunomoduladora (Campagnolo et al, 2008). Apesar de seu
uso empirico ap6s manipulacdo cirdrgica, ainda ndo ha base cientifica, para afirmarmos que
essa modalidade terapéutica, realmente evita a formacdo de fibrose excessiva nas pregas
vocais. Até o presente momento, estudos experimentais em pregas vocais de animais,
demonstram menor quantidade de fibrose em fases agudas da cicatrizacdo e quantidades
semelhantes em fases tardias da cicatrizacdo apds a manipulacdo cirlrgica,
independentemente do uso de medicacdes no intra-operatério (Thibeault, 2002; Coleman et al
1999, Rousseau et al, 2003 e 2004).

A administracdo de corticosteroides no manejo de doencas laringeas é bem conhecida
e estabelecida no tratamento de epiglotite, crupe e edema de via aérea superior (Ossoff et al,
1980; Kairys et al, 1989; Rosekrans, 1998; Russell et al, 2004). As formas mais comumente
utilizadas para a administracdo de corticosteroides sdo: oral, intramuscular e endovenosa.
Segundo Campagnolo et al (2008), Tateya (2009) e Mortensen (2010), a injecdo local de
esteroides, permite ao laringologista a op¢do de administrar localmente uma droga potente,
para evitar efeitos colaterais sistémicos.

Existem poucos estudos sobre a fase de remodelagdo ap6s fonocirurgia e menos ainda,
sobre o uso de injetavel de corticosteroides no intraoperatdrio e suas consequéncias, apesar de
seu uso indiscriminado. Rousseau et al, 2003 e 2004 foram 0s Unicos que estudaram as pregas

vocais de coelhos em fase tardia de 6 meses, concluindo que as concentragdes de colageno ja



se estabilizam com este tempo apos a lesdo. As formas de administracdo dos corticosteroides
descritas na literatura sdo inOmeras, dentre elas: via oral, intramuscular, endovenosa,
inalatdria e intralesional, porém, os estudos existentes ndo sao suficientes para a determinagéo
da superioridade entre diferentes corticosteroides, a dose é a melhor forma de administracao
(Mishra et al, 2000; Li et al, 2011).

Portanto, baseado nas questdes ainda ndo esclarecidas pela literatura, decidimos
por realizar este estudo, que contribui no esclarecimento sobre a cicatrizagdo pos-operatéria

de pregas vocais em fase tardia ap6s a aplicacdo intralesional de corticosteroides.

1.2 Revisado da Literatura

O Processo de cicatrizacdo estd envolvido em trés fases (fig.1): inflamacao,
proliferacdo e remodelacdo, que estdo todos sobrepostos e interligados (Witte, Barbul, 1997;
Li et al, 2007).

A fase de inflamacdo envolve etapas vasculares (coagulacdo e hemostasia) e celulares
(infiltracdo de leucocitos e liberagdo de citocinas) (Li et al, 2007). Logo apos a injuria tecidual
ocorre hiperemia, calor e rubor (sinais cardinais da inflamacdo, resultado da vasodilatacéo,
extravasamento de sangue e fluido para o espaco extracelular e diminui¢do da drenagem do
sistema linfatico). O colageno resultante da ruptura vascular, leva a adesdo e agregacdo
plaquetéria, além de liberacdo de mediadores e proteinas adesivas; ativando assim a cascata de
coagulacdo (Witte, Barbul, 1997; Li et al, 2007). A coagulacdo possui funcdo secundaria no
inicio do processo cicatricial, liberando fatores de crescimento e citocinas (Martin, 1997). O
coagulo € formado por colageno, plaqueta, trombina e fibronectina. A trombina converte o
fibrinogénio em fibrina, que é insolGvel e forma um tampédo hemostatico, além de funcionar
como suporte para recrutamento de células como: queratindcitos, fibroblastos, células
endoteliais e leucocitos — incluindo neutréfilos e macrofagos (Witte, Barbul, 1997; Li et al,
2007). Os neutréfilos chegam até o sitio de lesdo, minutos apds o dano, atraidos pela
interleucina-1, fator de necrose tumoral, fator de transformacdo de crescimento beta e fator
plaquetério; e tem como funcdo, o combate inicial as bactérias e ativacdo de queratindcitos,
fibroblastos e celulas inflamatdrias (Bevilacqua et al, 1985; Martin, 1997). A menos que haja
infecgdo, o infiltrado neutrofilico comeca a diminuir em 48horas. Entre 48horas e 96 horas apds
a lesdo, ocorre predominio de mondcitos, com sua maturacdo para macrdéfagos (Zielins et al,
2014). Os macrdfagos ativados, cumprem a funcdo antimicrobiana, amplificada com a producéo

de oOxido nitrico, que além de liberarem fatores de crescimento e citocinas que vao regular a



fagocitose, angiogénese e sintese de matriz, da inicio & formacdo de tecido de granulagdo
(Witte, Barbul, 1997; Martin, 1997). A resposta inflamatoria aguda, pode durar de 24 a 48 horas
e em certos casos, pode perdurar por até duas semanas.

A fase de proliferacdo esta representada pelos fendmenos de reepitelizacdo, formacao
de tecido de granulacdo e angiogénese (Li et al, 2007). As primeiras células dessa fase da
cicatrizacdo sdo os queratinocitos, fibroblastos e as células endoteliais (Witte, Barbul, 1997).
Os queratindcitos agem apds 24 horas da injaria, reepitelizando a ferida de forma organizada,
logo apds, os queratindcitos se encontram na camada mais profunda, a fim de restaurar a
membrana basal, inicia-se entdo, o processo de diferenciacao final, para gerar uma epiderme
estratificada (Li et al, 2007; Martin, 1997). Fibroblastos migram até o local, cerca de trés a
quatro dias ap0s, onde serdo ativados pelos fatores de crescimento, liberados por plaquetas e
macrofagos, como fator de crescimento endotelial, que induzem a quimiotaxia e a
proliferacdo de fibroblastos. Assim sendo, inicia-se uma matriz temporaria composta por
colageno, proteoglicanos, elastina e fibronectina,, liberacdo de mediadores e proteinas
adesivas; ativando assim a cascata de coagulacdo (Witte, Barbul, 1997; Li et al, 2007; Janis,
Harrison, 2014; Wang et al, 2018).

A contracdo da ferida, deposicdo de colageno e reorganizacdao de tecido cicatricial,
ocorrem na fase de remodelagéo da cicatrizacdo (Witte, Barbul, 1997). A contracdo da ferida,
inicia-se apos quatro a cinco dias apo6s a lesdo, caracteriza-se pela recuperacao da borda para o
centro da ferida, o que facilita a cicatrizacdo (Gabbiani, 2003). O remodelamento, consiste em
deposicdo da matriz e suas mudancas subsequentes. A caracteristica principal dessa fase € a
deposicdo de coladgeno (foco de nosso estudo). Clinicamente, é a fase mais importante da
cicatrizacdo, uma vez que a velocidade, qualidade e quantidade total de deposicdo de matriz,
determina a resisténcia da cicatriz (Witte, Barboul, 1997), que ocorre durante todo 0 processo
de reparacdo da ferida, com a formagdo do tampéo de fibrina. O mesmo, € substituido por
tecido de granulacdo, rico em colageno tipo Il e vasos sanguineos, que por sua vez €
substituido por tecido cicatricial, rico em colageno tipo | e com menos vasos (Li et al, 2007).
Em pele de adulto saudavel, o colageno tipo I representa 80%-90% do colageno existente na
derme, enquanto o colageno tipo Il 10%-20%. Ao longo do processo cicatricial que pode
durar por até um ano, a derme retoma gradualmente os niveis de coldgeno da pele saudavel,
porém, sua forca ténsil e sua organizacdo estrutural, nunca se recuperam completamente. Na
cicatriz madura, as fibras colagenas sdo mais espessas e ficam dispostas paralelamente as
linhas de tensdo (Doillon et al, 1985).



| Minutos Horas Dias Semanas Meses
| Inflamagéo >

Hemostasia

Plaquetas Formacéo do coagulo de fibrina

Liberacéo do mediador de ativagdo dos vasos
Liberagéo da citocina e do fator de crescimento

Inflamagéao
Células mestres liberacéo do mediador de ativagdo de plaquetas
Liberagédo do mediador de ativagdo dos vasos e mediador quimico

Neutréfilos Quimiotaxia, inflamacgao
e mondcitos Morte e fagocitose, debridamento de feridas
Macroéfagos Quimiotaxia, inflamagéo

Morte e fagocitose, debridamento de feridas

Liberacéo da citocina e do fator de crescimento
Proliferacao >

Regeneracgéo da pele
Queratindcitos Reepitelizagao

Restauracao da derme

Células endoteliais Angiogénise
Fibroblastos Fibroplasia
Remodelagéo >
Queratindcitos Maturacé@o da epiderme
Miofibroblastos Contracéo da ferida
Apoptose e maturagdo da cicatriz
Células endoteliais Apoptose e maturagéo da cicatriz

FIGURA 1 - Principais células e seus efeitos na cicatrizacdo normal de feridas.

(Nota-se sobreposicdo das fases com relacdo ao tempo)

Semelhantemente a cicatrizagcdo na derme, as pregas vocais, apresentam as mesmas etapas
inflamatdrias, porém, com algumas peculiaridades. Branski et al (2006) alegaram que as
pregas vocais podem reparar pequenos danos teciduais sem desencadear todo o mecanismo
inflamatorio, também afirmam que possuem capacidade regenerativa diferenciada, pois estdo
sujeitas a traumas repetidos fonatérios em movimentos dindmicos, enquanto a derme é
praticamente estatica.

Os estudos sobre a cicatrizacdo de tecidos e sobre a distribuicdo de colageno,
descrevem diversas técnicas de avaliacdo: dentre elas, a imunohistoquimica, a coloracdo de
Picrosirius Red , Tricrdmico de Masson, a Fuccina Acida e a birrefringéncia no Picrosirius
Red sob microscopia de polarizacdo (Sweat et al, 1964; Junqueira, Brentani, 1979; Rabau,
Dayan, 1994; Melo et al, 2003).

Diversos estudos utilizam a coloracao de Picrosirius Red para o estudo do colageno. O
método Picrosirius Red, possui limitacdes para a determinacdo dos tipos de colageno, porém,
é validado para a deteccdo do colageno total, sem a necessidade de luz polarizada. Tempos
atras, acreditava-se na possibilidade de diferenciar os diversos tipos de colageno com a

utilizacdo da luz polarizada, no entanto, foi comprovado que o resultado pode ser influenciado



pelas diferentes espessuras do colageno e pela densidade de seus feixes (Junqueira et al, 1982;
Dayan et al, 1989). O papel do Acido Picrico na coloragio do colageno é desconhecido, sendo
que, quando omitido da solucdo corante, todos os componentes teciduais ficam vermelhos,
portanto, este parece prevenir a coloracdo indiscriminada de estrutura ndo colagenosas pelo
Picrosirius Red. (Jungueira, Brentani, 1979). Uma técnica objetiva utilizando analise
automatizada por software, foi altamente consistente para Picrosirius Red, enquanto o
Tricrdmico de Masson, teve um desempenho menos consistente a0 comparar sec¢des dos rins
de ratos, apos lesdo com &cido folico (Street et al, 2014).

A coloracdo de Hematoxilina-Eosina, mancha as cores contrastantes do ndcleo e do
citoplasma, para diferenciar facilmente os componentes celulares e permite assim, a
identificacdo da arquitetura tecidual e celular, a classificacdo das lesGes, incluindo os
componentes celulares do infiltrado inflamatorio. Assim sendo, pode-se inferir em qual fase
cicatricial o tecido se encontra. No entanto, os resultados da coloragdo, dependem do
processamento adequado da amostra que envolve: preservacdo do tecido, desidratacéo,
limpeza e infiltracdo de parafina (Feldman, Wolf, 2014). Em estudo com ratos submetidos a
inalacdo de fumaca de cigarro, utilizou-se a coloracdo de Hematoxilina-Eosina, evidenciando
que a metaplasia escamosa estava presente em suas pregas vocais, em periodos de 25 dias de
exposicdo, aumentando gradativamente, conforme o0 aumento no tempo de inalagdo da fumaga
(Duarte, 2006). Outro estudo que avaliou as laringes de cadaveres humanos com a coloragédo
de Hematoxilina-Eosina, a metaplasia escamosa foi encontrada, tanto em tabagistas quanto
em pessoas expostas a poluicdo atmosférica, tipica de grandes cidades (Daniilidis et al, 1983),
assim, podendo refletir uma resposta do epitélio, frente a agressbes como poluicdo ou
manipulacdo cirdrgica. Apds trauma endolaringeo em coelhos, foi observada a formagéo de
tecido fibroso e cartilagem na regido subepitelial (Adriaansen FC, 1986), demonstrando
relacdo entre a metaplasia condroide e a agresséo tecidual.

O Tricromico de Masson, tende a ndo corar os depositos menores de colageno, sendo
assim, mais especifico para colageno organizado e espesso, encontrado na fase de
remodelagdo, sendo o mesmo perfeitamente indicado para esse estudo, por objetivar a analise
quantitativa dessas fibras, especificamente nesta fase da cicatrizagdo, além de possibilitar
tambem a analise quantitativa das fibras elasticas, também envolvidas no processo cicatricial
das pregas vocais (Bateman et al, 1981; Tateya et al, 2006).

O Verhoeff é uma variante do mais conhecido Weigert-van Gieson, desenvolvido por
Frederick Herman Verhoeff em 1908. A mancha de Verhoeff, € uma das coloragdes mais usadas

para visualizar tecido elastico, como encontrado nas paredes dos vasos sanguineos; cartilagem



elastica, pulmdes, pele, bexiga e alguns ligamentos. Cora o coldgeno em vermelho pela fucsina
acida e o tecido elastico em preto. As fibras elésticas ndo sdo bem diferenciadas na coloracdo de
Hematoxilina-Eosina, ja o Verhoeff permite a visualizacdo dessas estruturas finas, sob
microscopia de luz tradicional. O procedimento resulta em fibras elasticas e nucleos corados em
preto, coldgeno em vermelho e elementos citoplasméticos em amarelo (Piccinin et al, 2019).

A ultraestrutura das pregas vocais do coelho, assemelha-se ao do ser humano, porque
possui camadas na lamina propria e masculo vocal como nos humanos, além disso, o padréo
no processo de cicatrizacdo é semelhante entre as duas espécies (Kurita et al, 1983; Thibeault
et al, 2002).

Carneiro et al em 2009, estudaram 46 coelhos albinos da Nova Zelandia, submetidos a
microcirurgia em ambas as pregas vocais por laringofissura, com enxerto unilateral de
gordura aut6loga ou fascia muscular. Ocorreram 4 perdas, 3 animais até a primeira semana de
pos-operatdrio e outra apds 19 dias de cirurgia. Nos animais subsequentes, ndo houve mais
infeccdo, hematoma ou deiscéncia das suturas. O estudo concluiu que a laringofissura
experimental em coelhos € um método seguro e pode ser utilizado para estudos de
laringologia. Duprat et al (2004), estudaram 24 coelhos apds manipulacdo cirdrgica das
pregas vocais e locacdo de enxerto de gordura, divididos em trés grupos de 8: grupo 1,
eutanasia com uma semana, grupo 2, eutanasia com 3 semanas e grupo 3, eutanasia com 3
meses. As duas pregas vocais foram operadas por laringofissura, porém, somente um lado
foi enxertado com gordura e a contralateral serviu como controle. As laminas foram
coradas com Hematoxilina-Eosina e Tricromico de Masson para analise do infiltrado
inflamatdrio, predominancia celular, presenca de neovascularizacdo, intensidade da
fibrose, presenca de necrose e absor¢do da gordura. Este autor ndo encontrou diferenca
significativa para esses achados entre as pregas vocais com ou sem enxerto de gordura.

N&o ha modelo animal perfeito para estudos comparativos ao ser humano, porém, a
escolha do mesmo deve considerar: suas caracteristicas anatdmicas, tamanho, viabilidade
técnica ao procedimento, além de custos com sua manutencéo e compra (Bless, Welham, 2010).

Véarios modelos animais tém sido empregados para investigar a prega vocal e a fungédo
fonatdria, entretanto, técnicas de testes biomecanicos, servem para caracterizar as
propriedades estruturais das pregas vocais que variam, mas ndo comparam propriedades
criticas entre as espécies. A técnica de mapeamento por indentacdo ndo destrutiva, foi
idealizada por Dion et al (2019), para quantificar as propriedades estruturais das pregas
vocais, em espécies comumente usadas, com base na hipOtese de que as propriedades

biomecanicas das pregas vocais sdo amplamente semelhantes entre as espécies. Laringes de



caninos, leporinos e suinos (n = 4 cada) foram submetidos ao mapeamento de indentagdo. As
propriedades estruturais das pregas vocais foram divergentes nas espécies, porém, ndo houve
conclusdo de qual modelo animal mais se adéqua as caracteristicas humanas.

Thiebault et al (2002) realizaram estudo em pregas vocais de cinco coelhos operados
com a técnica de microflap e observaram com auxilio da coloracéo de Tricromico de Masson
que dois meses apos a lesdo, houve a diminui¢do do coladgeno e aumento do procolageno |
(precursor do colageno), quando comparados com o grupo controle. Estes achados foram
interpretados como processo de sintese e deposi¢do do colageno em andamento, durante a
fase de remodelacdo da cicatrizacdo. A taxa de sintese de coldgeno, aumenta rapidamente em
aproximadamente cinco dias apés a lesdo e continua por duas a quatro semanas. Depois disso,
a taxa de sintese diminui e é equilibrada, denotando o estagio de remodelacdo do reparo. As
fibras de colageno observadas nas pregas vocais cicatrizadas dos coelhos, eram mais finas e
desorganizadas, provavelmente, representando um estagio inicial de remodelacdo. Estudos de
cicatrizacdo de feridas sugerem que, como a remodelacdo progride de 20 dias a um ano, 0
colageno torna-se mais espesso e mais organizado em matrizes paralelas com eventual
reticulacéo.

Rousseau et al. (2003) realizaram estudo experimental em seis cdes atraves do qual
avaliaram a cicatrizacdo das pregas vocais lesadas aos dois e seis meses, com a coloragéo de
van-Gieson para colageno e elastina e imuno-histoquimica para procolageno. Demonstraram
que aos dois meses, a densidade de colageno entre as pregas vocais lesadas e seus controles,
ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes, estando essas fibras
desorganizadas; o procoldgeno mostrou maior densidade e a elastina menor densidade em
relacdo aos controles, com fibras também desorganizadas; ja a densidade do acido hialurénico
ndo mostrou diferencas estatisticamente significantes em relagdo aos controles. Aos seis
meses, a densidade do colageno foi maior nas pregas vocais lesadas em relagdo aos controles,
a densidade do procolageno semelhante e a de fibras elasticas menor densidade, estando
desorganizadas; o acido hialurénico foi encontrado quase que exclusivamente na camada
profunda da lamina prépria, com densidade similar aos controles. Rousseau et al (2004),
também estudaram a fase tardia da cicatrizacdo crdnica em pregas vocais de oito coelhos,
apos seis meses 0 colageno estava aumentado, organizado e formava feixes espessos na
lamina propria e ndo havia mais aumento do procolageno I, ja a elastina, estava desorganizada
e fragmentada.

Branski et al (2006) também descreveram o processo cicatricial em 32 coelhos ap6s

desnudamento de seu epitélio de revestimento em toda a superficie das pregas vocais. Quatro



animais foram sacrificados sem dor para a colheita da laringe em cada um dos oito momentos
apos a lesdo: 12 horas e 1,3,5, 7, 10, 14, e 21 dias, as laminas foram submetidas a coloracéo
Tricrémico de Masson. Uma lamina para cada animal em cada momento, foi selecionada para
analise descritiva em uma Unica visualizacdo. Uma lamina de cada momento foi selecionada
durante a visualizagdo como representante de todos animais. O fato é, que foi observada
variabilidade minima entre os animais e facilitou a selecdo de imagens demonstrativas. Em
torno do terceiro dia, ocorreu a fase proliferativa, apresentando quadro inflamatorio intenso,
com proliferacdo de células inflamatdrias e fibroblastos. No quinto dia, houve deposicao de
neomatriz e formacdo de novo epitélio, ja no sétimo dia observou-se deposi¢do de colageno
mais maduro.

Portes et al, em 2012, avaliaram as pregas vocais de seis suinos, trés meses apos o0
procedimento cirdrgico, usando cola de fibrina como selante na incisdo. Foram utilizadas as
coloragBes de Hematoxilina Eosina para achados histomorfométricos iniciais e Picrosirius
Red para quantificagdo do coldgeno, mas ndo foram achadas diferengas no estudo
hitomorfométrico, porém, com diferencas estatisticamente significantes, nas concentracdes de
colageno, sendo 27,8% com a aplicacdo de cola e 20,4% no lado sem. Assim como Scapini et
al (2011), que avaliaram os efeitos da colocacdo de fascia em pregas vocais de 18 coelhos
com ou sem cola, divididos em grupos eutanasiados em 7, 30 e 90 dias, encontraram um
aumento significativo na densidade de colageno ao redor dos enxertos, aos 90 dias nas pregas
vocais fixadas com cola de fibrina (p = 0,0102) em comparagdo com as pregas vocais de
controle. Além de Maunsell et al (2013), que estudaram 37 coelhos operados por
laringofissura para acesso as pregas vocais, sendo seis no grupo controle, cinco no grupo com
microflap + cola de fibrina eutanasiados com sete dias, sete com microflap + cola
eutanasiados com 30 dias, sete com microflap + cola eutanasiados com 90 dias, cinco com
microflap + sutura eutanasiados com sete dias, sete com microflap + sutura eutanasiados com
30 dias, seis com microflap + sutura eutanasiados com 90 dias, 10 com microflap curados por
segunda intensdo eutanasiados com sete dias, 14 com microflap curados por segunda intensao
eutanasiados com 30 dias e 13 com microflap curados por segunda intensao eutanasiados com
90 dias. A concentracdo de coldgeno aumentou significativamente em todos 0s grupos,
nenhuma diferenga foi observada no nudmero de células inflamatdrias entre as técnicas.
Concluiram que o uso de micro suturas ou cola de fibrina para fechar lesdes cirdrgicas nas
pregas vocais ndo melhoraram consistentemente a cicatrizacdo das pregas vocais nem
produziram melhores resultados de cicatrizagdo, quando comparado a cicatrizagdo por

segunda intencéo.
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Buscando a preservacdo das estruturas anatdmicas das pregas vocais, 0S
corticosteroides sdo uma opgéo terapéutica comumente usada. O acetonida de triancinolona
(AT) tem um efeito empirico férmula de C 24 H 31 FO 6 e um peso molecular de 434,50 Da.
A duracdo prolongada da acdo de AT (quadro 1) é devido ao fato de que é uma forma
insollvel e portanto, age como uma injecdo de deposito quando injetado. A meia-vida
biologica de administracdo parenteral AT € 18-36 h. Os niveis séricos ap0s injecdo, sdo
praticamente indetectaveis. Em um modelo de coelho, a aplicacdo de AT intravitrea
demonstrou que os olhos normais ndo vitrectomizados exibiam retencdo de até 41 dias apds
(Céceres-del-Carpio et al, 2016).

Os eventos adversos dos corticosteroides, podem ser minimizados com o uso da menor
dose efetiva, pelo menor tempo possivel. Takahashi-Ramos (2014), utilizou-se de 0,1 mL de
volume de dexametasona na concentracdo de 4 mg/mL, o que foi efetivo para resultados
esperados para aquele estudo, sendo assim, calculando-se a equivaléncia entre os
corticosteroides (triancinolona x dexametasona) chegou-se aos mesmos 0,1 mL de volume de

triancinolona na concentracao de 20 mg/mL.

QUADRO 1 - Tipos, poténcia e tempo de acdo dos corticosteroides.

Dose equivalente _A_\tividadel . Tempo de acdo
(mg) antl-mﬂamatorla (horas)
relativa
Curta acao
Hidrocortisona (cortisol) 20 1 8al2
Acetato de cortisona 25 0,8 8al2
Acéo Intermediéria
Prednisona 5 4 12 a 36
Prednisolona 5 4 12 a 36
Metilprednisolona 4 5 12236
Triancinolona 4 5 12236
Longa acéo
Dexametasona 0,75 30 36a72
Betametasona 0,6 30 36a72

Yanagihara et al (1964) ilustraram, pela primeira vez, os beneficios de injecédo
submucosa de corticosteroide (dexametasona) em um grupo de 49 pacientes; 16 com
laringite cronica, 19 com nodulos vocais e 14 com poélipo vocal. Foram observados efeitos
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visiveis em 79% dos pacientes apds a segunda ou terceira injecdo. Os autores notaram que
nodulos fibrosos mais antigos apresentavam maior resisténcia ao tratamento.

Apesar dos beneficios, existem algumas complicacbes possiveis resultantes da
injecdo de corticosteroides. Essas complicacdes, associadas ao uso injetavel de
corticosteroides em prega vocal, incluem atrofia muscular e glandular, caso a injecdo seja
feita em grande profundidade (Mortensen, Woo, 2006). Para avaliar essas complicagdes,
Jin et al (2013) realizaram experimentos com injecdo de AT, em diferentes concentracgoes,
em prega vocal de vinte e quatro coelhos e observaram atrofia muscular e reducdo na
espessura do epitélio nas pregas vocais tratadas com esteroide, independentemente da
dose injetada. Diferencas na resposta inflamatoria, atrofia glandular e deposicdo de
colageno ndo foram observadas entre a prega vocal tratada e a controle.

A duracdo do efeito da injecdo intralesional do esteroide ainda é incerto, porém,
utilizando a técnica de inje¢do no consultério, podem-se tratar cicatrizes das pregas vocais.
Mortensen, Woo (2006) relataram que o efeito do corticosteroide intralesional pode durar de 4
a 12 semanas nessa modalidade terapéutica. Utilizaram aplicacdes intralesional de
metilprednisolona em 34 pacientes com lesdes diferentes de prega vocal (nodulos, cisto,
polipo, cicatriz pds-operatoria, granuloma). Os autores obtiveram sucesso de 87%, definido
como mudanca significativa na voz, a ponto de postergar ou evitar procedimento cirdrgico.
Um estudo multicéntrico conduzido por Woo et al (2011) com 115 pacientes com edema de
Reinke, nddulo, pélipo e cicatriz vocal demonstrou remissao total ou parcial das lesdes em
84,4% dos pacientes submetidos a injecdo intralesional de AT, com melhora significativa na
avaliacdo perceptivo-auditiva e estroboscopica em seguimento de até seis meses.

Hall et al (2012) investigaram o efeito da injecdo intracordal de AT profilética na
modulacdo da resposta inflamatoria, provocada por fonotrauma. Quarenta coelhos foram
aleatoriamente designados para ndo receberem intervencdo (n = 10), 30 minutos de
fonacédo de intensidade elevada (n = 10), injecdo intralaringea bilateral de solucdo salina a
0,9% seguida por 30 minutos de fonacdo de intensidade elevada (n = 10) ou injecao
bilateral de AT, seguido de 30 minutos de intensificacdo da fonagdo de intensidade
elevada (n = 10). O tempo utilizado no presente estudo (30 minutos de fonacéo seguido de
um periodo de recuperacdo de 30 minutos) foi baseado na farmacocinética da AT, que
exerce um efeito farmacoldgico dentro de 1 a 2 horas e a expressdo padrdes dos
mediadores inflamatorios analisados: COX-2, que aumenta 30 minutos pds-lesdo e atinge
0 pico de 1 a 2 horas, constataram auséncia de diferencas significativas na expressao
génica de COX-2, IL1B e TGF-B entre os grupos.
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Uma metandlise, com 344 casos incluidos a partir de sete artigos, demonstrou
aumento significativo no tempo méximo de fonacdo e diminuicdo do Jitter apds injecdo de
corticosteroide ndo associada a procedimento cirdrgico, para tratamento de lesdes
benignas, concluindo portanto, que ha vantagens nessa modalidade terapéutica na busca
pela melhora da emisséo vocal (Long, Zhu 2018).

Os corticosteroides também tém sido estudados como terapia adjuvante em
microcirurgia laringea, na tentativa de evitar a formacdo de cicatriz excessiva
prejudicando a qualidade fonatdria.

Bouchayer, Cornut (1988) descreveram o uso de injecdo de hidrocortisona em
pregas vocais humanas, ao final de fonomicrocirurgia para exérese de lesbes benignas,
com resultados favoraveis como melhor maleabilidade da prega vocal, fechamento glético
e qualidade vocal.

Coleman et al (1999) investigaram o efeito da inje¢cdo de AT na cicatrizagdo de
“microflap” em laringe canina (n= 16) e ndo encontraram diferengas em avaliagdo
videoestroboscopica entre pregas vocais tratadas e ndo tratadas na 22, 42 e 62 semanas apos
a cirurgia, apesar do atraso na resposta cicatricial provocado pelo esteroide. Seccdes
histologicas de pregas vocais tratadas com AT, foram estudadas com morfometria
computacional para examinar as diferencas na resposta de cicatrizagdo tecidual. As
técnicas de coloracdo foram Hematoxilina Eosina e Movat. A coloragdo com
Hematoxilina Eosina, foi usada para analisar a infiltrado inflamatério ao redor do
microflap. A coloracdo de Movat, destaca: elastina, colageno imaturo e coldgeno maduro.
A analise pareada, revelou maior infiltrado inflamat6rio em torno do microflap nas pregas
vocais, tratadas com esteroide em todos os tempos estudados (6,3%, 30,6% e 34,9%, todos
com p < 0,02). A resposta neovascular nas pregas vocais tratadas com esteroide, foi menor
em duas semanas (-20,9%, p < 0,005), mas, maior em quatro e seis semanas (16,3% e
4,3%, p < 0,005). Esses achados, demonstraram um atraso na resposta tecidual da prega
vocal tratada com esteroide de 12 dias para o infiltrado inflamatério e 21 dias para a
resposta neovascular quando comparadas com o lado sem o corticosteroide. A analise por
videostroboscopia laringea in vivo realizadas no pré-operatério e no sacrificio, néo
identificou diferengas significativas na aparéncia, amplitude, onda da mucosa ou
flexibilidade entre as duas pregas vocais.

Em 2007, Alencar et al injetaram dexametasona imediatamente antes da realizagao
de “microflap” em prega vocal de 12 suinos. No grupo controle, foi realizada cirurgia em

prega vocal direita, sem a utilizagdo de corticosteroide injetdvel (n= 6). No grupo
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experimento, antes de realizar o procedimento cirdrgico de exérese dos fragmentos de
mucosa da prega vocal direita no grupo experimento, injetou-se 01ml de fosfato dissédico
de dexametasona (n= 6). As laminas histologicas foram coradas com Picrosirius Red,
inicialmente analisando a caracteristica microscopica do tecido como epitélio e
submucosa. Com um comando no sistema Pro-image-plus 4.5®, sucedeu-se a polarizacdo
da imagem para analise de depdsito de colageno, feita através das cores do tecido. N&o
observaram diferencas significativas na deposicdo de colageno total no grupo operado
com corticosteroides, em relacdo ao grupo operado sem a substancia, em avaliacdo
realizada trinta dias apds o procedimento.

Os estudos conduzidos por Campagnolo et al, em 2010, demonstraram haver menor
deposicdo de colageno na cicatriz de pregas vocais de 12 coelhos tratados com
dexametasona apds inducdo de lesdo cirurgica, quando avaliadas no 3° e 7° dias de pos-
operatério (n = 6 em cada grupo). Uma incisdo cirurgica padronizada, foi efetuada nas
pregas vocais dos coelhos e 0,1 mL de fosfato sodico de dexametasona (4 mg/mL) foi
injetado na prega vocal esquerda, na prega vocal direita, ndo foi injetada e serviu como
controle. As laringes foram coletadas trés e sete dias ap0s a cirurgia. Para analise
histologica, as pregas vocais foram coradas com Hematoxilina-Eosina para quantificagdo
da resposta inflamatéria e com Picrosirius Red para quantificacdo da deposicdo de
colageno. Ndo houve diferenca quantitativa na resposta inflamatéria entre as pregas vocais
injetadas com as pregas vocais corticosteroide e controle. No entanto, a taxa de deposicao
de colageno foi significativamente menor no grupo tratado com corticosteroides em trés e
sete dias apds a lesdo (p = 0,002).

Takahashi-Ramos (2014), em tese de doutorado ainda ndo publicado, fez estudo
experimental em 14 coelhos na fase aguda e tardia da cicatrizacdo, a amostra foi dividida
aleatoriamente em dois grupos, com sete coelhos cada. Todos os animais foram
submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico atraves de laringoscopia de suspensdo para
acesso as pregas vocais, com lesdo cirargica (microflap) e injecdo submucosa de
dexametasona intraoperatéria. Os grupos diferiram apenas no tempo em que foi realizado
seu sacrificio, os animais do Grupo | foram sacrificados no 7° dia de pds-operatorio,
enquanto os animais do Grupo Il, no 180° dia. Foram realizados cortes seriados, com
confeccédo de quantidade variavel de laminas para cada peca, até que fosse obtida a melhor
visualizacdo da lamina propria da prega vocal a ser analisada. As 1dminas foram coradas
com Hematoxilina-Eosina, para analise quantitativa do infiltrado inflamatorio, edema,

hemorragia lesional e perilesional, e com Picrossirius para analise quantitativa e descritiva



14

das fibras coldgenas da lamina propria. Para a andlise das laminas coradas com
Picrossirius, foi utilizado um analisador de imagem, acoplado a um microscépio éptico
equipado com um polarizador de luz. As imagens produzidas foram capturadas e
processadas digitalmente, para a obtencao das porcentagens de colageno. Ndo encontrando
diferencas entre os tempos de 7 e 180 dias apds a lesdo cirurgica com relagdo as
concentragdes de colageno, houve melhor organizacdo e menor espessura nas pregas
vocais com injecdo de corticosteroide, quando comparadas com a prega vocal
contralateral sem a medicacdo, tanto para a fase aguda, quanto para a fase tardia de

cicatrizacao.
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3 OBJETIVO

Avaliar a interferéncia do uso do corticosteroide (acetonida de triancinolona) nas
concentracdes de colageno, no inicio da fase tardia (3 meses) da cicatrizacdo das pregas

vocais de coelhos, ap6s manipulacao cirurgica.
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4 CASUISTICA E METODO
4.1 Tipo de Estudo

Realizado estudo tipo ensaio clinico pareado, exploratorio em animais, randomizado
controlado, simples cego, prospectivo e experimental.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com o protocolo CAAE:
40544115.1.0000.5479 (Anexo A).

Para elaboracdo deste estudo, foram observados oito coelhos operados das pregas
vocais, sendo que de um lado foi utilizado corticosteroide e do outro lado ndo foi utilizado
nada. Apés trés meses os coelhos foram eutanasiados e realizadas avaliagBes
histomorfométricas e quantificacdo das concentracdes de colageno.

4.2 Critérios de Inclusao

Foram selecionados oito coelhos brancos da Nova Zelandia (Oryctolaguscuniculus),

saudaveis, adultos jovens, machos, com massa corporal entre 3,5 kg e 4,5 kg.
4.3 Critérios de Excluséo

Foram excluidos coelhos, que falecerem antes do tempo previsto para o estudo.
4.4 Coleta da Amostra e Instrumentos da Pesquisa

Os coelhos foram adquiridos no biotério do Centro de Experimentacdo e Treinamento
em Cirurgia do Hospital Israelita Albert Einstein (CETEC-Einstein). Ao total, oito coelhos
foram submetidos ao procedimento cirargico.

A vivisseccdo dos animais, obedeceu as normas da Lei Federal n® 6.638 de 8 de maio
de 1979 e aos principios éticos na experimentacdo, postulados pelo Cddigo Brasileiro de
Experimentagdo em Animais (COBEA). O protocolo foi realizado de acordo com as normas
da Comissdo de Etica da Unidade de Técnica Cirlrgica Experimental do Hospital Israelita
Albert Einstein.
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4.5 Procedimento Cirargico

4.5.1 Anestesia

Os animais foram submetidos a jejum por doze horas, sendo o suprimento de agua,
retirado seis horas antes do procedimento cirurgico.

Todos os animais foram anestesiados pelo mesmo veterinario, habituado em anestesia
de animais de pequeno porte. Foram utilizados as seguintes medicagdes: Acepromazina 2
mg/mL na dose de 0,2 mg/kg intramuscular (IM), Ketamina 100 mg/mL na dose de 40 mg/kg
IM, Xilazina 20 mg/mL na dose de 10 mg/kg IM e Atropina 0,25 mg/mL na dose de 0,1
mg/kg subcutanea (SC) como medicacgdes pré-anestésicas. Além de, Ketamina 100 mg/mL na
dose de 20 mg/kg IM ou intravenosa (IV) e Diazepam 5 mg/mL na dose de 4 mg/kg IM ou IV
como inducdo anestésica.

Os coelhos foram monitorizados, e para eventuais depressdes respiratorias ou apneias,
foi disponibilizado oxigénio em recipiente portétil. Logo apds a anestesia, 0s animais foram
posicionados em decubito dorsal, em pro clive em mesa coberta por campo cirdrgico estéril.
Para a retificacdo da laringe, foi colocado coxim de campo cirdrgico na regido dorsal superior

do animal.

4.5.2 Descrigdo cirurgica

- Coelho sob sedagdo e ventilacdo espontanea, em decubito dorsal, hiperextensao
cervical com coxim dorsal (Fig. 2).

- Tricotomia da regido cervical anterior, assepsia, antissepsia com gluconato de
clorexidina e colocagdo de campos cirurgicos.

- Incisdao vertical na regido cervical anterior com bisturi frio (lamina 15), da
proeminéncia laringea até o limite inferior da cartilagem cricoide, evidenciadas a
palpacao (Fig. 3).

- Divulsdo do tecido subcutdneo e musculatura cervical, com auxilio de pinga Kelly,
curva até o pericondrio da cartilagem tiredidea e exposicao total da mesma com
auxilio de afastadores Farabeuf delicados.

- Hemostasia da pele e subcutdneo com auxilio de eletrocoagulagao.
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Incisdo vertical medial com bisturi frio (lamina 15) da cartilagem tiredidea, com
inicio na membrana cricotiroidea até o terco superior da mesma, sem transfixar toda
a sua extensao, objetivando evitar o sangramento excessivo desta regido inferior da
cartilagem (obs: muito vascularizada no coelho).

Visualizagdo das estruturas anatomicas sob microscopia, com identificagdo das
pregas vocais, ventriculo de Morganni e pregas vestibulares com auxilio de
afastador autostatico e Farabeuf.

Incisdo com a lamina 11 no ter¢o anterior das pregas vocais, de aproximadamente
Smm e subsequente descolamento cuidadoso da mucosa, com visualizagdo do
ligamento vocal e preservagdo do mesmo (Fig. 4).

Injecdo de 0,1 mL de triancinolona a 20 mg/mL na prega vocal esquerda;

Sutura por planos da cartilagem tiroidea, musculatura laringea, subcutdneo com
auxilio de fio vicryl 4.0 e da pele com nylon 4.0.

Curativo cervical com pomadas dermatologicas “Quadriderm (Betametasona +
Clioquinol)” e “Bactrovert (Sulfadiazina de prata + Cipermetrina + Diclorvos)”.

Fim da cirurgia.
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Incisdo da proeminéncia laringea até o
limite inferior da cartilagem cricoide

FIGURA 2 - Incis&o vertical da pele do pescoco.
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FIGURA 3 - Divulsdo do tecido subcutaneo e musculatura cervical, com auxilio de pinca
Kelly, curva até o pericéndrio da cartilagem tiredidea e exposicao total da
mesma.
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FIGURA 4 - A) Incisdo na face superior da prega vocal esquerda. B) Descolamento
cuidadoso da mucosa. C) Acomodacdo do microflap apds injecdo de
triancinolona.

A analgesia pos-operatéria foi feita com Dipirona 750 mg/mL na dose de 25 mg/kg
SC ou IM. Foi também realizado um curativo da ferida operatéria com pomadas
dermatologicas “Quadriderm (Betametasona + Clioquinol)” e “Bactrovert (Sulfadiazina de
prata + Cipermetrina + Diclorvos)”, por um periodo de sete dias. Além do antibiotico, terapia

de uso veterinario Flotril 10% (Enrofloxacina) em dose Unica diaria por trés dias.
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4.6 Eutanésia

Os animais foram sacrificados trés meses apds o procedimento. Durante este periodo
os animais ficaram sob supervisdo dos funcionarios do biotério, visando o bem-estar dos
mesmos, com interacdo diaria entre os animais e diversificacdo dos alimentos oferecidos.

Os animais foram submetidos a0 mesmo pré-anestésico e anestesico utilizado no
procedimento cirdrgico, seguido de overdose de Tionanbutal e Cloreto de Potéssio
endovenoso, sendo confirmada a morte pela supresséo cardiorrespiratéria e reflexo midriéatico.

Apds a morte, a laringe do animal foi removida através de incisdo cervical na linha
média e exérese cirurgica dos limites superiores da laringe, até o segundo ou terceiro anéis
traqueais, removido partes moles até o pericondrio externo laringeo isolando a laringe (Fig.
5). A laringe foi ressecada e dividida em hemilaringes (Fig. 6), posteriormente separadas
somente na regido glotica, preservando 3mm da subglote e da supraglote (Fig. 7), para o
subsequente estudo histolégico. Observacdo: para identificacdo da posicdo anatdmica da peca,
além dos parametros anatdmicos, como a aritenoide, ventriculo de Morgani e a prépria prega
vocal, ainda foi fixado um ponto com o nylon 4.0 no quadrante pdstero superior do andar
gldtico removido, para se ter a certeza do emblocamento correto pelo técnico do laboratério
(sempre 0 mesmo técnico para a confeccdo de todas as laminas do estudo). A peca foi fixada
em formol a 10% durante no méaximo sete dias. Finalizado o periodo de fixacdo de 24 horas
em formol 10%, foram retiradas trés amostras retangulares da lamina histoldgica. Todas as
amostras foram acondicionadas em capsula histoldgica e colocadas no autotécnico (Leica
modelo RM 2145), para processamento overnight, sendo desidratadas em concentracdes
diferentes e crescentes de alcool etilico a 70%, 80% e 90%. Posteriormente, foram
diafanizadas em xilol, contendo misturas sequencialmente concentradas de parafina, durante
12 horas, em seguida, foram incluidas em parafina quente (Leica modelo EG 1160). Os
blocos de parafina foram microtomizados em cortes de Sum e dispostos em Iamina de vidro
de 75 mm x 25 mm e coradas inicialmente em Hematoxilina-Eosina e em seguida analisadas
sob microscopia, para deteccdo do epitélio pavimentoso estratificado e a lamina propria,
certificando-se da presenca das pregas vocais no corte histoldgico, para s6 depois seguir com
a confeccgdo das outras laminas. Foram executados trés niveis de corte para cada coloracéo de
estudo: Hematoxilina-Eosina, Verhoeff, Picrosirius Red e Tricromico de Masson, nesta

ordem.



FIGURA5 - Visualizagdo das pregas vocais em peg
(Vista superior).

FIGURA 6 - Laringe ressecada em hemilaringes.
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Supraglote

FIGURA 7 - Isolamento apenas do andar glético laringeo para posterior analise histologica.
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4.7 Estudo Histoldgico

O preparo das I&minas, foi realizado nas instalacdes do laboratorio do Departamento de
Morfologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo.

Inicialmente, foram realizados cortes seriados das pecas na coloracdo de Hematoxilina-
Eosina, até a localizagdo do epitélio escamoso e a ldmina propria das pregas vocais (&rea de
interesse). O nimero de cortes até a localizacdo do epitélio escamoso, variou entre 1 a 6 cortes
seriados, logo apds, foram confeccionadas as laminas em coloracdes de Verhoef, Picrosirius Red
e Tricromico de Masson.

A leitura das laminas coradas em Hematoxilina-Eosina (uma lamina da prega vocal direita
e uma lamina da prega vocal esquerda de cada coelho) e Verhoeff (uma l&mina da prega vocal
direita e uma lamina da prega vocal esquerda de cada coelho), foram realizadas sob luz
microscépica de forma randomizada controlada e simples-cego por um patologista experiente do
Departamento de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de
Misericdrdia de Sao Paulo, objetivando a quantificacdo inicial dos achados histomorfométricos,
para posterior quantificacdo do colageno, nas coloracBes de Picrosirius Red e Tricromico de
Masson. Além de achados morfoldgicos que poderiam estar associados ao processo cicatricial
pds-operatorio, como: metaplasias condroides, microabscessos, macréfagos gigantes de corpo
estranho, metaplasia escamosa, eosinofilia e processo inflamatério anémalo, a intencdo foi
também, para garantir que as amostras ndo apresentassem quadros inflamatérios ou fibrose
andmala e definicéo da fase cicatricial da amostra (Fig. 11 e Fig. 12).

As coloragbes de Picrosirius Red e Tricrémico de Masson, foram utilizadas para a
identificacdo do colageno no tecido estudado. O colageno apresenta-se em tons avermelhados na
coloragéo de Picrosirius Red e em tons azulados na coloragdo Tricromico de Masson (Fig. 13,
Fig. 14, Fig. 15 e Fig. 16). As fibras colagenas foram quantificadas pela coloracéo de Picrosirius
Red (uma lamina da prega vocal direita e uma lamina da prega vocal esquerda de cada coelho) e
Tricrémico de Masson (uma lamina da prega vocal direita e uma lamina da prega vocal esquerda
de cada coelho), utilizando-se do “Digitalizador de Laminas 3D Histech” da Rede Premium FM-
USP (Faculdade de Medicina — Universidade de Sao Paulo), para escaneamento das laminas em
alta definicdo. Para o processamento da imagem, foi utilizado o software Pannoramic Viewer
(que funciona como um microscopio optico: aumentando, diminuindo e deslocando as imagens
em diversas regides da ldmina), padronizando as imagens em aumento 100x; para somente depois
a imagem salva ser analisada pelo software ImageJ, quantitativamente em porcentagens, sobre a
area avaliada no que se refere as concentragdes de colageno, foco principal de nosso estudo.
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4.8 Anélise no ImageJ

Sequencial de comandos durante o processamento das imagens no software ImageJ

(Bedoya, 2016):

1.
2.

Abrir o software ImageJ.

File — Open (Visualizagdo da imagem da lamina histoldgica previamente processada
pelo software Pannoramic Viewer) (fig. 8).

Marcar barra de escala com a ferramenta Straight (Direto) para que o software
reconheca e converta os valores de micrdmeros para pixels (observacdo: essa
adequacao foi realizada apenas uma vez para que a barra de 500 micrémeros fosse
sempre a mesma para todas as laminas em aumento de 100x, pois o software
memoriza tal etapa para todas as analises subsequentes).

Image (Imagem) — Type (Tipo) — RGB Stack (Empilhar): Conversdo da imagem
colorida para escala de cinzas, pois o0 software sé reconhece tons de branco e preto
para o calculo das porcentagens de colageno.

Image — Stacks — Stack to Images (Empilhar as Imagens): Trés imagens se abrirdo:
green (verde), red (vermelha) e blue (azul); a green € a que mais destaca o colageno.
As imagens red e blue devem ser descartadas e fechadas.

Image — Adjust (Ajustar) — Threshold (Limiar): deslocamento para a direita ou
esquerda da barra de rolagem Threshold, até o maior destaque visual do colageno.
Antes da padronizacdo do Threshold em pixels, todas as laminas foram analisadas

desta forma em primeiro teste (Fig. 9).
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FIGURA 8 - Lamina histoldgica da prega vocal direita corada em Picrosirius Red (destaque
do colageno em vermelho escuro).
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FIGURA 9 - Threshold em 85 pixels.
(Observacéo: para analise inicial das laminas, antes da padronizacdo do limite em 85 pixels,
foi visualizada tanto a imagem em escalas de cinza, quanto a imagem colorida, para poder
destacar com maior exatiddo o colageno. O analisador, sempre 0 mesmo, deveria reconhecer 0
colédgeno na lamina colorida, para usar a ferramenta Threshold corretamente, na primeira

analise de cada lamina)
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7. Limpar a barra de escala — Selecionar barra com a ferramenta Rectangular ir para Edit
(Editar) — Clear (Limpar) (somente se a barra de escala estivesse atrapalhando a
analise da imagem, para que ela ndo fosse contabilizada no resultado final em
porcentagem sobre a area selecionada).

8. Analyze (Analisar) — Set Measurements (Definir medidas) - Marcar somente 0S
pardmetros: Area, Area Fraction (Fragdo da Area), Limit to Threshold (Limite ao
Limiar), Display Label (Etiqueta de exibicdo) e Perimeter (Perimetro) (uma vez
marcados, ficam memorizados para as analises seguintes).

9. Selecionar a area de interesse para analise com a ferramenta Freehand Selection
(Selecdo a Mo Livre) (Fig. 10): selecionado o epitélio pavimentoso estratificado ndo
queratinizado + a lamina prépria. Do epitélio em direcdo ao musculo vocal, ndo

incluido o ultimo, foram orientadas linhas paralelas entre si.

Coven M - - E

10. Analyse (Analisar) — Measure (Medida): para obtencdo dos resultados finais da

analise, que em seguida foram copiados no programa Microsoft Excel.



29

4.9 Analise Estatistica

Foram descritas as caracteristicas quantitativas com uso de medidas resumo (média,
desvio padrdo, mediana, minimo e maximo) e as variaveis semi quantitativas e qualitativas,
foram descritas com uso de frequéncias absolutas e relativas. As caracteristicas foram
comparadas entre os lados com uso de testes Wilcoxon pareado (Kirkwood, Sterne, 2006).

As andlises foram realizadas com uso do software IBM-SPSS for Windows versdo

20.0 e tabulados com uso do software Microsoft-Excel 2003 e os testes foram realizados com
nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADO

Houve a exclusdo de um coelho da amostra, pois 0 mesmo veio a ébito por infeccéo
poOs-operatorio tardia, de dois meses.

A analise dos dados histomorfometricos descritos na tabela 1, demonstraram que as
pregas vocais se encontravam em quadro inflamatorio, de leve a moderado em todos os
coelhos, tanto a direita quanto a esquerda. Os demais achados morfoldgicos também foram

semelhantes entre os lados com e sem corticosteroide.
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TABELA 1 - Descricdo das caracteristicas avaliadas segundo lado (uso do corticosteroide)
de achados histomorfométricos junto ao patologista.

Sem corticoide

Com corticoide

Variavel (N=7) (N=7) p
Hematoxilina Eosina infiltrado inflamatério 0,564
Leve (fig. 11, 12) 5 (71,4%) 4 (57,1%)

Moderado 2 (28,6%) 3 (42,9%)

Verhoeff Fibra elastica 0,180
Ausente 6 (85,7%) 3 (42,9%)

Leve 1 (14,3%) 4 (57,1%)

Pericondrite aguda com microabscessos > 0,999
Ausente 6 (85,7%) 6 (85,7%)

Presente 1 (14,3%) 1 (14,3%)

Macrdéfagos e células gigantes tipo corpo estranho > 0,999
Ausente 6 (85,7%) 6 (85,7%)

Presente 1 (14,3%) 1 (14,3%)

Fibrose subepitelial (fig. 14) 0,317
Ausente 2 (28,6%) 3 (42,9%)

Presente 5 (71,4%) 4 (57,1%)

Fibroblastos jovens > 0,999
Ausente 5 (71,4%) 5 (71,4%)

Presente 2 (28,6%) 2 (28,6%)

Metaplasia escamosa 0,317
Ausente 5 (71,4%) 6 (85,7%)

Presente 2 (28,6%) 1 (14,3%)

Infiltrado inflamatério linfoplasmocitario subjacente ao epitélio 0,317
Ausente 5 (71,4%) 6 (85,7%)

Presente 2 (28,6%) 1 (14,3%)

Nodulo fibrotico na tdnica muscular 0,317
Ausente 7 (100%) 6 (85,7%)

Presente 0 (0%) 1 (14,3%)

Eosindfilo 0,317
Ausente 7 (100%) 6 (85,7%)

Presente 0 (0%) 1 (14,3%)

Metaplasia controide 0,317
Ausente 4 (57,1%) 5 (71,4%)

Presente 3 (42,9%) 2 (28,6%)

Edema da submucosa 0,317
Ausente 4 (57,1%) 5 (71,4%)

Presente 3 (42,9%) 2 (28,6%)

Plasmdcitos, 0,317
Ausente 2 (28,6%) 3 (42,9%)

Presente 5 (71,4%) 4 (57,1%)

Teste de Wilcoxon pareado
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Infiltrado inflamatorio leve
Epitélio pavimentoso estratificado
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FIGURA 11 - Lamina histolégica da prega vocal esquerda tratada com corticosteroide
intralesional do coelho de nimero 2 corada em Hematoxilina Eosina.
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FIGURA 12 - Lamina histologica da prega vocal direita ndo tratada com corticosteroide
intralesional do coelho de ndmero 4 corada em Verhoeff (fibras elasticas
coradas em preto). Notam-se poucos vasos sanguineos (fase de remodelacdo

cicatricial).
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FIGURA 13 - Lamina histolégica da prega vocal esquerda tratada com corticosteroid
intralesional do coelho de nimero 4 corada em Tricrobmico de Masson
(colageno corado em azul). Achado morfol6gico: metaplasia.
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FIGURA 14 - Lamina histologica da prega vocal direita ndo tratada com corticosteroide
intralesional do coelho de nimero 4 corada em Picrosirius Red (colageno
corado em vermelho mais escuro). Fibrose subepitelial no local onde a mucosa

sofreu a incisdo cirdrgica.
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ConcentracGes de colageno, avaliados segundo lado (uso do corticosteroide) revelaram
resultados semelhantes nos testes comparativos (Wilcoxon pareado). Os resultados obtidos,
foram calculados pelo software ImageJ (Schneider et al, 212), sendo padronizado como 85
pixels o Threshold (Limiar) para destaque do colageno nas laminas, pois esse foi 0 numero
encontrado ap6s média aritmética de todas as laminas em primeira anélise, teste que mais

destacou o col&geno.

TABELA 2 - Descrigdo das concentragdes de colageno.

vVariavel Sem corticosteroide Com corticosteroide D
(N=7) (N=7)

Picrosirius Red (%)

Média + DP 141+438 23,3+14,3

Mediana (min.;max.) 11 (11;24) 20 (6;47) 0,091
Tricrémico de Masson (%0)

Média + DP 40,5+ 20,9 45,8 + 16,3

Mediana (min.;max.) 31(21,1;80,9) 48,4 (23,8;69,4) 0,237

A Tab. 2 mostra que nenhuma das caracteristicas avaliadas, apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre o lado em que foi usado corticosteroide e o lado que nao
foi (p > 0,05).

Aumento de 100 x

FIGURA 15 - Lamina histologica da prega vocal direita ndo tratada com corticosteroide
intralesional do coelho de nimero 4 corada em Picrosirius Red.
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FIGURA 16 - Lamina histolégica da prega vocal esquerda tratada com
intralesional do coelho de nimero 4 corada em Picrosirius Red.
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6 DISCUSSAO

A voz sempre foi o principal instrumento de comunicagdo humano. Mesmo na era
digital, onde as midias sociais e os telefones mdveis dominam o mercado, a voz ainda
continua sendo o0 meio de comunicacdo mais fidedigno e isento de falhas interpretativas
(Benninger, Murry, 2006). A disfonia pode ser decorrente a varios problemas funcionais e
organicos, sendo que os de origem funcional normalmente sdo tratados com fonoterapia e 0s
organicos com medicamentos e cirurgia (Ishiki et al, 1999).

O coelho foi 0 modelo animal escolhido neste estudo por apresentar ultraestrutura
semelhante ao do ser humano, apesar do seu tamanho reduzido o que dificulta a precisao
cirurgica, além de ser um animal com baixo indice de trauma fonatério, o que o diferencia
do ser humano, que normalmente usa muito a voz para suas atividades. O coelho possui
baixo custo de manutencdo (fator essencial para este estudo, pois 0 mesmo permaneceu por
trés meses sob os cuidados dos funcionérios do biotério), facilidade para confec¢do das
laminas histoldgicas e distribuicdo semelhante de fibras colédgenas e elasticas quando
comparadas ao do ser humano (Kurita et al, 1983).

Ressalta-se, que este estudo foi baseado na comparacdo entre as pregas vocais do
mesmo animal, logo, as possiveis diferencas na formulacdo dos corantes, ndo afetaram a
analise comparativa. E importante destacar, que nenhum dos animais apresentou evidéncias
de infeccdo durante o periodo de observacdo, que pudessem influenciar no processo de
cicatrizacdo, o unico coelho que adquiriu infeccdo pos-operatoria foi excluido.

A escolha de sete animais como casuistica desta pesquisa, foi determinada porque se
considerou antiética a eutandsia excessiva de animais. A anlise estatistica aplicada, revelou
resultados significativos e suficientes para a comparagdo desejada inicialmente (p < 0,05).
Diversos estudos disponiveis na literatura, dividem os animais em grupos a serem estudados
em todas as fases da regeneracao tecidual, sendo necessario, portanto, um nimero maior de
animais (Coleman et al 1999, Rousseau et al, 2003 e 2004). No presente estudo, optou-se
por analisar apenas a fase de remodelacgéo cicatricial, para ndo envolver um nimero maior
de animais. O nimero de individuos de outros estudos dividido em grupos, assemelha-se a

presente casuistica (Quadro 2).
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QUADRO 2 - Estudos disponiveis na literatura.

Autor NUmero da amostra Tempo de eutanésia
Alencar et al, 2007 12 porcos 30 dias
Branski et al, 2005 8 grupos de 4 coelhos 12 horase 1,3,5, 7, 10, 14, e 21 dias
Campagnolo et al, 2010 2 grupos de 6 coelhos 3 e7dias
Coleman Jretal, 1999 3 grupos de 5 cachorros 15, 30 e 42 dias
Duprat et al, 2004 3 grupos de 8 coelhos 7,21 €90 dias
Maunsell et al, 2013 9 grupos de 5 a 7 coelhos 7,30 e 90 dias
Portes et al, 2012 6 porcos 90 dias
Scapini et al, 2011 3 grupos de 6 coelhos 7,30 e 90 dias
Rousseau et al, 2003 2 grupos de 3 cachorros 60 e 180 dias
Rousseau et al, 2004 8 coelhos 180 dias
Thiebault et al, 2002 5 coelhos 60 dias

Cirurgias laringeas, normalmente séo realizadas por laringoscopia de suspensdo em
humanos, porém, devido ao seu tamanho reduzido, os leporinos tem dificil acesso
cirargico por essa via, 0 que poderia deixar a amostra assimétrica devido a técnica
cirargica variavel entre os individuos, como por exemplo, o tamanho da lesdo das pregas
vocais, o local e volume injetado nas pregas vocais, podendo até mesmo ser injetado na
supra ou subglote acidentalmente, por esse motivo escolhemos a laringofissura para o
procedimento, deixando mais uniforme as amostras, via de acesso ja testada e aprovada
para estudo das pregas vocais (Maunsell et al, 2013, Carneiro et al, 2009; Duprat et al,
2004). Por se tratar de local de dificil acesso e bidpsia, a regido gldtica ndo possibilita
estudos desse tipo em humanos, diferentemente de outras regides do corpo, como a pele
por exemplo. Ainda tratando-se da técnica cirdrgica, na prega vocal direita ndo foi
aplicado qualquer substancia para mimetizar a situacéo real cirdrgica, realizada em seres
humanos.

A maioria dos estudos, comprova que a presenga de cicatriz nas pregas vocais,
resulta quase sempre em disfonia, alterando assim, a ultraestrutura de corpo e cobertura das
pregas vocais, tornando-a mais rigida. A deposicéo de fibrose e coldgeno nas pregas vocais,
resultaria em rigidez mucosa, afetando assim a emissdo vocal, porém, Thibeault et al (2002)
sugeriram que esse processo ndo fosse apenas devido ao aumento puro e simples do
colégeno, mas da desorganizacgéo estrutural das fibras coldgenas. Além disso, a alteragdo da
relacdo entre proteinas intersticiais (exemplos: fibronectina, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos) e proteinas fibrosas (exemplos: coldgeno e elastina) deve

desempenhar papel fundamental, no processo cicatricial das pregas vocais e consequente
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piora na qualidade fonatdria. Frente aos nossos resultados, pode ndo haver diferenga nas
concentragfes de coldgeno, mas provavelmente ha diferenca na disposicdo dessas fibras,
mesmo em fases tardias de cicatrizagéo.

A fase de remodelacdo da cicatrizacdo, foi considerada a mais importante para esta
pesquisa, ja que nesta fase estdo os resultados finais do processo de cicatrizagdo e a
formacdo de retracdes e fibrose no tecido manipulado. Ha de se convir, que a cicatrizacao,
ndo é um processo com fases definidas por datas exatas, mas sim um evento de fases
sobrepostas, que resulta em tecido funcional ou ndo, variando em tempo para sua
estabilizacdo conforme o Orgdo e espécie a serem estudados. Branski et al, 2005
demonstraram que no sétimo dia ap6s desnudamento das pregas vocais de coelhos,
observaram-se deposicdo de colageno mais maduro, tais achados sugeriram que a fase de
remodelacdo ja estava ativa, no sétimo dia apds a leséo.

No presente estudo, a avaliacdo foi realizada na fase de remodelacéo da cicatrizagéo,
apos trés meses do procedimento, quando a cicatriz j& havia passado pelo processo de
inflamatdrio e proliferativo, mas ndo necessariamente em situacéo final e estavel quanto ao
colageno, que provavelmente, mantém seu aumento até o sexto més apoés a lesdo (Rousseau
B., 2004). Nesta fase, trés meses, o processo inflamatoério € insignificante e a preocupacéo
maior foi avaliar a concentracdo das fibras de colageno presente nos tecidos manipulados.
Em um estudo sobre a cicatrizacdo das pregas vocais de coelhos, Thiebault et al (2002)
observaram que na fase inicial de remodelacdo (dois meses apds a lesdo), o colageno
depositado na matriz extracelular de pregas vocais lesadas, apresentava fibras finas e
desorganizadas. Rousseau et al, em 2004, fizeram avaliacdo semelhante, porém, na fase
final da remodelacdo das pregas vocais de coelhos, demonstraram que esta fase se inicia no
segundo més apds a lesdo, e se estabiliza no sexto més. Nesta fase, as fibras de colagenos
eram mais densas e organizadas. Segundo estes estudos ha uma melhor organizacdo dos
feixes de colageno nos tecidos lesados nos periodos tardios da cicatriza¢do. Pode-se afirmar,
portanto, que quaisquer intervencdes na fase aguda do processo cicatricial, sO poderdo ser
avaliadas em fases tardias, sobretudo no tocante a organizacdo e espessura do colageno.
Existem poucos estudos sobre a fase tardia da cicatrizacdo apos fonocirurgia (Rousseau et
al, 2003 e 2004) e menor quantidade ainda, sobre o uso de corticosteroides nesta fase da
cicatrizacdo. Por esse motivo, estudamos a fibrose, inicialmente, no terceiro més apds a
lesdo, porém, estudos com mais tempo, seis meses ou mais, seriam de extrema importancia
para elucidacdo desse assunto, sobretudo quanto a organizacdo e disposicdo das fibras.

Embora Rousseau et al, preconizassem que estudos para avaliacdo de cicatrizacdo crénica
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de prega vocal em coelhos, sejam realizados com avaliacdo seis meses ap6s o procedimento,
ndo sendo possivel descartar, que os achados de aumento do colégeno e sua organizacdo em
faixas largas também possam ser idénticos com tempo de avaliacdo de trés meses de pos-
operatorio.

A coloracdo de Hematoxilina-Eosina, foi escolhida, por permitir a identificagdo da
arquitetura tecidual e celular, além de classificar a fase de cicatrizacdo que as laminas se
encontravam. Para confirmacdo dos achados, a coloracdo de Verhoef também foi utilizada,
onde foram encontradas caracteristicas semelhantes em ambas as colora¢6es. Esses achados,
sugerem processo inflamatério, em fase de remodelacdo inicial, objetivo deste estudo,
porém, sem diferenca significativa entre as pregas vocais com e sem injecdo de AT.
Concordamos que a analise desses achados na coloracdo de Hematoxilina-Eosina e Verhoef
foi subjetiva, porém, ressalta-se que o foco de nosso estudo era a quantificacdo do colageno
e ndo para achados histomorfométricos. Apesar disso, a analise nessas duas coloracdes, foi
concordante em seus resultados, ou seja, duas analises simples cego semelhantes, realizadas
pelo patologista, o que valoriza esses achados.

Os achados morfologicos mais relevantes sob microscopia Otica, junto ao patologista
em simples cego foram: o infiltrado inflamat6rio que indicou leséo tecidual prévia, ou seja,
localizagdo correta do corte histoldgico onde a prega vocal foi incisada cirurgicamente. Ha,
maior nimero de amostras com processo inflamatdrio leve (cinco coelhos sem a injecdo de
corticosteroide e quatro com a injecdo de corticosteroide), o que nos fornece indicios de que
a cicatrizacdo ja se encontrava em fase mais avancada, com diminui¢do do infiltrado
inflamatério (Witte, Barbul, 1997). Fibroblastos jovens, produzem colageno, elastina e
proteases presentes na fase de remodelacdo da cicatrizacdo (Janis, Harrison, 2014; Wang et
al, 2018). A metaplasia escamosa, pode representar a transi¢do do epitélio respiratdrio, para
0 pavimentoso estratificado das pregas vocais, ou reepitelizagdo devido a lesdo tecidual e
remodelacdo (Duarte, 2006; Daniilidis et al, 1983). A metaplasia condroide, s6 pode ser
encontrada na fase mais avancada de remodelacdo. Foram encontrados em trés pregas
vocais sem o corticosteroide e em duas com o corticosteroide, nimero relevante na amostra.
Pode ser atribuida a ativacdo de condrocitos presentes em camadas mais profundas, em
resposta a injuria tecidual (Adriaansen FC, 1986).

Também foi verificado em todas as laminas, a presenca do epitélio de revestimento
escamoso, para a certificacdo da localizacdo de pregas vocais. A pericondrite aguda com
microabscessos, caracterizaram lesdo e necrose tecidual prévia com posterior formacdo de

microabscessos no local da incisdo cirargica. Macrofagos e células gigantes, tipo corpo
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estranho, estdo presentes em apenas um coelho, em ambos os lados, provavelmente, devido
a reacdo de corpo estranho ao fio de sutura. Fibrose subepitelial: a fibrose apresenta seu
pico na fase de remodelacéo, foco de nosso estudo; o fato de estar localizado no subepitelio,
indica local correto da confec¢do das laminas, ou seja, exatamente no local da incisdo
glética (Witte, Barbul, 1997).

O Picrosirius Red é utilizado para quantificacdo das fibras de colageno. Apesar de
Junqueira et al proporem a possibilidade de diferenciar os colagenos I, 11l e IV por meio das
diferentes cores vistas a luz polarizada no Picrosirius Red, trabalhos subsequentes
mostraram que a polarizacdo é também influenciada pela espessura das fibras de colageno e
pela densidade e organizacdo de seus feixes (Junqueira et al, 1982; Dayan et al, 1989).
Frente a essa limitacdo do método, optamos por quantificar a densidade total de colageno na
lamina prépria e ndo seus subtipos, ja que ha o predominio do colageno do tipo | em fase
tardia pré-estabelecido em estudos anteriores (Doillon et al, 1985; Li et al, 2007). A
coloracédo de Picrosirius Red, cora em tons de vermelho todas as estruturas colagenas, sob a
luz convencional, ndo diferenciando estruturas colagenas intersticiais, endoteliais e da
membrana basal, o que deve ser considerado na avaliacdo das concentracBes totais do
colégeno cicatricial, apés lesdo tecidual. O Tricrémico de Masson, também é amplamente
utilizado para visualizagdo de fibrose tecidual (Street et al, 2014). Com base nesses dados,
foram somados dois métodos de analise efetivos e confidveis para o estudo do colageno, o
Picrosirius Red e o Tricrémico de Masson, ambos, quantificados pelo software ImageJ. Na
andlise dos dados, foram observadas areas de fibrose semelhantes nas pregas vocais, com e sem
a aplicacdo de AT, resultado compativel para as duas coloracGes, citadas para estudo do
colageno.

Para a analise objetiva do colageno, utilizamos o software ImageJ, usado para estudos
com laminas histoldgicas, inclusive com as coloragdes Picrosirius Red e Tricromico de
Masson, porém, quando comparamos a acuracia deste software entre essas coloragdes,
observa-se melhor consisténcia com o Picrosirius Red (Anexo B) do que com o Tricrémico
de Masson (Street et al, 2014), justificando assim, a diferenca nos valores encontrados no
coelho 3, para a porcentagem de colageno na prega vocal sem a injecdo da triancinolona
(Anexo C).

A cicatriz, quando presente na ultraestrutura das pregas vocais, sempre causa
prejuizo na qualidade vocal. A aplicacdo de corticosteroides injetaveis no intraoperatorio
de cirurgia das pregas vocais, tem o intuito de melhorar a voz, no entanto, ainda ndo é

consenso nos grandes servicos de otorrinolaringologia e na literatura. Muitos estudos
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foram realizados para a anélise do processo cicatricial das pregas vocais, até a fase de
proliferacdo (Branski, 2005, Campagnolo 2010, Alencar 2007, Coleman 1999), porém,
ainda sdo poucos 0s que se propuseram a analisar a fase de remodelamento, e em menor
quantidade, ainda com injecédo de corticosteroides nesta fase do processo.

Coleman et al (1999) encontraram aumento significativo de infiltrado inflamatério
ao redor do “microflap” cirdrgico na prega vocal de cdo tratada com triancinolona, quando
comparada a prega vocal que sofreu a mesma lesdo e ndo recebeu o tratamento na 22, 42 e
62 semanas, apods a cirurgia. Segundo os autores, o aumento do infiltrado inflamatorio foi
decorrente do atraso da resposta inflamatdria provocada pelo corticosteroide. Isso
explicaria resultados favoraveis ao corticosteroide em estudos que analisaram as fases
iniciais do processo de cicatrizacdo das pregas vocais, no que se refere as concentracoes
de colageno, que ainda se encontra em baixos niveis na fase de inflamacéo e proliferacao.
Aparentemente, o patamar cicatricial e as concentragfes de coladgeno, chegam ao mesmo
nivel em fases tardias, o que corrobora com nosso estudo, onde as diferencas nas
concentracdes de colageno foram estatisticamente insignificantes. Qualquer que seja o
efeito do corticosteroide sobre a cicatrizacdo durante a fase aguda, este efeito parece nao
ser perpetuado em fases mais tardias. Ao analisarmos os coelhos sacrificados no terceiro
més de poOs-operatorio, observou-se que ndo h& diferenga estatistica no infiltrado
inflamatdrio, achados morfologicos e concentracdo de coldgeno entre as pregas vocais
com e sem a injecdo de corticosteroide.

Estudos com humanos (Yanagihara et al 1964; Mortensen, Woo 2006; Long, Zhu
2018) apontam para o uso dos corticosteroides injetaveis intralesional em lesdes benignas
pequenas, ndo associadas a fonocirurgia, pois, quando realizada no intraoperatorio, 0s
resultados ndo sdo favoraveis, tanto em estudos com humanos quanto com animais. Para
todo tratamento medicamentoso, os efeitos colaterais também devem ser analisados
quanto aos riscos e beneficios, Jin et al (2013) em experimento com injecdo de AT, em
diferentes concentracdes em prega vocal de coelhos, observam importantes efeitos
adversos, independentemente da dose injetada, porém, em seu estudo, ndo foi
confeccionado uma incisdo nas pregas vocais estudadas, simulando assim, um ato
cirargico.

O uso injetavel de corticosteroides no intraoperatdrio, ainda é assunto controverso,
existem outras formas de uso intralesional, com base cientifica mais consolidada e
resultados mais satisfatorios. A AT possui acdo prolongada quando injetada. A meia-vida

biologica de administracdo parenteral AT é 18-36 h. Os niveis séricos apos injecdo sdo
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praticamente indetectaveis. Por esses motivos a AT foi escolhida entre as opcdes de
corticosteroides em nosso estudo. H& também, outros tipos de corticosteroides, que ndo a
AT, que poderiam ser testados, podendo-se comparar as diferencas terapéuticas entre eles.

Existem muitos servicos de laringologia, que usam o corticosteroide injetavel
intraoperatdrio em todas as fonocirurgias, porém, este estudo demonstra ineficicia deste
tratamento na fase tardia da cicatrizacdo, e ndo ha, até o momento, comprovacdo na
literatura de seus beneficios, vale citar, que apesar de ndo haver diferenca nas
concentracdes de colageno, provavelmente a espessura e organizacdo dessas fibras, podem
estar diferentes nas fases finais da cicatrizacdo, havendo a necessidade de mais estudos
para elucidacdo deste assunto. Quase todo tratamento, visa a melhora funcional a longo
prazo e ndo apenas momentaneo, ainda mais, quando o objetivo é a melhora da qualidade
da emissao vocal e consequente melhor compreensdo da fala, caracteristica humana que

diferencia nossa espécie de outras do planeta.
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7 CONCLUSAO

A triancinolona injetada na camada superficial da lamina propria das pregas vocais de
coelhos, ndo determinou aumento ou diminuicdo da concentracdo de colageno durante o
processo de cicatrizacdo tecidual em fase de remodelacdo, no periodo de trés meses apos a

lesdo cirdrgica.
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Aproveitamos a oportunidade para informar que:
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» O CEUA/Einstein deve ser informado de todos os fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo ou treinamento. £ papel do responsavel assegurar medidas
imediatas adequadas frente a eventos nao previstos.

e Eventuais modificagdes ou emendas ac processo devem ser apresentadas ao
CEUA/Einstein de forma clara e sucinta, identificando a parte a ser modificada e suas
justificativas;

« O Relatdrio final deve ser apresentado ao CEUA/Einstein apds o encerramento das
atividades previstas.

e No caso de treinamento, esta aprovagao tem validade de 12 meses a partir da
data de aprovagdo pelo CEUA/Einstein e, para cada evento realizado nesse
periodo, um relatorio especifico devera ser encaminhado.

Atenciosamente, %
Prof. Dr. OscapPErnan/cloPavéo dos Santos
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Av. Albert Einstein, 627 — Morumbi — 530 Paulo — SP — 05652-000 - Brasil
Tel: (55 - 11) 2151-1338 Fax: (55 - 11) 2151-0273
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Anexo B - Porcentagem da area em col&geno para a coloragdo em Picrosirius Red

Coelho % sem corticosteroide % com corticosteroide

1 11 47
2 16 28
3 15 12
4 11 20
5 11 15
6 11 6

7 24 35




Anexo C - Porcentagem da area em colégeno para a coloragdo em Tricromico de Masson

Coelho 9% sem corticosteroide % com corticosteroide

1 28 69
2 21 28
3 81 50
4 42 48
5 26 24
6 31 41
7 54 60
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RESUMO

Interferéncia da Aplicagdo de Triancinolona na Cicatriza¢do da Prega Vocal de Coelhos Apos

Manipulacéo Cirargica — Felipe Hideo Ikeda. Dissertacao de Doutorado - 2018

Introducdo: Corticosteroides sdo moléculas que o organismo sintetiza, para regular um
grande nimero de mecanismos fisiol6gicos imunes e metabdlicos. Os corticosteroides sao
amplamente empregados por suas propriedades anti-inflamatdria e imunomoduladora. Sua
aplicacdo para estimular a cicatrizacdo, tem sido motivo de discussdo na literatura mundial. O
uso do corticosteroide em fonocirurgia tem sido realizado de modo empirico. H& poucos
trabalhos que investigam a acgdo do corticosteroide na cicatrizacdo das pregas vocais em sua
fase tardia. Objetivos: Avaliar a interferéncia do uso da triancinolona, no processo de
cicatrizacdo, gerado pela manipulacdo cirargica em pregas vocais de coelhos. Materiais e
Métodos: Estudo ensaio clinico pareado, exploratério em animais, randomizado controlado,
simples cego, prospectivo e experimental. Sete animais tiveram ambas as pregas vocais
incisadas e em apenas uma delas foi aplicado a triancinolona, sendo que a outra serviu de
controle. Apoés trés meses, os animais foram sacrificados e a analise histologica foi realizada.
Resultados: nenhuma das caracteristicas avaliadas, apresentaram diferenca estatisticamente
significativa, entre o lado em que foi usado corticosteroides e o lado que néo foi (p > 0,05).
Conclusdo: A triancinolona ndo determina um aumento da concentracdo de colageno durante

0 processo de reparacgéo tecidual em pregas vocais de coelhos em fase tardia.

Descritores: Pregas vocais, Corticosteroides, Coelhos, Cicatrizacdo, Colageno
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ABSTRACT

Interference of the Application of Triamcinolone on Healing of Rabbit Vocal Fold After

Surgical Manipulation - Felipe Hideo Ikeda. Dissertation of Doctorate - 2018

Introduction: Corticosteroids are molecules that the body synthesizes to regulate a
large number of physiological immune and metabolic mechanisms. Corticosteroids are widely
used for their anti-inflammatory and immunomodulatory properties. This application to
stimulate healing has been the subject of discussion in the world literature. The use of
corticosteroids in phonosurgery has been performed empirically. There are few studies
investigating the action of corticosteroids on the healing of vocal folds in their late stage.
Objectives: To evaluate the interference of the use of triamcinolone in the healing process
generated by the surgical manipulation in vocal folds of rabbits. Materials and Methods:
Clinical, exploratory, randomized controlled trial, blinded, prospective and experimental
animal study. Seven animals had both vocal folds incised and in only one of them was applied
triamcinolone, while the other was used as control. After three months, the animals were
sacrificed and histological analysis was performed. Results: none of the characteristics
evaluated presented a statistically significant difference between the side on which steroids
were used and the side that was not (p> 0.05). Conclusion: The Triancinolone does not
determine an increase in the concentration of collagen during the tissue repair process in vocal

folds of late-stage rabbits.

Descriptors: Vocal folds, Corticosteroids, Rabbits, Healing, Collagen
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