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Resumo

Garcia RID. Efeitos da Inje¢do e reinje¢do do Fator de Crescimento de
Hepatocito sobre a cicatrizagdo de pregas vocais de coelhos [tese]. Séo

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2011.

Objetivos: Fator de crescimento de hepatécito (HGF) é um polipeptideo
multifuncional, envolvido na embriogénese e regeneragdo tecidual, com
intensa atividade antifibrética. Os objetivos do presente estudo foram avaliar
os efeitos da injecéo e reinjegcdo do HGF coincidindo com seu pico de agao
sobre a densidade de colageno, densidade de vasos, processo inflamatério
na lamina propria e espessura média do epitélio das pregas vocais
escarificadas de coelhos. Métodos: Catorze coelhos foram submetidos a
injuria em ambas as pregas vocais, subdivididos em grupos 1 e 2. Nos
animais do grupo 1 injetou-se HGF nas pregas vocais direitas € nos animais
do grupo 2 o HGF foi injetado bilateralmente, sendo reinjetado nas pregas
vocais direitas 10 dias apds, coincidindo com seu pico de agéo. As pregas
vocais esquerdas funcionaram como controle, e as laringes foram avaliadas
respectivamente aos 30 e 40 dias, através de analise histologica.
Resultados: Nossos resultados demonstraram menor densidade de
colageno nas pregas vocais direitas em relagdo aos controles em ambos os
grupos (p=0,018). Densidade de vasos foi maior nas pregas vocais direitas
dos animais do grupo 2 (p=0,018); a espessura média do epitélio e o
processo inflamatério avaliado na lamina propria mostraram diferencas
estatisticamente n&o-significantes. Conclusdes: A injecdo do HGF
promoveu menor densidade de colageno na lamina propria e a reinjegao
levou a menor densidade de colageno e maior densidade de vasos em

pregas vocais escarificadas de coelhos.

Descritores: Pregas vocais, Cicatrizacao, Injecdes, Fator de Crescimento

de Hepatocito, Coelhos.
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Summary

Garcia RID. Effects of hepatocyte growth factor injection and reinjection on
healing in the rabbit vocal fold [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo”; 2011.

Objectives: Hepatocyte growth factor (HGF) is a multifunctional polypeptide
that plays various roles in embryogenesis and tissue regeneration and
exhibits marked antifibrotic activity. The present study sought to assess the
effects of HGF injection and reinjection coinciding with its peak of activity on
collagen density, vessel density, inflammatory reaction in the lamina propria,
and mean epithelial thickness in the injured rabbit vocal fold. Methods:
Fourteen rabbits were subdivided into two groups and underwent scarring of
both vocal folds. Animals in group 1 received HGF injections into the right
vocal fold, whereas those in group 2 received bilateral HGF injections and a
single reinjection into the right vocal fold 10 days after the first, to coincide
with the peak of HGF activity. The left vocal folds served as controls in both
groups. Histological assessment of laryngeal specimens was performed at 30
and 40 days respectively. Results: In both groups, collagen density was
lower in the right vocal folds than in the left (control) folds (p=0.018). Vessel
density was higher in the right vocal folds in group 2 (p=0.018). Differences
were found in mean epithelial thickness and inflammatory reaction in the
lamina propria, but did not reach statistical significance. Conclusions: In the
scarred rabbit vocal fold, HGF injection is associated with decreased
collagen density in the lamina propria, whereas reinjection after 10 days

produces decreased collagen density and higher vessel density.

Decriptors: Vocal cords, Wound healing, Injections, Hepatocyte Growth
Factor, Rabbits.
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As tentativas humanas em intervir no processo de cicatrizagdo de
feridas, acidentais ou decorrentes de procedimentos cirurgicos, remontam a
antiguidade, demonstrando que desde entéo ja se reconhecia a importancia
de evitar as possiveis complicacbes que a cicatrizagdo pode gerar

(Mandelbaum et al., 2003).

O processo cicatricial nas pregas vocais (PVs) pode ser decorrente de
varias causas: traumaticas, iatrogénicas, inflamatérias, radioterapia, entre
outras (Benninger et al., 1996). A cicatriz provoca alteragdes na lamina
propria da corda vocal, levando ao aumento da rigidez e,
consequentemente, a redugao da vibragdo da mucosa, o que pode resultar

em disfonia de dificil controle (Hirano et al., 2004c).

Woo et al. (1994) encontraram a cicatriz de PV como a principal causa
de disfonia no pds-operatério de 62 pacientes submetidos a cirurgias

laringeas.

O tratamento da fibrose nas cordas vocais € um desafio (Benninger et
al., 1996; Rosen, 2000b; Hirano, 2005; Dailey, Ford, 2006), constituindo um
dos maiores problemas em laringologia (Benninger et al., 1996; Rosen,
2000b). Atualmente, ha grande interesse em desenvolver métodos que
minimizem as alteragdes decorrentes do processo cicatricial em PVs
(Rousseau et al., 2003; Rousseau et al., 2004a; Branski et al., 2005; Lim et

al., 20086).

Para tratar a cicatriz das PVs de maneira efetiva, € necessario um

conhecimento especifico da estrutura histolégica das mesmas e, por esse
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motivo, varios trabalhos com modelos animais tém sido desenvolvidos para
concluir essas investigagdes (Hansen, Thibeault, 2006). A fibrose nas PVs
esta relacionada a alteragdes estruturais da matriz extracelular da lamina
propria e estudos realizados em animais demonstraram relagdo com
aumento ou desorganizacao das fibras colagenas (Thibeault et al., 2002),
bem como aumento da fibronectina presentes no tecido (Hirano et al.,

2003d).

A fase inicial do processo cicatricial € considerada critica para o
resultado final e, portanto, € um periodo favoravel para as opc¢des
terapéuticas que possam minimizar a cicatrizagcado: interferéncias na
producdo dos componentes da matriz extracelular da lamina propria nessa
fase podem melhorar as fungdes das PVs posteriormente (Branski et al.,

2005).

Existem poucos artigos na literatura que investigam o tratamento da
cicatrizacdo em PVs humanas. Apesar da existéncia de estudos
experimentais com uso de substancias em animais, ha limitagbes para a

utilizacado em humanos (Hansen, Thibeault, 2006).

Hirano (1995) cita a necessidade de se desenvolver técnicas para
minimizar a formacgao de cicatriz em PVs. A injecdo de certas substancias
durante o procedimento cirdrgico tem sido utilizada para suavizar as
alteragdes provocadas pela cicatrizagdo (Ford, 1999; Hertegard et al.,
2006b). Colageno bovino ou autdlogo ja foram testados (Ford et al., 1992;
Remacle et al., 1999), bem como gordura autéloga em casos selecionados

(Neuenschwander et al., 2001). Porém essas substancias podem provocar
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reagcdes imunes como, por exemplo, o colageno bovino (Remacle et al.,

1999), ou serem reabsorvidas ao longo do tempo (Shindo et al., 1996).

Em decorréncia desses inconvenientes, ha a necessidade de se
buscar novas opg¢des (Chan, Titze, 1998); é preciso encontrar um material
que otimize as propriedades biomecanicas da matriz extracelular da lamina
prépria (Hansen, Thibeault, 2006), ja que essa € considerada a estrutura
mais importante da PV por estar relacionada a vibragdo da mucosa da

mesma (Kahane, 1987; Ishii et al., 2000).

Essa substancia deve preencher varios critérios, tais como: nao ser
toxica ou alergénica, ser passivel de ser injetada na camada superficial da
lamina prépria da PV, bem como persistir por um longo periodo (Hertegard

et al., 2003, 2006b).

Assim, apesar das inumeras opg¢des de tratamento, ainda n&o ha um
material ideal para prevenir ou tratar a cicatriz de forma efetiva (Benninger et

al., 1996; Ford, 1999).

O Fator de Crescimento de Hepatdcito (HGF) é um polipeptideo
multifuncional, envolvido na embriogénese, organogénese e regeneragao
tecidual. Apresenta intensa atividade antifibrética, sendo que suas
aplicagbes terapéuticas ja foram demonstradas em doengas agudas ou
crbnicas do figado, rins e pulmbes em modelos animais (Matsumoto,

Nakamura, 1997).

Hirano et al. (2002) demonstraram que a reepitelizagcdo da PV em

coelhos surge simultaneamente ao aumento da atividade do HGF. Nesse
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estudo, também observou-se que quase nao ha HGF na area da injuria do
1° ao 5° dia apds a lesao, sendo que sua atividade aparece no 10° dia e

diminui levemente até o 15°.

Em trabalho posterior, os autores (Hirano et al., 2003a) concluiram,
através de estudo in vitro, que o HGF estimula a produgdo de acido
hialurbnico e suprime a producdo de colageno tipo | pelos fibroblastos das

PVs de caes, condicdo necessaria para prevenir a formagao de cicatriz.

Diante desses achados, Hirano et al. (2004c) citam a injegcdo do HGF

como uma alternativa promissora para a prevencao de fibrose em PV.



2 OBJETIVOS
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Considerando os efeitos biolégicos do HGF no processo de
cicatrizacdo, esta pesquisa, através de estudo histologico realizado em

modelo animal, tem por objetivos:

2.1 Objetivo principal

Avaliar a densidade de colageno na lamina prépria das pregas vocais
escarificadas de coelhos, submetidas a injecado do HGF no intra-operatério,
bem como a reinjegao 10 dias apds o procedimento, coincidindo com seu

pico de acao.

2.2 Objetivo secundario

Avaliar a densidade de vasos, processo inflamatdrio na lamina prépria
e espessura média do epitélio das pregas vocais escarificadas de coelhos,
submetidas a injecao do HGF no intra-operatério, bem como a reinjegao 10

dias apos o procedimento, coincidindo com seu pico de agao.
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3.1 Histologia da prega vocal

Hirano (1974) foi o primeiro autor a relacionar a histologia da PV com
a fonagao. Descreve a PV como uma estrutura vibratil, composta por duas
camadas: cobertura, formada pela mucosa de revestimento, e corpo,

representado pelo musculo e ligamento vocal.

O autor novamente detalha a histologia da PV (Hirano, 1975), porém
com cinco camadas constituintes: epitélio de revestimento, lamina propria,

dividida em camadas superficial, intermediaria e profunda, e musculo vocal.

Posteriormente, o mesmo autor descreve a ultraestrutura da PV
(Hirano, 1981): a camada superficial da lamina propria apresenta menor
densidade de fibras colagenas, sendo as mesmas finas; na camada
intermediaria cita poucas fibras colagenas, entrelagadas as fibras elasticas;

ja na camada profunda, observa fibras colagenas compactas.

Diante desses conhecimentos, Hirano e Kakita (1985) propdéem a
teoria do corpo e cobertura da vibragao das PVs, com a qual as 5 camadas
histolégicas passam a ser definidas em 3: cobertura, composta pelo epitélio
e pela camada superficial da lamina prépria, regido de transi¢ao, formada
pelas camadas intermediaria e profunda da lamina propria, e corpo,

constituido pelo musculo vocal.

A estrutura mais importante da PV é a lamina prépria, pois esta
relacionada a vibragdo da mesma (Kahane, 1987; Ishii et al., 2000),

constituida por células e por uma matriz extracelular. Como o componente



Revisdo da Literatura |10

celular é escasso, acredita-se que as propriedades biomecanicas da lamina
préopria sejam determinadas pela matriz extracelular (Gray et al., 1987; Sato,

1998; Thibeault et al., 2002).

Catten et al. (1998), ao estudar 22 laringes humanas, dividiram a
lamina prépria em 5 secgbes, cada uma delas representando 20 % da
estrutura. Descreveram a distribuicdo de 3 tipos celulares ao longo destas
camadas: fibroblastos, macréfagos e miofibroblastos. Os autores
evidenciaram que a concentracado dessas células ndo € uniforme ao longo
da lamina prépria, sendo que os macrofagos e miofibroblastos encontram-se
mais na superficie e os fibroblastos sdo abundantes em todas as camadas
da lamina proépria, porém concentrados nas camadas mais profundas. Os
autores acreditam que a distribuicdo dessas células ao longo da lamina
propria esteja diretamente relacionada as fungdes de manutengao e

reparacao da matriz extracelular exercidas pelas mesmas.

Os fibroblastos sdo as principais células encontradas na lamina
propria (Pawlak et al., 1996) e sintetizam varios componentes da matriz
extracelular, incluindo colageno, elastina, glicosaminas e fibronectina (Hirano

et al., 1999).

Os macrdéfagos exercem papel na resposta inflamatdria, regulando a
intensidade e duragao do processo através da liberagao de citocinas (Alberts

et al., 1994).

A matriz extracelular da lamina propria € composta por proteinas,

carboidratos e lipideos. Existe certa dificuldade em estudar os carboidratos e
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lipideos, pela escassez de métodos histologicos especificos (Gray et al.,
2000). Ja as proteinas sdao mais facilmente identificaveis e consistem em
dois tipos: proteinas intersticiais (proteoglicanos e glicoproteinas) e proteinas
fibrosas (fibras elasticas e colagenas) (Gray et al., 1999, 2000). Para que as
propriedades viscoelasticas das PVs sejam mantidas, é necessario haver
adequada configuracdo desses componentes (Gray et al., 1999, 2000;

Hirano et al., 2004a).

Pawlak et al. (1996) foram alguns dos primeiros autores a estudar a
substancia amorfa da lamina prépria da PV humana através de métodos
imunohistoquimicos. Eles descrevem uma substancia constituida por
proteinas intersticiais, que preenchem o0s espagos entre as proteinas
fibrosas. Os proteoglicanos sao as proteinas intersticiais mais presentes e
estdo envolvidos em varias fungbes biolégicas, tais como: adesado e
migracao celular, regulacdo dos fatores de crescimento e controle da

trombogénese (Couchman, Woods, 1993).

Gray et al. (1999) descrevem as propriedades biomecéanicas das
proteinas intersticiais da PV, as quais determinam muitas das caracteristicas
vibratorias da PV, interferem na viscosidade (Hay, 1991), conteudo liquido e
na espessura das camadas da lamina propria. Os proteoglicanos,
relacionados as atividades biolégicas das outras proteinas da matriz
extracelular, inclusive do colageno, sédo representados pelo acido
hialurbnico, proteoglicanos de cadeia longa (agregan, versican) e

proteoglicanos de cadeia curta (decorina, fibromodulina e biglican).
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O acido hialurdnico interfere na viscosidade e rigidez do tecido. Butler
et al. (2001) demonstraram que ele esta presente em todas as camadas da
lamina prépria em pacientes do sexo masculino; ja no sexo feminino, a
distribuicdo ndo é homogénea, com menor concentragdo na camada
superficial e maior concentragdo nas camadas mais profundas, justificando a

maior frequencia dos disturbios vocais em pacientes do sexo feminino.

A decorina, pela capacidade de adesao, parece estar envolvida com a
organizacao das fibras de colageno, e € encontrada principalmente na
camada superficial da lamina prépria. A fibromodulina inibe a transformagao
do fator de crescimento beta (TGF B), que regula a producao de colageno, e
esta presente nas camadas intermediaria e profunda da Iamina propria das
PVs, em associacdo com as fibras de colageno e elastina do ligamento vocal

(Pawlak et al., 1996; Gray et al., 1999).

As glicoproteinas, representadas pela fibronectina, estao relacionadas
a adesdo molecular e apresentam caracteristicas quimiotaticas para células
inflamatorias e fibroblastos, contribuindo para a organizagdo da matriz

extracelular (Grinnell, 1984).

Em condi¢cbes normais, a fibronectina esta localizada na membrana

basal e camada superficial da lamina propria (Hirano et al., 2003d).

Os componentes fibrosos da matriz extracelular sdo classicamente
divididos em trés tipos de fibras: fibras colagenas, fibras elasticas e fibras
reticulares (Ushiki, 2002). As fibras colagenas e reticulares sdo compostas

por colageno, diferindo pelo arranjo e espessura do mesmo (Fawcett, 1986).
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Ishii et al. (1996) promoveram estudo com 10 laringes humanas
normais e descreveram, por técnicas de microscopia eletrbnica, a
distribuicdo das fibras colagenas e elasticas na lamina propria. Citam a
interferéncia dessas fibras diante das distorgdes provocadas pela vibragao
das PVs. As fibras colagenas tém o papel de manter a morfologia do tecido,
enquanto as fibras elasticas possuem a capacidade de rapidamente retornar
a estrutura a forma inicial. Em condi¢cdes patoldgicas, acredita-se que as

funcdes dessas fibras sejam perdidas, levando aos disturbios da fonagao.

Sato (1998) estudou, através de microscopia eletrénica, cinco PVs
humanas normais. Descreveu a estrutura tridimensional das fibras
reticulares na lamina propria e identificou a presenga das mesmas nas
camadas superficiais e intermediarias. O autor concluiu que a configuragao
dessas fibras é a chave para a manutengao das propriedades viscoelasticas
da lamina propria e, consequentemente, para o comportamento vibratério da

PV.

Gray et al. (2000) citam a relagao entre a distribuicdo das proteinas
fibrosas na lamina propria e sua influéncia nas propriedades biomecanicas
da PV. As fibras colagenas sao consideradas importantes por suportarem a
tensao e estiramento da PV durante a fonacao, sendo que as fibras elasticas

permitem a deformidade e o retorno do tecido ao formato original.

Gray et al. (1993) evidenciaram que o colageno tipo Ill predomina na
lamina prépria da PV humana, ja os tipos IV e VIl estdo localizados na

membrana basal (Courey et al., 1996).



Revisdo da Literatura |14

Madruga de Melo et al. (2003) realizaram um estudo com 20 PVs
humanas no qual avaliaram a distribuicdo das fibras colagenas na lamina
propria através do método da Picrossirius polarizagao e identificaram dois
tipos de fibras colagenas: tipo |, coradas em amarelo ou vermelho, grossas e
fortemente birrefringentes, e as fibras tipo Ill, coradas em verde, finas e
fracamente birrefringentes. Demonstraram que a configuracdo das fibras
assemelha-se a uma “cesta de vime”, e essa organizacdo das fibras
colagenas é de grande importancia para a producdo do som e formagao de

um arcabougo fibroso.

Tateya et al. (2007) estudaram trés laringes humanas, identificando
através de microscopia eletrbnica de varredura, colagenos tipo | e lli
coexistindo nas fibras reticulares e colagenas da lamina prépria, sendo o

colageno tipo Ill mais abundante em fibras colagenas.

3.2 O coelho como modelo animal para estudos experimentais em

laringologia

Rousseau et al. (2003, 2004a) consideram que modelos animais
fornecem um método ideal para sistematizar a investigagado da cicatrizagao
em PVs. O coelho representa um animal bastante util e rentavel para
estudos em longo prazo, pois suas PVs assemelham-se a humana

(Rousseau et al., 2004a).

Kurita et al. (1995) referem que nenhum modelo animal apresenta

histologia da PV correspondente a humana. Os autores descrevem a PV do



Revisdo da Literatura |15

coelho como sendo constituida por epitélio e membrana basal separando
esse epitélio da lamina propria, a qual esta em contato com o musculo liso. A
ldamina propria divide-se em duas camadas ndao bem delimitadas: a
superficial, pobre em componentes fibrosos, e a profunda, densa em fibras
elasticas e colagenas ancoradas sobre o tecido muscular, sem estrutura

equivalente ao ligamento vocal.

Branski et al. (2005) consideram como deficiéncia dos trabalhos de
laringologia em animais a impossibilidade de se avaliar o resultado do

repouso vocal, bem como as caracteristicas da qualidade vocal.

3.3 Processo de cicatrizagao

A capacidade auto-regenerativa € um fendmeno universal nos
organismos vivos. O processo de cicatrizagdo envolve fendmenos
bioquimicos e fisioldgicos a fim de garantir a adequada restauragao tecidual

(Balbino et al., 2005).

Goldstein et al. (1998) sugerem que o processo de cicatrizagdo da
subglote é semelhante ao que ocorre na pele, porém o processo de
reepitelizagcao da subglote é mais prolongado, bem como a estabilizagdo do
colageno, que na derme ocorre em aproximadamente 21 dias (Lawrence,
1998) e nas PVs pode levar até 6 meses (Rousseau et al., 2003). O
colageno tem sido descrito como o maior constituinte do tecido cicatricial

(Ehrlich, 2000).
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Alguns autores dividem a cicatrizagdo em trés estagios: inflamatorio,

proliferativo e de remodelagao (Balbino et al., 2005).

Outros autores classificam o processo de forma mais completa,
subdividindo-o em cinco fases principais: coagulagdo, inflamacao,

proliferacédo, contracao da ferida e remodelacao (Fazio et al., 2000).

Em um determinado periodo de tempo, as fases coincidem e ocorrem
simultaneamente, permitindo assim o sucesso da cicatrizacdo (Mandelbaum

et al., 2003).

3.3.1 Fase Inflamatodria

Os eventos iniciais do processo de reparo estdo voltados para o
tamponamento dos vasos sanguineos lesados. A descarga adrenérgica,
somada a acdo de mediadores oriundos da degranulacdo dos mastdécitos,
leva a vasoconstricdo, que seguida por uma intensa deposi¢ao e agregagao
plaquetaria, resulta em um trombo que, provisoriamente, tampona a lesao

endotelial (Lefkovits et al., 1995).

As plaquetas ativadas liberam fatores de crescimento, quimiocinas e
outras proteinas, formando uma matriz proviséria que, por quimiotaxia,

promove a migragao de células envolvidas na resposta inflamatoria.

As primeiras células a migrarem para a superficie da ferida séo os
neutréfilos, que formam uma barreira contra a invasao de microorganismos

(Engelhardt et al., 1998).
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As proximas células a surgirem no sitio que sofreu a injuria séo os
macrofagos, derivados de mondcitos (DiPietro, 1995), responsaveis pela
fagocitose de fragmentos teciduais, inclusive de neutréfilos que perderam

sua funcdo (Newman et al., 1982).

3.3.2 Fase fibroblastica e de deposi¢ao da matriz extracelular

Os mediadores quimicos produzidos pelos macréfagos promovem a
migracdo e ativagcdo de fibroblastos, que por influéncia de fatores de
crescimento, produzem colageno no local, e a matriz extracelular passa a

ser substituida por um tecido conjuntivo mais forte e elastico.

Concomitantemente a esse processo, denominado de fibroplasia,
ocorre a neovascularizagdo da regido, essencial nesse estagio para a
nutricdo das células metabolicamente ativas que estdo surgindo (Eckersley,

Dudley, 1988).

Esse tecido, composto por macréfagos, fibroblastos e vasos
neoformados, € chamado de tecido de granulacdo (Guidugli Neto, 1987),
suportado por uma matriz extracelular frouxa, que contém fibronectina, acido

hialurénico e colagenos tipo | e Il (Guidugli Neto, 1992).

A medida que o processo de cicatrizacdo avanca, essa matriz
extracelular modifica-se e ocorre 0 aumento da concentragao de fibronectina
e acido hialurénico. Posteriormente, a concentracdo de acido hialurénico
diminui, favorecendo a diferenciacido celular. Os vasos neoformados

diferenciam-se em capilares e os fibroblastos sdo as células que sofrem
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maiores alteragdes, passando a serem chamados de miofibroblastos; esses
secretam grande quantidade de colageno que, aos poucos, substitui os
proteoglicanos e a fibronectina até se tornar o principal componente da

cicatriz em formacéo.

Com o final dessa etapa, a cicatriz esta totalmente preenchida por
tecido de granulagao, a neovascularizagao restabelece a circulagao e a rede

linfatica passa por uma regeneragao (Mandelbaum et al., 2003).

3.3.3 Fase de remodelamento

No inicio da fase de remodelamento, o leito da ferida esta totalmente
preenchido pelo tecido de granulacdo (Guidugli Neto, 1987) e ¢é
posteriormente ocupado por maior concentragcdo de fibras colagenas. A
resolucdo completa da ferida somente pode ser considerada concluida apés

a maturagao e remodelagem da matriz extracelular.

Nessa fase, surgem eosindfilos, relacionados a producédo de fatores
de crescimento (Todd et al., 1991), bem como linfocitos, efetores imunes e

também produtores de fatores de crescimento (Blotnick et al., 1994).

A fase de remodelamento envolve a produgao, digestdo e orientagao
das fibrilas de colageno, cuja quantidade e organizagdo definem a

resisténcia de uma cicatriz (Balbino et al., 2005).

Essa fase pode durar meses (Balbino et al., 2005), e interferéncias na
organizacdo e componentes das fibras colagenas podem alterar as

caracteristicas da cicatriz (Doillon et al., 1985).
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Alguns autores relatam que o processo de remodelagdo pode durar

até 1 ano (Peled et al., 2000).

3.4 Cicatriz na prega vocal

A camada superficial das PVs apresenta esparsas proteinas fibrosas,
mas € rica em substancias amorfas como proteoglicanos e acido hialurdnico.
As camadas intermediaria e profunda constituem o ligamento vocal e sao
ricas em proteinas fibrosas. A camada superficial € responsavel pela
vibragdo das PVs, ja o ligamento vocal contribui para a manutencéo da
tensdo da PV. Juntas, essas camadas mantém as propriedades

viscoelasticas da PV (Gray et al., 1999, 2000).

O tecido cicatricial provoca mudancas significativas nas propriedades
fisicas das PVs, alterando a relagdo corpo-cobertura e, consequentemente,
a propagacao da onda mucosa normal. Essas mudangas levam a rouquidéo,

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

Branski et al. (2005) estudaram 32 PVs de coelhos para avaliar as
caracteristicas das fases iniciais da cicatrizagao, das primeiras 12 horas até
21 dias ap6s a injuria. No 1° dia, observaram a formagéao de um coagulo de
fibrina, sem a presenca de epitélio; no 3° dia, encontraram macica
proliferacdo celular, com células inflamatérias e fibroblastos; no 5° dia,
observaram a presenga do epitélio formado e ja foi observada deposi¢ao de
matriz extracelular, incluindo colageno, que aumentou a partir do 7° dia; no

10° dia, visualizaram fibras colagenas desorganizadas e o epitélio totalmente
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completo, com pequenas alteragdes até o 14° dia. Vinte e um dias apods a
injuria, a nova matriz extracelular apresentou densidade maior do que a do
tecido normal e a lamina prépria ainda ndo havia recuperado a estrutura
original em relacdo a PV nao lesada. Nesse estudo os autores citam a
reepitelizagdo da mucosa da PV como um processo rapido durante a
cicatrizacdo, e o desafio desse processo € a deposicdo dos novos

componentes da matriz extracelular.

Ainda, um trabalho experimental realizado em 15 porcos avaliou a
fase aguda da cicatrizagao de PVs, nos 3° 10° e 15° dias. A deposicao de
colageno na lamina propria ocorreu desde o 3° dia, porém de maneira
esparsa, com aumento a partir do 15° dia, sendo observados feixes grossos
a partir de entdo; o acido hialurbnico esteve presente em baixas

concentracdes durante todo o periodo avaliado (Rousseau et al., 2004b).

Segundo Tateya et al. (2005), que estudaram as caracteristicas
histoldégicas da cicatrizagdo em PVs de ratos, colagenos tipo | e Il estavam
elevados com 2, 4, 8 e 12 semanas. O colageno tipo | diminuiu a partir da 8°
semana, porém continuou elevado em relagédo ao controle (PV sem lesao); ja
os niveis de colageno tipo Ill permaneceram elevados até o final do estudo.
Fibronectina aumentou por 4 semanas, diminuindo posteriormente. Os
autores sugeriram que o processo de remodelacao nas PVs de ratos ocorre

até os 2 meses.

Thibeault et al. (2002), em trabalho experimental com PVs de coelhos,
demonstraram que, apds 2 meses, foram encontrados elevados niveis de

procolageno tipo | na camada superficial da lamina propria das PVs
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escarificadas, com menor densidade de colageno e elastina, com as fibras
de colageno desorganizadas. A analise reoldgica demonstrou maior

viscosidade nas PVs lesadas em relagao aos controles sem lesdes.

Ja aos 6 meses, Rousseau et al. (2004a) observaram que os niveis
de procolageno | e elastina assemelhavam-se do normal entre as pregas
escarificadas de coelhos e seus controles sem lesdes, apesar das fibras de
elastina mostrarem-se desorganizadas. A densidade de colageno estava
aumentada nas pregas lesadas, porém as fibras estavam organizadas em
feixes paralelos. A analise reolégica demonstrou diferencas estatisticamente
nao-significantes entre as PVs lesadas e os controles. Estas alteragdes

indicaram a fase de remodelamento em PVs de coelhos.

Rousseau et al. (2003) realizaram estudo experimental em caes
através do qual avaliaram a cicatrizagdo das PVs lesadas aos 2 e 6 meses;
demonstraram que aos 2 meses a densidade de colageno entre as PVs
lesadas e seus controles apresentou diferengas estatisticamente nao-
significantes, estando essas fibras desorganizadas; o procolageno mostrou
maior densidade e a elastina menor densidade em relagdo aos controles,
com fibras também desorganizadas; ja a densidade do acido hialurénico
mostrou diferengas estatisticamente nao-significantes em relagdo aos
controles. Aos 6 meses, a densidade do colageno foi maior nas PVs lesadas
em relagdo aos controles, a densidade do procolageno semelhante e a de
fibras elasticas menor, estando desorganizadas; o acido hialurénico foi
encontrado quase que exclusivamente na camada profunda da lamina

prépria, com densidade similar aos controles. A analise reoldgica néo
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demonstrou diferencas entre os controles e PVs lesadas em nenhum dos

periodos.

Hirano et al. (2003d) encontraram, no 2° més, niveis aumentados de
fibronectina nas PVs lesadas de caes, mantendo-se elevados até os 6
meses. Esses achados sugerem que até os 6 meses, provavelmente ainda
ocorra a reorganizagao da matriz extracelular, estimulada em parte pela

fibronectina, o que resulta em aumento da fibrose e deposicao de colageno.

Trabalhos mostram que elevados niveis de fibronectina sao
necessarios para a regeneracao adequada do tecido cicatricial (Hirano et al.,

2003b).

Thibeault et al. (2003) avaliaram aos 2 meses a presenca de 3
proteinas intersticiais em PVs de coelhos: decorina, fibromodulina e
fibronectina. Encontraram baixos niveis de decorina e fibromodulina nas PVs
lesadas de coelhos 60 dias apds a injuria, ja a fibronectina estava
aumentada. Os autores citam a relacéo entre a produgao e organizacao das

proteinas fibrosas e a concentragao das proteinas intersticiais.

Thibeault et al. (2004) avaliaram os niveis de acido hialurdénico na fase
aguda da cicatrizacdo através de estudo experimental em coelhos. Os
autores realizaram lesdo em uma PV, utilizando a prega contralateral como
controle, e estudaram através de imunohistoquimica a concentracdo desse
componente nos dias 3, 5, 10 e 15. Os resultados mostraram menor
concentracdo de acido hialurénico nas PVs lesadas durante todos os dias,

exceto no 5°, em que essa foi igual aos controles.
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Apos 2 e 6 meses, a comparacao da densidade de acido hialurénico
entre as PVs lesadas e n&o lesadas de coelhos e cées demonstrou
diferencas estatisticamente nao-significantes (Thibeault et al., 2002;

Rousseau et al., 2003).

3.5 Fonocirurgia e cicatrizagao

Nos ultimos anos, a fonocirurgia vem passando por inumeras
mudancas, que sao o resultado de varios fatores, incluindo novos materiais e
técnicas, melhor conhecimento das fungdes da PV e melhores ferramentas
de avaliagdo. O principio basico dos procedimentos €& a preservagao do
tecido normal (Ford, 1999), e a utilizacdo de apropriadas técnicas de
microcirurgia, bem como uso cuidadoso do laser sdo as melhores condutas

para a prevencao da cicatrizagao (Benninger et al., 1996).

Na microcirurgia de laringe para remog¢ao de lesdes, geralmente
ocorre a ruptura do epitélio, membrana basal e da lamina propria,

dependendo da profundidade da incisdo (Branski et al., 2006).

Estudos demonstram que as fibras elasticas sao esparsas na camada
superficial, moderadas na camada intermediaria e frequentes na camada
profunda da Iamina propria das PVs. Os tecidos com maior concentragao de
colageno e fibroblastos estdo mais propensos a fibrose cicatricial e, como
esses dois componentes estdo mais concentrados nas camadas mais

profundas das PVs, durante procedimentos cirurgicos a incisdo deve ser o
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mais superficial possivel, pois a lesdao no ligamento vocal confere maior risco

de adesao da mucosa a essa estrutura (Benninger et al., 1996).

A onda mucosa é caracterizada pelo deslizamento da cobertura da PV
sobre seu corpo (Hirano, Kakita, 1985). O processo cicatricial na PV provoca
a fixagdo dessa cobertura aos tecidos mais profundos e a limitacdo da
movimentacdo da mucosa altera sua vibragcdo, resultando em disfonia

(Coleman et al., 1999; Garrett et al., 2001).

Ainda nao existe um tratamento ideal para a cicatrizagdo das PVs, no
entanto, a injecao de substancias tem sido tentada (Ford, 1999; Hertegard et

al., 2008b).

Injecdo de substancias na fonocirurgia pode ser classificada em
superficial ou profunda. A escolha do material a ser injetado é critica e deve
ser determinada pela profundidade da injecao, técnica a ser empregada e
condicbes patolégicas do paciente. A injecao é indicada em casos de
incompeténcia glética decorrente de fibrose, atrofia, paresia ou paralisia das
PVs e nao apenas para melhorar sintomas vocais que, na maioria das
vezes, sao resolvidos com a fonoterapia. O material ideal deve ter excelente
biointegragcao e minima resposta imunoldgica, bem como ser passivel de ser

aplicado com agulha de calibre fino (Rosen, 2000a).

Schramm et al. (1978) introduziram a injecdo de gelfoam para
tratamento temporario de paralisia de PVs, porém a substancia foi

naturalmente reabsorvida entre 8 e 10 semanas.
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Teflon® ha muitos anos foi descrito como uma substancia segura para
ser injetada em PVs. Nakayama et al. (1993) avaliaram a injecéo de teflon®
em PVs de 28 pacientes com paralisia bilateral, paralisia unilateral, fibrose
cicatricial apds cirurgia laringea ou atrofia idiopatica. O procedimento
promoveu bons resultados na maioria dos pacientes, porém em longo prazo
ocorreu um alto indice de formagéo de granulomas (82 %). Ford et al. (1992)
avaliaram a inje¢ao de colageno bovino em 119 pacientes e, posteriormente,
a injecdo de colageno autdlogo em 8 pacientes com certo grau de
insuficiéncia glética (Ford et al., 1995), com resultados favoraveis sobre o

padrao vocal.

Remacle et al. (1999) analisaram a inje¢cao de colageno autélogo em
8 pacientes com insuficiéncia glética e encontraram melhora na qualidade
vocal imediatamente apos o procedimento. Estroboscopia mostrou redugao
ou corregao da insuficiéncia glotica em todos os pacientes. Os autores
relataram 3 fatores limitantes & sua utilizagéo: aproximadamente 30 cm? de
pele sdo necessarios para se obter 2 ml de colageno injetavel e certas
indicacdes que necessitam de 5 a 8 ml podem ser um problema, os 45 dias
necessarios para a cicatrizacédo da pele e a cicatriz abdominal residual. A
opgao seria entdo utilizar o colageno bovino, porém esse pode provocar

reacdes imunes.

Bjorck et al. (2002) avaliaram 4 pacientes submetidos a injecao de
colageno bovino, com seguimento de no minimo 6 meses, e observaram
diminuicdo da rigidez, melhor amplitude de vibragdo da mucosa e

fechamento glético nas PVs tratadas com a injecéo.



Revisdo da Literatura |26

Sataloff et al. (1997) realizaram estudo preliminar em quatro pacientes
com cicatrizes extensas e severas nas PVs apos procedimentos cirurgicos,

com resultados favoraveis apos a injecao de gordura autéloga.

Hsiung et al. (2000) analisaram a injecao de gordura autéloga nas
PVs de 33 pacientes, através de funcao fonatdria, andlise acustica e
videolaringoestroboscopia; o seguimento médio foi de 9,7 meses com
excelentes resultados em 19 individuos. Os autores referiram que a possivel

absorgao € um problema e o procedimento pode ser repetido.

Neuenschwander et al. (2001) realizaram estudo retrospectivo com 8
pacientes submetidos a injecao de gordura autéloga da regidao abdominal em
PVs com fibrose cicatricial. Foi realizado seguimento de 23 meses, com
melhora do fechamento glético na estroboscopia, onda mucosa e rigidez das

PVs, e apenas um paciente necessitou de reinjegao.

Hsiung et al. (2004) posteriormente avaliaram a combinagdo de
gordura e fascia abdominais em 22 pacientes com sulco vocal. Nesse
estudo, o seguimento médio foi de 16,6 meses, com resultados excelentes

em 16 pacientes.

A injecdo de acido hialurénico também pode representar uma
alternativa para tratar a cicatriz de PVs (Hallen et al., 1999; Dahlqvist et al.,

2004).

Acido hialurénico é uma glicosamina idéntica em todas as espécies de

vertebrados. Esta presente em altas concentracdes na matriz extracelular de
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muitos tecidos do corpo (Laurent, 1987), e € também encontrada na lamina

préopria das PVs (Hammond et al., 1997; Butler et al., 2001).

O acido hialurbnico, essencial nas fases iniciais da cicatrizagcao
(inflamatéria e proliferativa) (Weigel et al., 1986), pode reduzir a sintese de
colageno pelos fibroblastos e, portanto, a manutencao de niveis aumentados
nessa fase previne a formacao de fibrose (Croce et al., 2001). Thibeault et
al. (2004) relataram que a elevacao dos niveis de acido hialurénico nos
estagios iniciais da regeneragcao pode ser uma terapéutica favoravel para
diminuir a cicatriz nas PVs. Em contrapartida, baixos niveis de acido
hialurénico podem prejudicar a adequada regeneracao tecidual e contribuir

para a formacgao de fibrose na lamina propria.

Hallen et al. (1998) implantaram dextrémeros de acido hialurénico nas
PVs escarificadas de 15 coelhos e obtiveram resultados favoraveis sobre a
sintese de colageno. Entretanto, o acido hialurénico desapareceu 1 semana
apos a injegao.

Hallen et al. (1999) injetaram posteriormente polimeros de acido
hialurénico em gel nas PVs de 18 coelhos com o intuito de melhorar as
propriedades fisico-quimicas da substancia. Os animais foram sacrificados
no dia da injecdo, bem como 1, 3, 6 e 12 meses apds. O trabalho
demonstrou que o acido hialurénico, nessa apresentagcao, pode permanecer

por até 12 meses, sem provocar inflamacao ou reagcdes adversas.

Hertegard et al. (2002) compararam a inje¢cao de acido hialurénico

com colageno bovino em 83 pacientes com insuficiéncia glética apés 1, 6 e
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12 meses. Ocorreu melhora do fechamento glético em ambos os grupos,
sem eventos adversos, e 0 acido hialurénico foi menos reabsorvido do que o

colageno.

Hertegard et al. (2003) analisaram, através de reometria, os efeitos
imediatos da injecdo de &cido hialurdnico, Teflon® e coldgeno em PVs de
coelhos. O acido hialurbnico mostrou melhores resultados em relagao as

propriedades viscoelasticas do que as outras substancias.

Porém, em estudo posterior, Hertegard et al. (2006b) avaliaram as
propriedades viscoelasticas de PVs de coelhos 11 semanas apos a injegao
de acido hialurénico. Observaram piora na viscoelasticidade da lamina
prépria nas PVs tratadas quando comparadas aos controles, nos quais nao

se realizou a injegao.

Bouchayer e Cornut (1988) demonstraram resultados favoraveis com
a injecao de corticdide apos o procedimento cirurgico em PVs humanas, com

melhor maleabilidade, fechamento glético e qualidade vocal.

Coleman et al. (1999), em estudo realizado com modelo canino,
observaram que a injecao de corticdide nas PVs retardou a cicatrizagao,
porém nao promoveu diferencas nas fungdes avaliadas pela

videoestroboscopia.

Campagnolo et al. (2010) avaliaram o efeito da inje¢cao de corticéide
em PVs de coelhos nos 3° e 7° dias, sem diferenga na resposta inflamatadria,
porém a deposi¢do de colageno foi significantemente menor com a injecéao

da substancia.
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Mitomicina-C é um agente quimioterapico e, quando aplicado
topicamente, inibe a proliferacao de fibroblastos. Garret et al. (2001), através
de modelo canino, avaliaram o efeito da mitomicina topica em PVs lesadas.
A analise microscopica ndao mostrou alteragcées do processo inflamatério em
relacdo aos controles, porém ocorreu reducao de fibroblastos e colageno na
lamina propria; a estroboscopia demonstrou piora do padrao vibratério das

PVs.

Hertegard et al. (2006a) avaliaram o efeito da injecdo de células
tronco mesenquimais humanas no processo de cicatrizagdo de PVs de 10
coelhos, com resultados favoraveis apdés 30 dias. A analise histologica
demonstrou menor densidade do colageno tipo | e a analise reoldgica
melhora das propriedades viscoelasticas nas PVs tratadas com as células

mesenquimais.

Cedervall et al. (2007), através de analise histolégica e reoldgica,
encontraram resultados satisfatorios ao avaliar a cicatrizacdo de PVs de
coelhos apds a injegcao de células tronco embrionarias humanas. Os dados
demonstraram reparacgao tecidual acelerada e melhora das propriedades
viscoelasticas nas pregas tratadas apos a injecdo. Apesar dos resultados
encorajadores, os autores citam a necessidade de mais estudos em longo

prazo.

Outras estratégias propostas para prevenir ou tratar a cicatriz de PVs
incluem injecdo de HGF, células derivadas do estroma da medula 6ssea ou

matriz extracelular sintética semelhante ao acido hialurénico, bem como
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injecao de cultura de fibroblastos autélogos (Kanemaru et al., 2003; Chhetri

et al., 2004; Hirano et al., 2004b; Duflo et al., 2006).

3.6 Fator de Crescimento de Hepatécito

HGF é um polipeptideo multifuncional envolvido na embriogénese,
organogénese e regeneragcao tecidual. Apresenta intensa atividade
antifibrotica, inibindo a apoptose, e suas aplicagdes terapéuticas ja foram
demonstradas em doencgas agudas ou cronicas do figado, rins e pulmdes em
modelos animais. O mecanismo da atividade antifibrética é baseado na
inducdo de proteases que degradam a matriz extracelular, regeneragao
epitelial, endotelial e parece também suprimir a expressdao do fator
transformador de crescimento beta 1 (TGF (1) (Matsumoto, Nakamura,

1997).

Brzozowski et al. (2001) demonstraram melhor cicatrizacdo de Ulcera
gastrica induzida com acido acético em ratos, através da injegcao tépica do

HGF na concentracado de 100 ng/100 ul de tampéao fosfato.

O HGF, produzido por células mesenquimais de muitos 6érgaos como
pulméo, timo, pancreas, glandulas salivares, tiredide, intestino, bago e rins
(LaBrecque, 1994; Jesus et al., 2000), foi descrito inicialmente como fator
com acao especifica no figado, mas, posteriormente, sua atuacgédo foi

identificada em outros tipos celulares (Liu et al., 1994; Jesus et al., 2000).

Ozeki et al. (2001) implantaram HGF em forma de gelatina hidrogel

biodegradavel no tecido subcutédneo de ratos com o intuito de avaliar seu



Revisdo da Literatura |31

efeito sobre a angiogénese. Esse estudo revelou efeito positivo sobre a

angiogénese, porém com curta duragao.

A recente aprovacao dos fatores de crescimento pela Food and Drug
Administration (FDA) significa uma nova era para a cicatrizacao de feridas

(Hom et al., 2002).

Varios estudos foram desenvolvidos com intuito de definir o receptor
do HGF. Os resultados demonstraram interacdo molecular direta entre essa
substancia e a proteina c-Met, definida entdo como receptor (Bottaro et al.,

1991).

A presenca do receptor do HGF em PVs foi primeiramente descrita
por Hirano et al. (2002), através de imunohistoquimica em PVs de ratos, e
encontrado em células epiteliais e glandulares. A atividade do HGF foi
confirmada na PV utilizando o coelho como modelo animal. Apds realizagao
da injuria na PV, a reepitelizagdo surgiu simultaneamente ao inicio da
atividade do HGF. Além disso, demonstrou-se nesse estudo que quase nao
ha HGF na area da injuria do 1° ao 5° dia apés a lesdao, sendo que sua
atividade aparece no 10° dia e cai levemente até o 15°. Acredita-se que, nas
PVs, o HGF seja produzido pelos fibroblastos da Iamina prépria, porém nao
se conhece a acdo do mesmo sobre a producao dos componentes da matriz

extracelular.

Hirano et al. (2003b) demonstraram que a produgdo do acido
hialurbnico pode sofrer influéncia de alguns fatores de crescimento. Nesse

estudo, HGF, fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento
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de fibroblastos basicos (bFGF) e TGF 1 foram administrados, em diferentes
dias e concentragdes, ao meio de cultura de fibroblastos obtidos de PVs de
caes. Os autores observaram que ocorreu aumento da sintese de acido
hialurbnico por esses fibroblastos, o que demonstrou efeito positivo dos

fatores de crescimento sobre a producgao de acido hialurénico.

Hirano et al. (2003a) realizaram analise in vitro de fibroblastos da
lamina prépria das PVs através de estudo experimental incluindo cinco caes.
Avaliaram a produgao de acido hialurénico, colageno tipo | e fibronectina
através da cultura de fibroblastos com HGF e TGF B1. Os resultados
mostraram que o HGF estimula a producéo de acido hialurénico e suprime a
producdo de colageno tipo |, o que demonstra condicdo necessaria para
prevenir a formacgao de cicatriz. Ja o TGF B1 estimulou a producao de todos

0s componentes.

Hirano et al. (2003c) realizaram estudo in vitro com intuito de
demonstrar o comportamento dos fibroblastos do espaco de Reinke e
macula flava diante do HGF. Os autores utilizaram PVs humanas e, através
de microscopia eletrbnica, analisaram a producdo de acido hialurénico,
colageno tipo | e fibronectina. Os resultados demonstraram aumento da
producdo de acido hialurénico pelos fibroblastos do espaco de Reinke.
Houve também supressao da producédo de colageno tipo |, ndo havendo
alteracdo na producdo de fibronectina. O HGF também alterou o formato,
aparelho de Golgi e reticulo endoplasmatico desses fibroblastos. Ja os
fibroblastos da macula flava demonstraram menor produgdo de colageno

tipo |, porém nao houve alteracdo do formato, desenvolvimento do aparelho
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de Golgi ou reticulo endoplasmatico desses fibroblastos, nem interferéncia
na producao de fibronectina. Os achados sugerem que os fibroblastos do
espaco de Reinke estdo mais suscetiveis a acdo do HGF do que os

presentes na macula flava.

Hirano et al. (2004b) estudaram os efeitos da inje¢do do HGF em 15
caes, divididos em 3 grupos. Um més apos a lesdo nas PVs, injetou- se em
um grupo apenas o fator de crescimento, em outro grupo foi injetada solugao
salina e em um 3° grupo foi injetada cultura de fibroblastos autdélogos com
HGF. Apés 1 semana, repetiram o procedimento, porém no 3° grupo apenas
HGF foi reinjetado. Os animais foram sacrificados 6 meses apds o
procedimento. Avaliou-se a vibragdo da mucosa e realizou-se analise
histolégica. No grupo tratado apenas com HGF, as PVs apresentaram
melhores resultados vibratérios em relagcdo aos outros, e a analise
histolégica demonstrou niveis de colageno normais. Ja no grupo tratado com

cultura de fibroblastos, houve piora do padrao cicatricial.

Hirano et al. (2004a) realizaram estudo in vitro de fibroblastos de PVs
de ratos jovens e idosos. Os fibroblastos das PVs idosas produziram menor
quantidade de acido hialurénico que os fibroblastos das PVs jovens. Apds
cultura com fator de crescimento de fibroblastos, ocorreu aumento da
producao de acido hialurénico e diminuigdo de colageno tipo | por ambos os
grupos. O mesmo resultado foi encontrado com HGF, porém o efeito variou
com a concentracdo. Esse estudo considera os fatores de crescimento como

potenciais tratamentos para restaurar a histologia das PVs idosas.
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Hirano et al. (2004c) avaliaram o efeito do HGF nas PVs lesadas de
20 coelhos. Dez animais foram submetidos a injecdo de HGF em uma PV,
sendo a outra mantida como controle; os outros 10 animais receberam a
injecao de solugao salina ao invés do HGF, e a outra PV foi mantida intacta;
todos os animais foram sacrificados apés 6 meses. Os autores observaram
prevencao na deposicao excessiva de colageno na lamina propria, melhor
organizacdo da elastina e diminuicdo da rigidez da mucosa nas PVs do

grupo tratado com HGF.

Ohno et al. (2007) avaliaram um novo sistema de liberagcao
prolongada de HGF em hidrogel, na tentativa de melhorar os efeitos desse
fator no tratamento da cicatriz em PVs. Nesse sistema, HGF recombinante,
obtido industrialmente, foi embebido em gelatina hidrogel e gradualmente
liberado em um periodo de 2 semanas in vivo, utilizando PVs de 8 caes. As
PVs foram unilateralmente lesadas e, apés 1 més, a solugdo de hidrogel
com HGF foi injetada em 4 caes. Nos outros 4 caes foi injetado hidrogel
acrescido de solucao salina e todos os animais foram sacrificados 6 meses
apos o procedimento. Realizou-se analise da vibragdo da onda mucosa, bem
como analise histolégica, avaliando-se colageno, elastina e acido
hialurénico. A espessura da lamina propria foi medida para avaliar o grau de
contracdo da cicatriz. Os resultados mostraram melhora da amplitude de
vibragdo da onda mucosa no grupo tratado com HGF. A analise histologica
demonstrou que nas PVs tratadas com HGF houve menor deposicdo de
colageno e menor espessura da lamina proépria, bem como menor contragao

do tecido.
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Ohno et al. (2008) investigaram os efeitos do HGF sobre a expressao
génica de PVs escarificadas durante a fase aguda da cicatrizagao. Utilizaram
reagcao em cadeia da polimerase reversa (PCR) para quantificar a expressao
do RNA mensageiro (RNAm) na transformacdo de TGF 1, procolagenos
tipo | e lll, sintese do acido hialurdnico tipos 1, 2 e 3. Quarenta e sete ratos
machos foram divididos em 2 grupos: um grupo foi tratado com a injegao de
HGF (2 ng/ul) e outro com solugao salina. Os ratos foram sacrificados 1, 3, 7
e 14 dias apos a injuria e as PVs submetidas a PCR. Os testes estatisticos
demonstraram que no 14° dia houve menor deposi¢cao de procolageno tipo
[l e maior de acido hialurénico tipo 2 no grupo tratado com HGF. O estudo
concluiu que HGF exerce efeito nas vias de expressdo génica do

procolageno tipo Il e acido hialurénico tipo 2 em PVs de ratos.

Kishimoto et al. (2009) avaliaram o efeito do HGF exdgeno nas PVs
através de estudo in vitro. O estudo incluiu 5 ratos, sendo os fibroblastos
obtidos da lamina propria das PVs e mantidos em cultura com HGF nas
concentragdes de 100, 10, 1 e 2 ng/ml, avaliados nos dias 1, 3 e 7. Os
autores analisaram a expressao do HGF enddgeno, seu receptor c-Met,
TGF B1, procolagenos tipos | e lll e sintese de acido hialurdénico através da
expressao do RNAm avaliada por PCR. Os resultados demonstraram que a
expressdo do HGF enddégeno, TGF (1, acido hialurénico tipos 1 e 2
aumentaram significantemente com a administragdo do HGF exdgeno na
concentragao de 1 ng/ml. Nao houve alteragdo na expressao dos colagenos
tipo | e lll, bem como c-Met em nenhuma concentragao avaliada. Os autores

sugerem que o HGF exdgeno funciona como um gatilho para controlar o
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HGF enddgeno nas PVs de ratos e afirmam que mais estudos séao

necessarios para clarear esses aspectos.

Ohno et al. (2009a) desenvolveram estudo para avaliar a expressao
dos genes codificados de TGF p1, HGF e c-Met durante as fases
inflamataria, proliferativa e de remodelagao da cicatrizacdo de PVs de ratos.
No artigo, enfatizaram o importante papel dos fatores de crescimento na
produgcdo da matriz extracelular das PVs, tanto para estimular ou inibir sua
producao. TGF B1 e HGF desempenham fungdes durante a reparagao
tecidual. O TGF B1 é uma substéancia profibrética que estimula a deposi¢cao
da matriz extracelular e ja o HGF apresenta atividade antifibrética que
suprime a agao do TGF 31 e inibe a ativagao dos miofibroblastos, atenuando
a producado da matriz extracelular. Embora a expressao enddgena desses
fatores tenha sido investigada durante a fase aguda, o foco do trabalho foi
determinar a expressdo dos mediadores da matriz extracelular durante as
outras fases da cicatrizagdo, através da expressdo génica dos mesmos.
Realizou-se estudo prospectivo, incluindo 35 ratos. Trinta foram submetidos
a lesédo em PVs e 5 ratos sem lesédo foram utilizados como controle. Os
animais foram sacrificados nos dias 1, 3, 7, 14, 38 e 56. PCR foi utilizado
para quantificar a expressao do RNAm do TGF B1, HGF e c-Met. A
expressdo do TGF B1 aumentou significantemente no 7° dia apds a injuria,
comparado ao controle, com estabilizacdo no 28° dia. A expressao do HGF
caiu no 1° dia apds a injuria, comparado ao controle, e aumentou no 14° dia.
A expressao do c-Met diminuiu nos 1°, 3° e 5° dias, comparada ao controle,

e aumentou significantemente no 28° dia. Os resultados revelaram
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mudancas na expressao dos genes que codificam TGF p1, HGF e c-Met

durante as fases da cicatrizacdo em PVs lesadas de ratos.

Gilbert et al. (2009) avaliaram a eficacia da matriz extracelular
derivada de porcos na cicatrizagdo de PVs de caes. A fonte da matriz
extracelular escolhida para esse estudo foi figado de suino, reconhecido
como um reservatério de HGF. Quatro caes foram utilizados para o estudo.
Realizou-se incisdo cervical, laringofissura e, posteriormente, os animais
foram submetidos a remocao da mucosa de ambas as PVs. Em seguida,
enxerto de matriz extracelular derivada de figado de suino foi fixado com
vicryl® na prega vocal direita (PVD). Os animais foram sacrificados 3 meses
apos o procedimento, sendo as laringes excisadas e submetidas a avaliagcao
morfolodgica, analise do colageno, quantificacdo de glicosaminas e fibras
elasticas. A presengca de HGF nos enxertos foi avaliada através de
anticorpos de HGF humano. A avaliagdo macroscépica demonstrou que
ambas as PVs estavam epitelizadas com minima cicatriz da laringofissura. A
analise histolégica demonstrou morfologia normal das PVs, medidas
geométricas da area mostraram diferencas estatisticamente nao-
significantes entre os grupos, com densa deposi¢cao de colageno na lamina
propria das PVs. Os resultados encontraram diferencas estatisticamente
nao-significantes para as fibras elasticas. Ja as glicosaminas foram mais
abundantes nas PVs nao tratadas e houve aumento da relagdo colageno tipo
I/l nas PVs tratadas, o que sugere formacdo de tecido conectivo mais
maleavel se comparado a PV nao tratada. O presente estudo destacou a

importancia de novas investigagdes para avaliar o efeito da matriz
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extracelular de porcos, pois ndo demonstrou que o mesmo é capaz de

melhorar a regeneragao da cicatriz na fase aguda da cicatrizagao.

Umeno et al. (2009) desenvolveram trabalho com quatro caes para
avaliar a eficacia da injecdo de gordura autéloga com replicacdo de
adenovirus contendo HGF em relacdo a absor¢dao da mesma. Nas PVDs,
injetaram gordura autéloga com vetor de adenovirus com HGF e, na prega
vocal esquerda (PVE), injetaram gordura com vetor de adenovirus sem
expressdo génica. Os animais foram sacrificados 1 ano apdés o
procedimento, as laringes foram excisadas e submetidas a analise
histopatolégica. Houve maior vascularizacdo dos adipdcitos, bem como
maior didmetro e densidade dos mesmos no grupo tratado com HGF, e
grande quantidade de tecido de gordura foi satisfatoriamente mantida.
Apesar de a terapia génica ter sido recentemente explorada como pratica da
medicina reparadora e esse trabalho ter demonstrado e eficacia da injecao
de gordura utilizando vetor com expressao de HGF, mais estudos sao

necessarios para avaliar seguranga e eficacia na aplicabilidade clinica.

Ohno et al. (2009b) desenvolveram trabalho com 15 ratos idosos com
0 objetivo de investigar os efeitos do HGF sobre a expressao génica das
metaloproteinases, procolageno e acido hialurénico durante a fase aguda da
lesdo em PVs, bem como seu efeito sobre as alteragdes histologicas
referentes a deposigcéo de colageno e acido hialurénico. Dez animais foram
randomicamente escolhidos e submetidos a injecdo do HGF na
concentragao de 2 ng/ul em uma PV e, na outra, 50 ul de solugdo salina foi

injetada. Os animais foram sacrificados 2 semanas apés o procedimento e,
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posteriormente, as laringes foram submetidas a analise da expressao
génica. Para avaliagdo das alteragdes histoldégicas da deposigdo da matriz
extracelular, 5 animais receberam a injecao unilateral do fator de
crescimento, e solugao salina foi injetada na outra PV, sendo os animais
sacrificados 4 semanas apo6s o procedimento. Para maximizar a
biodisponibilidade da solugao, difundida pela lamina propria, a terapia foi
complementada com 3 inje¢cdes de solugao salina ou HGF administrados
durante cada semana do tratamento. PCR mostrou metaloproteinase tipo 2 e
acido hialurénico tipo 3 aumentados nos grupos tratados com HGF e houve
diminuicdo do procolageno tipo |I. O acido hialurdénico tipo 2 mostrou
aumento estatisticamente nao-significante. A analise histolégica demonstrou
presenca de colageno em todas as camadas da lamina prépria, porém com
densa deposi¢ao na camada profunda da lamina prépria no grupo controle e
menor densidade no grupo tratado com HGF. Resultados do teste T pareado
para analise do colageno demonstraram densidade significantemente menor
nas PVs tratadas com HGF quando comparadas aos controles. Resultados
em relagao ao acido hialurénico revelaram aumento significante nas pregas
tratadas com HGF. Os autores acreditam que as propriedades antifibréticas
do HGF sejam mediadas em parte pela protedlise das metaloproteinases,
que podem controlar a produgdo de colageno, e parece haver efeito do
mesmo também sobre a hialuronidase, que controla a sintese do acido
hialurénico, controlando a regulagdo da matriz extracelular, porém mais

estudos sdo necessarios.
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4.1 Aspecto ético

O presente estudo obteve aprovacdo da Comissdo de Etica para
Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP), sob o

protocolo de pesquisa n° 069/06 (Anexo A).

Por se tratar de trabalho experimental em animais, os procedimentos
seguiram as normas éticas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), instituicao filiada a International Council for Laboratory Animal

Science e a Lei Federal 6.638.

4.2 Auxilio pesquisa

O projeto de pesquisa contou com auxilio financeiro da FAPESP
(Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo), sob o processo

n°® 07/50655-2.

4.3 Amostra e formacao dos grupos de estudo

Utilizou-se 16 coelhos albinos da ragca New Zealand, todos do sexo
feminino, com massa corporal entre 2500 e 3500 g, fornecidos pelo Centro
de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(FMUSP) (projeto registrado sob o numero 17006/10). Todos os animais

foram operados e sacrificados no centro cirurgico do referido biotério.
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Inicialmente, foi realizado estudo piloto com 2 animais, a fim de
aprimorar a técnica e minimizar possiveis falhas durante o procedimento que
pudessem interferir nos resultados. Posteriormente, a amostra incluindo 14

coelhos foi dividida aleatoriamente em dois grupos, com 7 coelhos cada.

4.4 Procedimento pré-operatoério

Os animais foram mantidos em jejum de 3 horas antes do

procedimento cirurgico. Foram pesados e identificados com tatuagem na

pele da orelha esquerda.

4.5 Anestesia dos animais

Os animais foram sedados através de injecdo intramuscular de

Xilazina (5 mg/kg) e Quetamina (50 mg/kg), e mantidos em ventilacéo

espontanea.

4.6 Procedimento cirurgico

4.6.1 Acesso a laringe

Os animais foram mantidos em decubito dorsal horizontal e

hiperextensao cervical e fixados a mesa cirurgica pelas quatro patas.
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O procedimento constou de laringoscopia direta, utilizando-se um
laringoscépio de suspensdo confeccionado pela Ferrari® Medical de S3o
Paulo, baseado em um espéculo nasal de Killian (Figuras 1, 2 e 3). O
modelo foi desenvolvido de acordo com as medidas obtidas pelo estudo da

anatomia dos coelhos, adaptado nos seguintes aspectos:

- As laminas proximas a base, demonstradas a esquerda na Figura 1, foram

afinadas e alongadas para melhor exposi¢ao da glote.

- Na base lateral do espéculo, adaptou-se uma articulagéo e o pino giratorio
ao lado da mesma possibilita a manutencdo do espéculo com a abertura
desejada. Essa articulacdo se conecta a outra, viabilizando a permanéncia
do espéculo na altura adequada. Existe outra articulagéo que fixa o espéculo

a uma placa de metal, sobre a qual o coelho é posicionado (Figura 2).

- Na base inferior do espéculo, foi adaptado um canal para conexdao a uma

fonte de luz, com guia de luz removivel (Figura 3).

Figura 1 - Desenho esquematico com as medidas do
laringoscépio confeccionado de acordo com a anatomia do
coelho
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Figura 2 - Fotografia do laringoscépio

Figura 3 - Fotografia da visao superior do
laringoscoépio. Detalhe: canal para conexado da fonte
de luz

4.6.2 Técnica cirurgica

Apds exposigdo da laringe, utilizou-se um telescoépio rigido de 30°
(Karl Storz ©®, 4 mm, Alemanha), acoplado a uma microcamera, com

visualizagao das imagens em um monitor de televisao (Figura 4).
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Com a méo esquerda, o cirurgidao segurou o telescépio e, com a mao

direita, realizou os procedimentos.

Os animais do grupo 1 (G1) foram submetidos a injuria em toda a

extensdo de ambas as cordas vocais (Figuras 5 e 6).

A injuria foi realizada na superficie superior das PVs, no sentido
antero-posterior, resultando em uma lesao longitudinal, paralela a borda livre
e no centro das PVs. Para realizacdo da mesma, utilizou-se um bisturi
também desenvolvido pela Ferrari® Medical de S&o Paulo (Figura 7),
padronizando as lesbes de acordo com as dimensdes do bisturi.
Imediatamente apds a injuria, realizou-se a injegdo de HGF nas PVDs,
lateralmente a lesdo. Utilizou-se HGF humano, obtido industrialmente, da
marca R e D Systems, Minneapolis, MN, lote GJ196071. A concentracao

utilizada foi 100 ng por 100 pl de solugao salina tamponada.

Para preparagcdo da concentragao estipulada, adicionou-se 1 ml de
solugdo salina tamponada ao frasco contendo 5 pg de HGF na forma
liofilizada, obtendo-se entdao 5000 ng por ml de solugdo, o que equivale a
5000 ng por 1000 ul. Esse volume foi igualmente dividido em 10 frascos,
cada um contendo 500 ng por 100 ul de solugéo salina. Adicionou-se a cada
frasco 400 ul de solugao, passando a 500 ng por 500 ul por frasco. O volume
de 500 ul corresponde a 0,5 ml, sendo que 100 pl correspondem a 0,1 ml e,
portanto, cada 10 U da seringa de 1 ml correspondeu a quantidade a ser

injetada.
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A injecao foi realizada através de seringa de 1 ml acoplada a agulha
com ponta biselada e presenga de reparo, de forma a padronizar a injecao a
uma profundidade de 2 mm, confeccionada pela mesma empresa
anteriormente citada (Figura 8). Injetou-se a substancia em apenas um

ponto, correspondente ao tergo meédio das PVs.
A PVE funcionou como controle para cada animal.

Os animais do grupo 2 (G2) também foram submetidos a injuria em
toda a extensdo das PVs, seguindo os mesmos passos descritos
anteriormente, porém HGF foi injetado bilateralmente, imediatamente apds a
lesdo (Figura 9). Apds 10 dias, o HGF foi reinjetado na PVD. Neste segundo

grupo, a PVE também funcionou como controle de cada animal.

Entre um procedimento e outro, o HGF foi armazenado em freezer a

- 70°C , conforme orientagéo do fabricante.

Figura 4 - Imagem das pregas vocais do coelho
visualizadas no monitor



Métodos |47

Figura 5 - Imagem da incisdo na prega vocal esquerda
do coelho visualizada no monitor

Figura 6 - Imagem da incisdao na prega vocal direita do
coelho visualizada no monitor



Métodos |48

Figura 7 - Bisturi utilizado para realizacio da lesao.
Detalhe: reparo transversal que impediu a introdugao na
prega vocal além de 2 mm de profundidade

Figura 8 - Agulha para infiltragcdo. Detalhe: reparo que
permitiu a padronizagao da inje¢do a uma profundidade
de 2 mm
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Figura 9 - Imagem da inje¢cdo do HGF na prega vocal
esquerda do coelho visualizada no monitor

4.7 Procedimento pos-operatério

Apods o procedimento cirurgico, os coelhos permaneceram na sala de
recuperacao anestésica sob os cuidados do pesquisador por pelo menos 1

hora e, posteriormente, foram encaminhados para gaiolas individuais.

Os animais foram medicados com antibiotico de uso veterinario Flotril
10 % (Laboratoério Schering-Plough Saude Animal Ind. Com. Ltda, Brasil) em
dose unica diaria por 3 dias, na concentracdo de 2,5 mg/kg peso,
alimentados com ragao ad libitum, hidratados adequadamente e mantidos

sob os cuidados de técnicos e supervisdo de zootecnistas e veterinarios.
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4.8 Eutanasia e isolamento das laringes

Os animais do G1 foram sacrificados 30 dias apdés o procedimento
cirargico. Ja os animais do G2 foram sacrificados 30 dias apdés o 2°

procedimento (Figura 10).

Os coelhos foram previamente anestesiados, conforme descrito
anteriormente, e submetidos a injegdo endovenosa de cloreto de potassio

(KCI) a 20 %.

Foi realizada incisao cervical no coelho e excisdo da laringe em bloco.
As pecas foram dissecadas, removendo-se as partes moles e isolando-se a
laringe. A seguir, essa foi aberta através de incisdo longitudinal posterior,
entre as cartilagens aritendides. As cartilagem tiredide, PV e aritendide de
cada hemilaringe foram ressecadas em bloco, entre o ventriculo laringeo e
subglote. Por fim, as PVDs e PVEs foram isoladas entre a comissura

anterior.

As hemilaringes foram colocadas em cassetes, identificadas
adequadamente para posterior avaliagdo cega e fixadas em formol a 10 %
tamponado com acetato de sodio. Apds 48 horas, as pecgas foram
encaminhadas ao Laboratério de Técnicas Histoldgicas do Departamento de

Patologia da FMUSP.
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Figura 10 - Representagcdo dos procedimentos realizados nos animais em

cronoldgica. D = dia

4.9 Preparagao histoldgica

ordem

O projeto foi registrado no Laboratério de Técnicas Histolégicas sob o

n°® 0119-08.

As pecgas enviadas foram desidratadas com alcool etilico a 95 %,

submetidas a diafanizagdo em xilol, impregnadas e incluidas em parafina

fundida em estufa a 60°C. A seguir, foram cortadas em micrétomo com

espessura de 3 ym no plano coronal. Os cortes seriados foram realizados

em diregdo antero-posterior, e foi confeccionado um numero variavel de

ldaminas para cada pecga, até que se obtivesse a melhor visualizacdo das

estruturas a serem analisadas.
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Apos serem desparafinadas, as laminas foram coradas com
hematoxilina-eosina e Sirius Red. Todo o processo foi realizado pelo mesmo

técnico.

4.10 Analise histolégica das pregas vocais

4.10.1 Histologia do colageno

Nessa técnica de coloragao, utilizou-se solugao de Sirius Red a 1 %

dissolvido em acido picrico aquoso saturado.

O corante Sirius Red é um corante acido bastante utilizado para corar
o colageno em cortes de tecidos (Montes et al., 1984), pois suas moléculas,

ricas em aminoacidos basicos, reagem fortemente com corantes acidos.

O Sirius Red é uma molécula alongada que, ao reagir com o
colageno, aumenta sua birrefringéncia natural em decorréncia do
alinhamento das moléculas do corante paralelamente ao eixo longo de cada

molécula de colageno.

A quantificagdo do conteudo de colageno foi determinada utilizando
analise computadorizada de imagens. A medida das areas da lamina prépria
das PVs coradas positivamente a coloracdo de Sirius Red foi realizada com
uso do programa Image-Pro Plus® 4.1 para Windows® (Media Cybernetics —
Silver Spring, MD, EUA), instalado em um computador conectado a um

sistema de camera digital (Zeiss Mrc5, Zeiss Gmb, Alemanha) acoplada a
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um microscopio (Leica DMR, Leica Microsystems Wetzlar GmbH,

Alemanha).

Cada lamina foi analisada com aumento de 400 X. Inicialmente foram
medidas as areas positivamente coradas para colageno em 10 campos
selecionados randomicamente, ou até que toda a lamina prépria da PV fosse

coberta (o que fosse atingido primeiro).

Cada campo foi analisado através da delimitagcdo manual da area a

ser avaliada (Figura 11).

B Image-Pro Plus - 1d2 (1/1)

File Edt Acquire Enhance Process Measure Macro  Window  Help

SEHEeCSEA 2 EH00caad i HFRMEal «HMLRL BE B

E@ RGE 24{14,314,344 bytes), Zoom 25% 203161192 | 25681936 | |um (20x- 2533 std ql) [1GB
+3 [niciar

Figura 11 - Imagem capturada no monitor mostrando corte histolégico da prega
vocal do coelho, em aumento de 400 X, no analisador de imagens Pro-Plus 4.1. A
linha verde delimita a area onde sera realizada a quantificagdao das fibras
colagenas
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Foi aplicado um comando para o software reconhecer a leitura das
cores das fibras colagenas, marcando-as em azul e expressando a area

positiva para colageno em pm? (Figura 12).

1 Image-Pro Plus - 1d2 (1/1)

File Edit Acquire Enhance Process Measure Macro Window  Help
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File
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9173.7266
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34041.266
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Figura 12 - Imagem capturada no monitor mostrando o sistema de analise digital. A
area ocupada pelas fibras colagenas é identificada em azul e expressa em pm2

Outro comando orientou o software a calcular a area total delimitada,

também expressa em pym? (Figura 13).
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Figura 13 - Imagem capturada no monitor mostrando o sistema de analise digital. A
area total demarcada é representada em azul e expressa em um2

A densidade de colageno foi calculada a partir da area de colageno

(Mm?) dividida pela area total analisada (um?).

4.10.2 Técnica de hematoxilina-eosina

As laminas coradas com hematoxilina-eosina foram utilizadas para
analise dos seguintes aspectos da resposta inflamatoria: angiogénese na
lamina propria, espessura média do epitélio e processo inflamatério na

lamina prépria (Figura 14).
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Figura 14 - Fotomicrografia da lamina corada com hematoxilina-eosina: aumento
de 50X; visdao panoramica da prega vocal do coelho. Barra de escala = 800
micréometros

Para avaliagdo da angiogénese na lamina prépria e espessura média
do epitélio utilizou-se analise computadorizada de imagens, através do

mesmo programa anteriormente descrito, com aumento de 400 X.

Para avaliagdo da angiogénese, procedeu-se a contagem de vasos
através de delimitagdo manual (Figura 15) e, posteriormente, foi calculada a
densidade de vasos na lamina prépria a partir do numero de vasos
presentes nos 10 campos analisados aleatoriamente, dividido pela area total

avaliada em pm?.
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Figura 15 - Imagem capturada no monitor demonstrando a contagem do numero de
vasos no campo analisado

A espessura meédia do epitélio nos 10 campos randomicamente
avaliados foi expressa em micrometros (um). Em cada campo foram
tracadas manualmente 2 linhas delimitando o epitélio da PV e,
posteriormente, foi calculada a espessura média entre todos os pontos

dispostos nessas 2 linhas (Figura 16).
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Figura 16 - Imagem capturada no monitor demonstrando a medida da espessura
média do epitélio no campo analisado

A analise do processo inflamatério na lamina propria foi realizada
através de analise semi-quantitativa. Foram avaliados randomicamente 10
campos utilizando um score de 0 a 3, sendo: 0. auséncia de reagao
inflamatdria; 1. leve infiltrado inflamatério (menos de 25% de células
inflamatdrias na totalidade dos campos examinados); 2. moderado infiltrado
inflamatério (entre 25 a 50% de células inflamatérias na totalidade dos
campos examinados); 3. infiltrado inflamatério acentuado (mais de 50% de
células inflamatdrias na totalidade dos campos examinados). Para essa
avaliagao, foi utilizado aumento de 400 X e dois patologistas analisaram

independentemente todas as lédminas sem ter conhecimento do grupo
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pertencente. Em caso de discordancia entre os mesmos, a lamina foi revista

em conjunto para defini¢ao final.

4.11 Analise estatistica

As variaveis analisadas em cada PV incluiram:

- Densidade de colageno na lamina propria;

- Densidade de vasos na lamina propria;

- Espessura média do epitélio;

- Processo inflamatério na 1amina propria.

Os resultados foram submetidos a analise estatistica com a utilizagao

do programa SPSS® (Statistical Package Social Sciences), verséo 17.0.

Para descrigcdo e comparagao entre as PVD e PVE dos animais, tanto
do G1 quanto do G2, aplicou-se o Teste dos Postos Sinalizados de

Wilcoxon, avaliando-se as variaveis de interesse.

Para descrigdo e comparagao das variaveis de interesse entre ambos
0s grupos estudados, considerando-se as PVD dos animais do G1 e as PVE

dos animais do G2, aplicou-se Teste de Mann-Whitney.
Adotou-se nivel de significancia de 5% (p<0,050).

Aplicou-se o programa G-Power, em sua versao 3.0.10, para o calculo
do poder do estudo. A variavel escolhida para o calculo do poder foi ‘COL+’
(colageno positivo) e a comparagao entre os lados foi considerada para este

calculo.



5 RESULTADOS
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Os dados obtidos através da avaliagao histolégica (Anexo B, Tabela

1) foram submetidos a analise estatistica, conforme resultados a seguir.

5.1 Variaveis de interesse

5.1.1 Densidade de colageno na lamina prépria

A densidade de colageno na lamina prépria foi menor nas PVD em
relacdo as PVE nos animais do G1 e G2, com resultados encontrados

estatisticamente significantes (p=0,018) (Anexo C, Tabela 2).

Comparando-se a densidade de colageno na lamina propria das PVD
dos animais do G1 com as PVE dos animais do G2, as diferencas foram

estatisticamente nao-significantes (p=0,565) (Anexo D, Tabela 3).

Os resultados acima descritos sdo demonstrados no grafico 1 e figura

17.
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Grafico 1 - Densidade de colageno na lamina prépria das pregas vocais por grupo
estudado
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Figura 17 - Fotomicrografias das laminas coradas com Picrossirius, aumento de
400 X. As fibras colagenas estao coradas em vermelho. A imagem superior esquerda
corresponde a prega vocal esquerda do animal do grupo 1; a imagem superior direita
corresponde a prega vocal direita do animal do grupo 1; a imagem inferior esquerda
corresponde a prega vocal esquerda do animal do grupo 2; a imagem inferior direita
corresponde a prega vocal direita do animal do grupo 2. E = epitélio; LP = lamina
propria. Barra de escala = 100 micrometros

5.1.2 Densidade de vasos na lamina propria

Em ambos os grupos, as PVD apresentaram maior densidade de
vasos na lamina prépria em relacédo as PVE, porém no G1 essa diferenca foi
estatisticamente nao-significante (p=0,063), apresentando significancia

estatistica somente no G2 (p=0,018) (Grafico 2 e Anexo E, Tabela 4).

A densidade de vasos na lamina propria das PVD dos animais do G1
mostrou diferengas estatisticamente nao-significantes em relagédo as PVE

dos animais do G2 (p=0,085) (Grafico 2 e Anexo F, Tabela 5).
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Grafico 2 - Densidade de vasos na lamina prépria das pregas vocais por grupo
estudado

5.1.3 Espessura média do epitélio

A espessura média do epitélio das PVD mostrou diferencas
estatisticamente n&o-significantes em relacdo as PVE nos dois grupos

(p> 0,999) (Grafico 3 e Anexo G, Tabela 6).

A comparacgao entre a espessura média do epitélio das PVD dos

animais do G1 e das PVE dos animais do G2 demonstrou diferengas
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estatisticamente nao-significantes (p=0,565) (Grafico 3 e Anexo H, Tabela

7).
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Grafico 3 - Espessura média do epitélio nas pregas vocais por grupo estudado

5.1.4 Processo inflamatério na lamina prépria

A avaliagdo do processo inflamatério na lamina propria demonstrou
diferencas estatisticamente nao-significantes entre as PVD e PVE tanto no

G1 (p=0,564) quanto no G2 (p>0,999) (Grafico 4 e Anexo |, Tabela 8).

Comparando-se as PVD dos animais do G1 e as PVE dos animais do

G2, a andlise do processo inflamatoério na lamina prépria também
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demonstrou diferencas estatisticamente nao-significantes (p=0,298) (Grafico

4 e Anexo J, Tabela 9).
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Grafico 4 - Processo inflamatério na lamina prépria das
pregas vocais por grupo estudado

5.2 Poder do estudo

A analise do poder do estudo em funcdo da amostra demonstrou ser

de 80,41% (Grafico 5 e Anexo K).



Resultados |67

Power (1-B err prob)

0.65 —

t tests - Means: Difference between two dependent means (matched pairs)
Tail(s) = One, Effect size dz = 0.706207, « err prob = 0.05

T
20 30 40 50 60 70 80 90 100
Total sample size

Grafico 5 - Representagao grafica do poder do estudo em fungdo do tamanho da

amostra




6 DISCUSSAOQO
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6.1 Processo cicatricial em laringologia

A fonacdo depende da adequada vibragdo da mucosa das PVs
verdadeiras durante a adugao gldtica, e qualquer alteragdo dessa vibragao

pode levar a disfonia (Garrett et al., 2001).

O processo cicatricial nas PVs altera a adequada fisiologia da fonagao
e, por isso, € necessario encontrar solugdes para reduzir sua ocorréncia ou
restaurar o funcionamento adequado nos casos onde a fibrose ja tenha sido
instalada. Em trabalho publicado por Hirano (1995), o autor cita a
necessidade de desenvolver técnicas para minimizar a formacao de cicatriz

em PVs.

A cicatriz foi descrita como a principal causa de disfonia no poés-
operatorio de pacientes submetidos a cirurgias laringeas (Woo et al., 1994).
Na microcirurgia de laringe para remocao de lesdes, geralmente ocorre a
ruptura do epitélio, da membrana basal e da lamina propria, dependendo da
profundidade da incisdo (Branski et al., 2006). Portanto, as lesdes
decorrentes de procedimentos cirurgicos provocam alteragbées na lamina
propria das PVs e, para que a cicatrizacdo decorra satisfatoriamente e a
movimentacdo das PVs seja recuperada adequadamente, essa lamina
propria deve ser substituida por componentes que ndo aumentem sua

viscosidade (Ford, 1999).

O manejo da fibrose nas cordas vocais € um desafio (Benninger et al.,

1996; Rosen, 2000b; Hirano, 2005; Dailey, Ford, 2006) e a melhor opg¢ao
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terapéutica ainda nao foi estabelecida (Dailey, Ford, 2006), sendo

necessario buscar novas opgoes (Chan, Titze, 1998).

Varios trabalhos tém sido desenvolvidos para minimizar as alteracdes
decorrentes do processo cicatricial em PVs (Chan, Titze, 1998; Rousseau et
al., 2003, 2004a; Branski et al., 2005; Hansen, Thibeault, 2006; Lim et al.,

2006).

Tratamentos medicamentosos com esterbides e antibidticos
sistémicos podem ser uteis durante a cicatrizacdo, bem como medicagdes
anti-refluxo. Técnicas cirurgicas diversas, com o intuito de minimizar a
fibrose, bem como injecdo de substancias nas PVs no intra-operatorio ja
foram tentadas, porém, em alguns casos, agravaram O processo.
Bioimplantes, tais como gordura ou colageno, proporcionaram
preenchimento adequado do tecido cicatricial em alguns casos. Inje¢cao de
colageno bovino soluvel foi demonstrada para suavizar a fibrose, entretanto
os resultados nem sempre foram favoraveis. Tratamentos com fonoterapia
em fases precoces demonstraram melhora da qualidade vocal, mas na

maioria das vezes nao restauraram a voz ao normal (Benninger et al., 1996).

Inumeros trabalhos na literatura descrevem a injecdo de substancias
como opgao para tratar a fibrose, tais como gelfoam (Schramm et al., 1978),
Teflon® (Nakayama et al., 1993), colageno (Ford et al., 1992, 1995; Remacle
et al., 1999; Bjorck et al., 2002), gordura (Sataloff et al., 1997; Hsiung et al.,
2000; Neuenschwander et al., 2001), combinacdo de gordura e fascia
(Hsiung et al., 2004), acido hialurdnico (Hallen et al., 1998, 1999; Dahlqvist

et al., 2004; Hertegard et al., 2006b), acido hialurbnico com colageno
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(Hertegard et al., 2002), corticoide (Bouchayer, Cornut, 1988; Coleman et al.,
1999; Campagnolo et al., 2010), mitomicina-C (Garrett et al., 2001), células
tronco mesenquimais humanas (Hertegard et al.,, 2006a), células tronco

embrionarias humanas (Cedervall et al., 2007), entre outros.

No entanto, essas substancias podem provocar reagdes imunes
(Remacle et al., 1999), serem reabsorvidas ao longo do tempo (Schramm et
al., 1978; Shindo et al., 1996; Hallen et al., 1998), provocarem a formacéao de
granulomas (Nakayama et al., 1993) ou, ainda, ndo serem suficientemente
conhecidas, necessitando de novos estudos em longo prazo (Hertegard et

al., 2006a; Cedervall et al., 2007).

Dessa forma, € preciso encontrar um material que se aproxime do
ideal, que otimize as propriedades biomecanicas da matriz extracelular da
lamina prépria (Hansen, Thibeault, 2006), por ser essa a estrutura mais
importante da corda vocal e estar relacionada a vibragdo da mesma

(Kahane, 1987; Ishii et al., 2000).

Rosen (2000b) acreditava que o futuro traria novos materiais de
bioengenharia para implantes ou modulagado da matriz extracelular da lamina
propria de PVs lesadas, considerando o material ideal aquele com excelente

biointegragao e minima resposta imunoldgica (Rosen, 2000a).

Recentemente, estratégias de engenharia de tecidos, incluindo
combinacgao de células, fatores bioativos e scaffolds, tém sido investigados
para prevenir ou tratar a cicatriz de PVs. As tentativas incluem injegao de

HGF, de células derivadas do estroma da medula 6ssea ou matriz
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extracelular sintética semelhante ao acido hialurénico, bem como injegao de
cultura de fibroblastos autélogos (Kanemaru et al., 2003; Chhetri et al., 2004;

Hirano et al., 2004b; Duflo et al., 2006).

Os fibroblastos, principais células encontradas na lamina propria
(Pawlak et al., 1996), sintetizam varios componentes da matriz extracelular,
incluindo colageno, elastina, glicosaminas e fibronectina (Hirano et al.,

1999).

Alguns autores consideram que, assumindo o controle dos
fibroblastos no que se refere a producdo da matriz extracelular, seria
possivel restaurar a cicatrizacdo da PV de maneira efetiva (Hirano et al.,
2003a,c, 2004b,c). Entretanto, ainda ndo se sabe como os fibroblastos
produzem os componentes da matriz extracelular apos a injuria, como a
cicatriz desenvolve-se ou como algumas feridas cicatrizam sem fibrose

(Hirano et al., 2002).

Em estudo realizado por Hirano et al. (2004b), a inje¢ao de cultura de
fibroblastos com HGF em PVs de caes mostrou piores resultados em relagao
aos outros grupos, nos quais se injetou apenas HGF ou solucao salina. Os
autores acreditam que a funcao dos fibroblastos em termos de producao de
matriz extracelular exerga grande importadncia para o resultado final da
cicatrizacdo e consideram que a injecao induziu a produgdo de mais
colageno do que acido hialurénico e elastina, bem como a deposi¢céo de
fiboras de colageno grossas, levando a uma maior contragdo tecidual.
Concluem sobre a necessidade de mais estudos para determinar a melhor

estratégia para controle da cicatrizagdo com a inje¢ao de fibroblastos.
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Avaliando-se a histologia das PVs, os fibroblastos presentes na
ldamina propria da mucosa, além de serem responsaveis pela sintese da
matriz extracelular, exercem importante papel na cicatrizagcao ao interferirem
na migragao, proliferagcdo, adesao e regulagao celular (Hirano et al., 1999).
Durante a injuria, os fibroblastos sintetizam varios componentes para reparar
e lesdao, bem como secretam fatores de crescimento que controlam a
produgao dessa matriz extracelular; entretanto, pouco se sabe sobre a agao

desses fatores de crescimento nas PVs (Hirano et al., 2002).

TGF B1 esta relacionado a etiologia de estenose subglética (Border,
Noble, 1994; Dillard et al., 2001). Esse fator realga a deposicao da matriz

extracelular e inibe fatores de crescimento em células epiteliais e endoteliais.

O HGF suprime a expressdo do TGF B1 e estimula a atividade de
proteases responsaveis pela degradagdo de componentes da matriz
extracelular em varios tecidos, tais como vasos, sistema nervoso, tecido
0sseo, gastrointestinal, pele e musculos (Matsumoto, Nakamura, 1997). No
presente trabalho, a injecdo do HGF foi realizada para avaliar seu efeito
sobre alguns parametros do processo de cicatrizacdo em PVs escarificadas

de coelhos.

Apods a substituicdo da |amina prépria da PV por fibrose cicatricial, é
dificil restaurar adequadamente sua viscoelasticidade (Hirano et al., 2003a).
O acido hialurbnico provavelmente esta envolvido na manutengdo das
propriedades viscoelasticas da mucosa das PVs. Em contrapartida, o
excesso de colageno aumenta a rigidez da mucosa (Gray et al., 1999).

Esses achados sugerem a importancia de estimular a produgdo do acido
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hialurénico e reduzir a producado de colageno pelos fibroblastos da lamina
prépria, para melhorar a elasticidade da cicatriz em PVs (Gray et al., 1999;

Hirano et al., 2003a, 2004c).

A analise histologica deste estudo ndo incluiu o acido hialurénico,
avaliando apenas a densidade de colageno nas PVs dos animais. O
colageno tem sido descrito como o maior constituinte do tecido cicatricial
(Ehrlich, 2000) e sabe-se que tecidos com maior concentracéo de colageno
estdo mais propensos a fibrose cicatricial (Benninger et al., 1996), o que
justifica a importancia de se avaliar esse componente da matriz extracelular

em decorréncia do importante papel que exerce sobre a cicatrizagao.

6.2 Delineamento do estudo e metodologia

Hirano (2005) menciona que, pelo fato de ainda nao ter sido
encontrada a melhor estratégia para prevenir ou tratar a cicatriz de PVs de
maneira efetiva, novas abordagens terapéuticas tém sido propostas. O autor
considera os fatores de crescimento elementos com grande potencial para
controlar a cicatrizagdo tecidual, pois sdo substancias que modificam a
atividade dos fibroblastos e, por essa razdo, podem auxiliar no tratamento da
fibrose. Refere que terapia génica também pode maximizar os efeitos dos
fatores de crescimento. A melhor maneira de administracdo desses fatores

merece novos estudos.

Hom et al. (2002) analisaram recentes estudos envolvendo fatores de

crescimento utilizados em diferentes locais da regido da cabecga e pescoco.
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O HGEF foi considerado inicialmente como fator com acgao especifica
no figado e, posteriormente, sua atuagao foi identificada em outros tipos
celulares (Liu et al., 1994; Jesus et al., 2000). Apresenta intensa atividade
antifibrotica, uma vez que a administragdo do mesmo mostrou-se efetiva na
prevencao ou completa resolugao de fibrose hepatica, renal e pulmonar em
modelos animais (Matsumoto, Nakamura, 1997). Além disso, HGF tem
acelerado a cicatrizagcdo de Ulcera gastrica em ratos (Brzozowski et al.,

2001). O c-Met foi descrito como o receptor (Bottaro et al., 1991).

Hirano et al. (2003c) apresentam o HGF como uma substancia
promissora para prevenir a formagao de cicatriz em PVs, pois funciona como
modulador da formagado e expressao de substancias responsaveis pela
fibrose tecidual. Demonstram, nesse estudo, que os fibroblastos do espaco
de Reinke estdo mais suscetiveis a agdo do HGF do que os presentes na
macula flava, condicdo adequada para prevenir ou tratar a cicatriz em PVs.
Os autores relatam sobre a influéncia positiva do HGF sobre os fibroblastos
do espaco de Reinke, que pode ser a chave para reduzir a formacgao de

cicatriz.

Hirano et al. (2003a) referem que para obtencdo de resultados
satisfatorios com fatores de crescimento é necessario considerar a
concentragcdo e tempo de utilizacdo e descrevem algumas opgdes de
utilizacdo do HGF no tratamento de PVs: injecéo tdpica, injegdo tdpica com
fibroblastos normais, administracéo sistémica e terapia génica. Os autores
consideram que a injegao tépica deve ser realizada imediatamente apds a

injuria, entretanto, citam a possibilidade de n&o ser efetiva para o tratamento
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da fibrose crénica, pois €& possivel que os fibroblastos mudem

funcionalmente ao longo do tempo.

Hirano et al. (2003c) acreditam ser essencial minimizar a cicatriz na
camada superficial da PV, ou seja, no espago de Reinke, para preservar a

funcdo da PV.

Levando em consideragdo os achados dos trabalhos anteriormente
citados e conhecendo-se os beneficios da utilizacdo dos fatores de
crescimento como agentes antifibréticos, nosso estudo foi desenhado com a
intencao de interferir na cicatrizagcao de PVs de coelhos, a fim de minimizar a
producao de colageno pelos fibroblastos presentes na lamina propria com a
injecdo do HGF no que corresponde ao espaco de Reinke, ja que
anteriormente foi demonstrada a influéncia desse fator sobre os fibroblastos

(Hirano et al., 2003c; Hirano et al., 2004c).

Em artigo publicado por Hirano et al. (2004c), os autores incluiram 20
animais, lesando aleatoriamente uma de suas PVs e mantendo a outra como
controle. Imediatamente apds a injuria, submeteram 10 animais a injegcao do
HGF na concentracdo de 100 ng/100 ul de solugao salina e nos outros 10
animais foi injetada apenas solugdo salina, sendo todos sacrificados 6
meses apos o procedimento. Nosso trabalho baseou-se nesse estudo para a
definicdo da concentracao de fator de crescimento a ser utilizada, ja que os

resultados dos autores foram favoraveis com essa concentracao.

Em nosso estudo, a lesdo foi realizada em ambas as PVs de cada

animal e, em seguida, o HGF foi injetado apenas de um lado (a outra prega
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funcionou como controle). O intuito em lesar ambas as pregas foi avaliar se
a injecao provocaria algum dano maior que pudesse prejudicar o efeito final

da substancia.

Ainda em Hirano et al. (2004c), os autores relataram que ha questdes
a serem respondidas em relagdo a utilizagdo do HGF: Quando deve ser
administrado? Qual a dose e momento mais apropriados para a aplicagéo?
No estudo, os autores injetaram HGF apenas uma vez, imediatamente apos
a injuria. Referem que, como a fase inicial da cicatrizacdo € importante para
o resultado final, provavelmente a aplicacdo devesse ser realizada o mais
brevemente possivel, entretanto, desconhecem o tempo de duragdo do

efeito do HGF.

Hirano et al. (2004b) relatam sobre a variedade de materiais injetaveis
ja utilizados para suavizar a cicatriz, porém consideram nao ideais a
permanéncia e efeito dessas substancias, pois sdo reabsorvidas na maioria
das vezes e nem sempre proporcionam a restauragdo das propriedades
vibratorias das PVs. Os autores novamente sugerem o HGF como opgao
para minimizar as alteragbes provocadas pela cicatriz, melhorando as
propriedades vibratérias das PVs de caes. Pelo fato de nao corrigir
totalmente o problema, reafirmam que o proximo passo seria encontrar a
melhor maneira de administrar o HGF para maximizar seus efeitos. Nesse
estudo, os autores injetaram HGF 1 més apds a injuria nas PVs de caes e
reinjetaram 1 semana apos. Contudo, questionam se o HGF fosse injetado

em diferentes dosagens e frequencia, os resultados seriam outros.
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Ohno et al. (2007) encontraram resultados satisfatérios com um
sistema de liberagao prolongada de HFG em hidrogel em PVs de céaes. Os
autores sugerem que a desorganizagdo dos componentes da matriz
extracelular pode afetar as propriedades teciduais da mucosa da PV, sendo
os fatores de crescimento um dos mais potentes elementos reguladores da
regeneracgao tecidual e o HGF descrito como agente antifibrético. Entretanto,
estudo prévio (Ozeki et al., 2001) revelou que a duracéao in vivo desse fator
pode ser curta, sendo o trabalho em questao desenvolvido a fim de reforgar
os efeitos do HGF através de liberagcado gradual. Porém, ainda ndo se sabe a
dose ideal, tampouco a frequéncia de utilizagdo para a melhor regeneragao

da PV.

Ohno et al. (2009b) desenvolveram estudo para avaliar os efeitos do
HGF sobre a expressao génica das metaloproteinases, procolageno e acido
hialurbnico durante a fase aguda da lesdo em PVs, e sugeriram a

necessidade de novos estudos incluindo o HGF.

Gilbert et al. (2009) avaliaram a eficacia da utilizagdo da matriz
extracelular de figado de suino, conhecidamente um reservatério de HGF,
sobre a cicatrizagdo de PVs de caes. O estudo destacou a importancia de
novas investigagdes, pois ndao demonstrou que o0 mesmo € capaz de

melhorar a regeneragao da cicatriz na fase aguda da cicatrizagao.

Diante das incertezas em relacdo a administracdo do HGF, nosso
estudo foi delineado justamente para avaliar outra opgdo de administragéo:
imediatamente apds a injuria e reinjecao em 10 dias, coincidindo com seu

pico de agao, segundo mostra estudo de Hirano et al. (2002), no qual
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observam minima concentracdo de HGF na area da injuria do 1° ao 5° em
PVs de ratos, sendo que a atividade aparece no 10° dia e cai levemente até
o 15° (Grafico 6). O intuito dessa metodologia foi avaliar se a reinjecao do
fator de crescimento traria resultados mais satisfatérios do que uma unica

aplicacgao.
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FONTE: Hirano S, Thibeault S, Bless DM, Ford CN, Kanemaru S. Hepatocyte growth
factor and its receptor c-Met in rat and rabbit vocal folds. Ann Otol Rhinol Laryngol.
2002;111(8):661-6.

Grafico 6 - Intensidade de coloragdo do HGF (linha sélida) e indice de
regeneracgao (R.l;linha tracejada). Atividade do HGF foi observada nos dias 10 a
15. indice de regeneragdo em relagdo a atividade do HGF. Pontos circulares:
intensidade de coloragdo em cada animal; pontos em forma de diamante: média
da intensidade de coloragdo de cada dia pés-operatério; O/U: indice de
intensidade de coloragao entre o lado operado (O) e o lado ndo operado (U)

Em nosso estudo, os animais foram sacrificados 30 dias apds o
procedimento. A escolha desse periodo baseou-se na sintese de colageno.
Artigos revelam que a deposigcdo de colageno aumenta rapidamente 5 dias

apos a injuria, continua acelerada por aproximadamente 2 a 4 semanas
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(Peled et al., 2000; Thibeault et al., 2002), declinando a partir de entao
(Lawrence, 1996; Thibeault et al.,, 2002). Dessa forma, a metodologia de
nosso projeto permitiu avaliar o efeito do HGF sobre o periodo da produgéao

de colageno.

O termo densidade’ designa a distribuicdo de uma quantidade (tal
como massa, eletricidade ou energia) por unidade, comumente de espago
(como comprimento, area ou volume). Portanto, em nosso estudo, utilizamos
essa terminologia para representagcao da quantidade de fibras colagenas e

vasos distribuidos na lamina préprias das PVs.

Junqueira et al. (1979a,b) determinaram que é possivel diferenciar os
subtipos de colageno através de sua birrefringéncia quando corados com
Sirius Red e submetidos a polarizagao, sendo o colageno tipo | apresentado
como fibras espessas, fortemente birrefringentes, coradas em vermelho,
alaranjado ou amarelo, e o colageno tipo Ill formava feixes finos, fracamente
birrefringentes, com coloragao esverdeada ou amarelo-esverdeada. Dayan
et al. (1989) demonstraram que a polarizagdo nao era influenciada apenas
pela espessura das fibras de colageno, mas também pela densidade dos
feixes. Tateya et al. (2007) observaram, através de microscopia eletrénica,
que colagenos tipo | e lll podem coexistir nas fibras colagenas e reticulares

na lamina propria das PVs humanas.

) Weiszflog W, editor. Michaelis: moderno dicionario da lingua portuguesa [Internet]. Sao
Paulo: Editora Melhoramentos Ltda; c2009. Densidade; [citado 2010 Dez 20]; [cerca de 1
tela]. Disponivel em:
http://michaelis.uol.com.br/moderno/portugues/index.php?lingua=portugues-
portugues&palavra=densidade



Discussdao |81

Diante das limitagdes do método da Picrossirius polarizagdo para
avaliar os subtipos de colageno, optamos, em nosso estudo, por nao
polarizar a luz, utilizando a coloragdo de Sirius Red para avaliagdo do

colageno total na lamina proépria.

Nenhum modelo animal apresenta histologia da PV correspondente a
humana (Kurita et al., 1995), mas a semelhanga da PV do coelho nos levou

a utilizar esses animais para o desenvolvimento do estudo.

Vale ressaltar que alguns resultados podem inferir em falhas
metodologicas. Em nosso estudo, o procedimento realizado nas PVD dos
animais do G1 foi exatamente o mesmo efetuado nas PVE dos animais do
G2. Desta forma, optamos por comparar os dois grupos e todos os
resultados demonstraram diferengas estatisticamente nao-significantes, ou
seja, as PVD dos animais do G1 sao estatisticamente semelhantes as PVE
dos animais do G2. Esse dado ratifica a adequada metodologia empregada,
sugerindo que o segundo procedimento cirurgico para a injecao de HGF a
que os animais do G2 foram submetidos nao interferiu nas alteragdes do
processo cicatricial por nés avaliadas, tampouco o tempo pds- operatorio, ja
que os animais do G1 foram sacrificados 30 dias apds o procedimento inicial

e 0s animais do G2 40 dias apo6s.

No presente estudo, foram utilizados animais do sexo feminino.
Trabalhos demonstram que hormoénios sexuais podem interferir no padrao
vocal (Abitbol et al., 1999; Amir, Biron-Shental, 2004; Rios et al., 2008), bem
como no processo cicatricial em mulheres (Engeland et al., 2009). O ciclo

hormonal das coelhas envolvidas nesse estudo ndo foi levado em
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consideracao, ja que as PVs contralaterais funcionaram como controle,

comparando-se as PVs do mesmo animal.

A definicdo da massa corporea dos animais foi determinada durante o
estudo piloto. Para facilitar o procedimento, utilizamos coelhas maiores, cujo
peso variou de 2500 a 3500 g. Estudos demonstram variagdo na densidade
de colageno em PVs de acordo com a idade (Hirano et al., 2004a). No
presente estudo, optamos por utilizar animais da mesma ninhada para cada
grupo a ser estudado, onde as idades foram de 3 meses e 16 dias no G1 e 4
meses e 2 dias no G2. Como a PV contralateral funcionou como controle
para cada animal, a variagdo da idade nao interferiu nos resultados

encontrados.

6.3 Efeito do HGF sobre o colageno na lamina prépria das pregas

vocais

As fibras colagenas representam um dos componentes fibrosos da
matriz extracelular da lamina prépria das PVs (Ushiki, 2002). Trabalhos
descrevem a distribuicao das fibras colagenas (Gray et al., 1993; Courey et
al., 1996; Madruga de Melo et al., 2003; Tateya et al., 2007) e sua relagao

com a vibragao das PVs (Ishii et al., 1996; Sato, 1998; Gray et al., 2000).

A fase aguda da cicatrizagao, incluindo a fase proliferativa, que se
inicia 2 ou 3 dias apds a injuria e termina em 2 a 3 semanas, € considerada
importante por alguns autores (Peled et al., 2000). Durante essa fase, os

fibroblastos proliferam no sitio da lesdo produzindo a matriz extracelular,
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incluindo o colageno, e a forma como esse colageno é produzido exerce
influéncia sobre a formagao da cicatriz (Hirano et al., 2004c). Branski et al.
(2005), Tateya et al. (2006) consideram essa fase favoravel para opgoes de
tratamento, pois intervengdes na produgao da matriz extracelular da lamina

prépria podem minimizar a cicatrizagao.

Durante a fase fibroblastica da cicatrizagcdo, os fibroblastos que
migraram para o sitio da lesao, por influéncia de fatores de crescimento,
produzem colageno no local, sendo que a matriz extracelular passa a ser
substituida por um tecido conjuntivo mais forte e elastico (Eckersley, Dudley,
1988). Nessa fase de deposi¢cao da matriz extracelular, o colageno passa a

ser o principal componente da cicatriz em formacgao (Balbino et al., 2005).

Ja a fase de remodelamento da cicatrizacdo envolve a producao,
digestdo e orientagdo das fibrilas de colageno, e a resisténcia de uma
cicatriz é diretamente proporcional a quantidade e organizagao destas fibras
colagenas depositadas. Essa fase pode durar meses (Balbino et al., 2005) e
interferéncias na organizagao e componentes das fibras colagenas podem

alterar as caracteristicas da cicatriz (Doillon et al., 1985).

Observamos entdo a importancia de se interferir na sintese de
colageno durante todo o processo cicatricial. Peled et al. (2000) sugerem
associagao entre a deposigao de colageno e a contragao cicatricial. Trabalho
realizado em porcos (Rousseau et al., 2004b) demonstrou que a deposi¢ao
de colageno na lamina propria das PVs escarificadas ocorreu desde o 3° dia,
porém de maneira esparsa, com aumento a partir do 15° dia. Em nosso

estudo, nos animais do G2, a interferéncia na produgéo de colageno ocorreu
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desde o inicio de sua sintese até o pico de maior producdo, pois a reinjecao
do fator de crescimento promoveu a manutencdo do seu efeito por um
periodo mais prolongado, ja que a atividade do mesmo diminui a partir do

15° dia, segundo dados publicados por Hirano et al. (2002).

Em estudo anteriormente citado (Hirano et al., 2004c), os autores
estudaram os efeitos do HGF na cicatrizacdo de PVs de 20 coelhos,
divididos em 2 grupos: um grupo cujas PVs foram unilateralmente tratadas
com injegcao de HGF imediatamente apds a escarificacdo, e outro grupo em
que se injetou solugdo salina, sendo a PV contralateral mantida intacta para
controle em ambos os grupos. Os animais foram sacrificados 6 meses apods
o procedimento. Os autores encontraram densidade de colageno aumentada
nas PVs tratadas com solugcdo salina em relagdo aos seus controles
(p<0,05) e diferengas estatisticamente nao-significantes na densidade de
colageno entre as PVs com HGF e seus respectivos controles, concluindo
que a injecao do HGF preveniu a deposi¢cao excessiva de colageno nas PVs
lesadas de coelhos. Esses achados corroboram nossos resultados, em que
encontramos menor densidade de colageno nas PVs de coelhos tratadas
com a injegao do HGF imediatamente apds a lesdao quando comparadas aos

seus controles, nos quais apenas foi realizada a injuria (p=0,018).

Vale ressaltar que em nosso estudo também observamos menor
densidade de colageno nas PVs nas quais o fator foi reinjetado, em relagao
aos seus controles nos quais se realizou apenas uma injegao (p=0,018), o
que demonstra que a reaplicacdo pode ser uma alternativa para maximizar o

do HGF.
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Kishimoto et al. (2009) avaliaram nos dias 1, 3 e 7 o efeito do HGF
exogeno sobre a expressao do HGF endégeno e producao de componentes
da matriz extracelular pelos fibroblastos das PVs de 5 ratos, através de
estudo in vitro. Observaram que o HGF exdgeno pode regular o endégeno
nos fibroblastos da PV, n&o alterando a expressao dos colagenos tipo | e lll,
bem como do c-Met em nenhuma concentragédo avaliada. Em nosso estudo,
nao avaliamos a expressao do HGF endégeno, tampouco do seu receptor
c-Met nas PVs apés a injegcao do HGF, porém menor densidade de colageno
foi encontrada nas PVs tratadas com o fator de crescimento, o que sugere a
ocorréncia de interferéncias na producado de colageno pelos fibroblastos da
lamina prépria. A discordancia dos achados dos autores no que se refere a
expressao de colageno em relagao ao nosso estudo pode ser justificada pelo
fato de os mesmos terem avaliado os animais até o 7° dia. Hirano et al.
(2002) relataram que a agcao do HGF apenas apareceu quando o mesmo se
uniu ao seu receptor e Ohno et al. (2009a) demonstraram que a expressao
do c-Met diminuiu nos 1°, 3° e 5° dias apds a injuria em PVs de ratos quando
comparadas ao controle, e que aumentou significantemente a partir do 28°
dia. Possivelmente, nesse estudo, o efeito do HGF ndo atingiu seu pico
maximo até o periodo em que os animais foram sacrificados e, em nosso

trabalho, os animais foram sacrificados aos 30 e 40 dias.
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6.4 Efeito do HGF sobre a angiogénese, epitelizagdo e processo

inflamatério na lamina prépria das pregas vocais

Ding et al. (2003) referem que o exato papel do HGF sobre o
processo de angiogénese nao € totalmente conhecido, porém descrevem
que esse é um potente estimulador da angiogénese. Ozeki et al. (2001)
observaram, através de estudo experimental, que o HGF exerce efeito sobre
a angiogénese no tecido subcutdneo de ratos. Umeno et al. (2009)
desenvolveram trabalho com PVs de quatro caes para avaliar a eficacia da
injecdo de gordura com replicagdo de adenovirus contendo HGF para
minimizar a absorgdo da mesma e observaram maior vascularizagdo dos

adipdcitos no grupo tratado com HGF.

Dessa forma, incluimos em nosso estudo o efeito do HGF sobre a
densidade de vasos na lamina propria das PVs. Avaliando a vascularizagao
na lamina prépria, a densidade de vasos apresentou diferengas
estatisticamente significantes apenas entre as PVD e PVE dos animais do
G2, nos quais se encontrou maior densidade de vasos nas PVD. Tal fato
pode ser justificado pela reinjecdo do fator de crescimento realizada nas
PVDs desses animais, o que pode ter provocado uma maior vascularizagao
nas mesmas, porém mais estudos sdo necessarios para esclarecer esses

aspectos.

Ohno et al. (2009a) desenvolveram estudo para avaliar a expressao
dos genes codificados de TGF pB1, HGF e c-Met durante as fases

inflamatdria, proliferativa e de remodelagao da cicatrizacdo de PVs lesadas
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de ratos. A expressdao do HGF coincidiu com algumas alteracbes que
ocorreram durante a cicatrizacdo. Migracao epitelial e hipertrofia ocorreram
nos 3 dias apods a injuria na corda vocal, com nova epitelizagdo no 7° dia, e
completo epitélio entre o 10° e 14° dias, correspondendo ao pico do HGF.
Hirano et al. (2002) também encontraram pico do HGF entre 10 e 15 dias.
Portanto, parece que o HGF esta relacionado com a reepitelizagao da PV,
fato que justificou a avaliagdo da espessura do epitélio no presente estudo.
Nosso trabalho encontrou diferencas estatisticamente né&o-significantes na
espessura meédia do epitélio entre uma PV e seu controle nos dois grupos
estudados, bem como na comparagdo dos grupos entre si. Talvez esses
achados possam ser justificados pelo fato de os animais terem sido
sacrificados em uma fase mais tardia (30 dias no G1 e 40 dias no G2), na
qual o epitélio das PVs ja estava totalmente formado, conforme demonstram

trabalhos de Branski et al. (2005); Tateya et al. (2005); Tateya et al. (2006).

Em estudo ja citado anteriormente (Hirano et al., 2002), os autores
detectaram a presenca do receptor do HGF, c-Met, nas células epiteliais e
glandulares das PVs de ratos. Complementando o estudo com PVs de
coelhos, aventaram a hipétese de que os fibroblastos da lamina prépria
produzem o HGF, sendo entdo migrado para as células epiteliais que
contém o c-Met. Ao atingir o receptor, o HGF é capaz de modular as
respostas durante a cicatrizacdo. Outra possibilidade seria a producdo do
HGF pelas células epiteliais, que afetaria diretamente os fibroblastos da
lamina propria, levando as alteracbes na producdo dos componentes da

matriz extracelular.
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Em nosso estudo, observamos que o epitélio mostrou-se igual com e
sem a injegcdo do HGF 30 e 40 dias apds a lesdo. Ja na lamina prépria
ocorreu menor deposi¢cao de colageno. Portanto, acreditamos que o fator
exerga algum efeito na lamina propria, porém mais estudos sao necessarios
para avaliar a existéncia de seu receptor em outros locais nas PVs de

coelhos ou se o efeito ocorreu por contiguidade.

7

Sabe-se que a fase aguda da cicatrizagdo € caracterizada pela
presenca de células inflamatérias no sitio da lesdo, como leucdcitos
polimorfonucleares (PMN), macréfagos e linfécitos (Mandelbaum et al.,

2003).

Em nosso trabalho, a avaliagdo da presencga de células inflamatérias
30 e 40 dias apos a lesao foi realizada para avaliar se a injegdao do HGF
retardaria o processo inflamatério durante a cicatrizacdo, porém os
resultados mostraram diferengas estatisticamente nao-significantes entre as

PVs submetidas a injecao, reinjecao e seus respectivos controles.

Os achados de nosso estudo ndo nos permitem inferir sobre a
absorcao sistémica do HGF apds injecdo em PVs de coelhos, porém
acreditamos que mesmo que essa ocorra, o efeito da substancia € maior no
local da aplicagdo, pois foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes na deposicdo de colageno, bem como densidade de vasos na
ldmina propria entre os dois lados avaliados de um mesmo animal. Novos

estudos devem ser realizados para melhor avaliacido desse aspecto.
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6.5 Perspectivas futuras

Nosso estudo foi pioneiro ao avaliar o efeito da reinjecao do fator de
crescimento de hepatocito nas PVs de coelhos, coincidindo com seu pico de

acgao (Hirano et al.,2002).

A metodologia do estudo, porém, nao incluiu a avaliagado dos subtipos
de colageno existentes na lamina prépria das PVs diante do HGF e,
portanto, sugerimos mais estudos incluindo essa pesquisa através de

imunohistoquimica, bem como a avaliagao reoldgica dessas pregas.

Outra sugestdo acerca do HGF seria a pesquisa de seu efeito

sistémico sobre as cordas vocais.



7 CONCLUSOES
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Conclusoes

O presente estudo nos permite concluir que:

- a injecao do fator de crescimento de hepatécito em pregas vocais
escarificadas de coelhos promoveu menor densidade de colageno na lamina
prépria quando essas foram comparadas aos controles, nos quais nao se
injetou o fator. Nao houve diferenca em relagcdo a densidade de vasos e
processo inflamatério na lamina propria, tampouco na espessura média do
epitélio.

- a reinjecao do fator de crescimento de hepatdcito coincidindo com
seu pico de agcao em pregas vocais escarificadas de coelhos promoveu
menor densidade de colageno e maior densidade de vasos na lamina prépria
em relagdo aos controles nos quais foi injetado apenas uma vez. Os
resultados ndo mostraram diferengas em relagdo ao processo inflamatério

na lamina propria e espessura média do epitélio.



8 ANEXOS
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Anexo A

Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa/HC-FMUSP

dand
N+

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de 12.04.06, APROVOU o

Protocolo de Pesquisa n° 069/06, intitulado: "Estudo do papel do fator de

crescimento hepdtico na cicatrizagdo de pregas vocais em coelhos”
apresentado pelo Departamento de OFTALMOLOGIA E
OTORRINOLARINGOLOGIA.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a CAPPesgq,
os relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de

Sadde n® 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra "c").

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof. Dr. Domingos Hiroshi Tsuji

Pesquisador(a) Executante: Dra. Roberta Ismael Dias Garcia

CAPPesq, 12 de Abril de 2006.

PROF. DR. CLAUDIO LEONE
Vice-Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05430 010 - Sao Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesg@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br
Jven
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Anexo B

Tabela 1 - Resultados obtidos através da avaliagao histolégica

PREGA Colageno+| Area Colageno/ | Nimero | Vasos/ Area | Score | Espessura
CASO | 1D/2E |GRUPO| (um®) |total (um®)| Area Vasos | (vasos/um®)| 0a3 | epitélio (um)
1 1 1 19064,54 | 34667,852 | 0,549919851 10  10,000288452 | 1 12,98
1 2 1 21658,47 | 33540,12 |0,645748137 9 0,000268335 | 1 12,21
2 1 1 14558,93 | 27665,34 | 0,52625162 11 10,000397609 | 1 15,02
2 2 1 17325,65 | 28653,32 | 0,60466466 6 0,0002094 0 14,52
3 1 1 18599,04 | 33008,67 |0,563459237 9 0,000272656 | 0 16,82
3 2 1 19668,75 | 33986,54 | 0,578721753 8 0,000235387 | 0 13,67
4 1 1 19998,65 | 37655,24 | 0,531098726 8 0,000212454 | 0 10,32
4 2 1 20865,24 | 36945,21 |0,564761711 10 10,000270671| 1 13,94
5 1 1 17668,65 | 33559,87 |0,526481479| 10 |0,000297975| 1 14,66
5 2 1 19853,2 | 34658,51 | 0,57282324 8 0,000230824 | 0 11,25
6 1 1 12006,81 | 23044,19 |0,521034152 9 0,000390554 | 1 10,7
6 2 1 15024,65 | 23856,21 |0,629800375 7 0,000293425 | 1 13,25
7 1 1 15884,62 | 296653 |0,535461297 | 11 |0,000370804| 0 12,25
7 2 1 16534 30012,21 |0,550909113 9 0,000299878 | 0 14,55
8 1 2 15501,47 | 34118,96 |0,454335947 | 10 |0,000293092| 0 12,98
8 2 2 19698,32 | 34691,25 | 0,56781811 9 0,000259431| 1 10,87
9 1 2 16325,54 | 38312,52 |0,426115014| 10 |0,000261011| 0 10,22
9 2 2 20457,68 | 39625,64 |0,516273807 9 0,000227126 | 0 12,58
10 1 2 12345,98 | 30297,65 | 0,40748969 10 | 0,000330059| 0 15,42
10 2 2 17655,33 | 32655,87 |0,540647975 7 0,000214357 | 0 13,75
11 1 2 14658,97 | 32654,21 | 0,448915163 | 11 | 0,000336863 | 1 9,06
11 2 2 15322,87 | 28994,87 |0,528468312 9 0,0003104 0 12,54
12 1 2 17568,65 | 41532,64 |0,423008265| 10 | 0,000240774| 0 13,42
12 2 2 20566,57 | 39691,14 |0,518165263 9 0,000226751| 0 11,65
13 1 2 15697,12 | 33567,14 |0,467633525| 11 |0,000327701| O 13,37
13 2 2 18994,47 | 35446,98 |0,535855805| 10 | 0,000282111| 1 11,66
14 1 2 13367,84 | 3169854 |0,421717846| 10 |0,000315472| 1 14,32
14 2 2 15556,64 | 3057742 |0,508762348 8 0,000261631| 0 14,52

D = direita; E = esquerda; + = positivo
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Anexo C

Tabela 2 - Densidade de colageno na lamina propria das pregas vocais dos animais
do grupo 1 e grupo 2 (Teste de Wilcoxon)

Variavel Grupo n Média Desvio-padrao Percentil 25 Mediana Percentil 75 Significancia (p)

Col/Area 1PVD 7 0,536244 0,015173 0,526252  0,531099  0,549920
0,018
Col/Area 1PVE 7 0,592490 0,035239 0,564762  0,578722  0,629800

Col/Area 2PVD 7 0,435602 0,021548 0421718  0,426115  0,454336
0,018
Col/Area 2PVE 7 0530856 0,019810 0516274  0,528468  0,540648

Col = colageno; PVD = prega vocal direita; PVE = prega vocal esquerda
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Anexo D

Tabela 3 - Densidade de colageno na lamina propria das pregas vocais direitas dos
animais do grupo 1 e pregas vocais esquerdas dos animais do grupo 2 (Teste de
Mann- Whitney)

Variavel Grupo n Média  Desvio-padrao Percentil 25 Mediana Percentil 75 Significancia (p)

Col/Area 1PVD 7 0,536200 0,015170 0,5626300  0,531100  0,549900
0,565
Col/Area 2PVE 7 0,530900 0,019810 0,516300 0,528500  0,540600

Col = colageno; PVD = prega vocal direita; PVE = prega vocal esquerda
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Anexo E

Tabela 4 - Densidade de vasos na lamina propria das pregas vocais dos animais do
grupo 1 e grupo 2 (Teste de Wilcoxon)

Variavel Grupo n  Meédia Desvio-padrdo Percentil 25 Mediana Percentil 75 Significancia (p)
Vasos/Area 1PVD 7 0,000319  0,000069 0,000273  0,000298  0,000391

0,063
Vasos/Area 1PVE 7 0,000258  0,000034 0,000231 0,000268 0,000293
Vasos/Area 2PVD 7 0,000301  0,000037 0,000261 0,000315 0,000330

0,018
Vasos/Area 2PVE 7 0000255  0,000034 0,000227 0,000259 0,000282

PVD = prega vocal direita; PVE = prega vocal esquerda.
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Anexo F

Tabela 5 - Densidade de vasos na lamina prépria das pregas vocais direitas dos
animais do grupo 1 e pregas vocais esquerdas dos animais do grupo 2 (Teste de
Mann- Whitney)

Variavel Grupo n Média Desvio-padrdo Percentil 25 Mediana Percentil 75 Significancia (p)

Vasos/Area  1PVD 7 0,000300  0,000070 0,000300  0,000300 0,000400

0,085
Vasos/Area  2PVE 7 0,000300  0,000030 0,000200 0,000300 0,000300

PVD = prega vocal direita; PVE = prega vocal esquerda
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Anexo G

Tabela 6 - Espessura média do epitélio das pregas vocais dos animais do grupo 1 e
grupo 2 (Teste de Wilcoxon)

Variavel Grupo n  Média Desvio-padrdo Percentil 25 Mediana Percentil 75 Significancia (p)
Espessuramédia 1PVD 7 13,25 2,38 10,70 12,98 15,02

> 0,999
Espessuramédia 1PVE 7 13,34 1,22 12,21 13,67 14,52
Espessura média 2PVD 7 12,68 2,25 10,22 13,37 14,32

> 0,999
Espessuramédia 2PVE 7 12,51 1,27 11,65 12,54 13,75

PVD = prega vocal direita; PVE = prega vocal esquerda
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Anexo H

Tabela 7 - Espessura media do epitélio das pregas vocais direitas dos animais do
grupo 1 e pregas vocais esquerdas dos animais do grupo 2 (Teste de Mann- Whitney)

Variavel Grupo n  Média Desvio-padrao Percentil 25 Mediana Percentil 75 Significancia (p)
Espessura média 1 PVD 7 13,25 2,38 10,70 12,98 15,02

0,565
Espessuramédia2PVE 7 12,51 1,27 11,65 12,54 13,75

PVD = prega vocal direita; PVE = prega vocal esquerda
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Anexo |

Tabela 8 - Processo inflamatério na lamina propria das pregas vocais dos animais do
grupo 1 e grupo 2 (Teste de Wilcoxon)

Variavel Grupo n  Média Desvio-padrdo Percentil 25 Mediana Percentil 75 Significancia (p)
Inflamagao 1PVD 7 0,57 0,54 0,00 1,00 1,00

0,564
Inflamagao 1PVE 7 0,43 0,54 0,00 0,00 1,00
Inflamagao 2PVD 7 0,29 0,49 0,00 0,00 1,00

> 0,999
Inflamagao 2PVE 7 0,29 0,49 0,00 0,00 1,00

PVD = prega vocal direita; PVE = prega vocal esquerda
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Anexo J

Tabela 9 - Processo inflamatério na lamina prépria das pregas vocais direitas dos

animais do grupo 1 e pregas vocais esquerdas dos animais do grupo 2 (Teste de
Mann- Whitney)

Variavel Grupo n  Média Desvio-padrao Percentil 25 Mediana Percentil 75 Significancia (p)
Inflamagao 1PVD 7 0,57 0,54 0,00 1,00 1,00

0,298
Inflamagao 2PVE 7 0,29 0,49 0,00 0,00 1,00

PVD = prega vocal direita; PVE = prega vocal esquerda
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Anexo K

t-tests: Means: Difference between two dependent means (matched pairs)

Analysis: Post hoc: Compute achieved power

Input: Tail(s) =
Effect size dz =

a err prob =

Total sample size
Output: Noncentrality parameter 6 =
Critical t =

Df =

Power (1- err prob)

Poder do Estudo = 80,41 %

One

0.7062068

0.05

14

2.642384

1.770933

13

0.804078
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