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RESUMO

Campagnolo AM. Estudo histologico da acdo do corticosterdide injetavel no
processo agudo de cicatrizacdo das pregas vocais de coelhos [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009. 119p.

Corticosterdides injetaveis tém sido usados em fonocirurgia com o intuito de
se prevenir fibrose da prega vocal pelos seus efeitos na cicatrizacdo e assegurar uma
melhor qualidade vocal. O objetivo deste estudo é avaliar histologicamente os efeitos
da infiltracdo de dexametasona no processo agudo de cicatrizacdo, 3 e 7 dias apos
uma lesdo induzida cirurgicamente na prega vocal de coelhos, através da analise
quantitativa da reacdo inflamatéria e da deposicdo de colageno. Uma incisdo
cirurgica foi realizada nas pregas vocais de 12 coelhos, seguido da injecdo de 0,1ml
de dexametasona na prega vocal esquerda. A prega vocal direita ndo recebeu
nenhuma injecdo e serviu como grupo controle. As laringes foram coletadas 3 e 7
dias apoOs a cirurgia. As pregas vocais foram histologicamente analisadas com
hematoxilina-eosina para quantificar a resposta inflamatoria e picrossirius-red para
quantificar a deposicdo de colageno. Quantitativamente, ndo houve diferenca
significativa na resposta inflamatoria das pregas vocais com corticosteroide em
relacdo ao controle. A deposicdo de colageno no grupo com corticoide foi
estatisticamente menor em 3 dias e permaneceu menor em 7 dias ap6s a lesdo
cirtrgica (p=0,002). Esses resultados sugerem que os corticosterdides diminuem a

deposicéo do colageno no processo agudo da cicatrizacao.

Descritores: Corticosteroides injetaveis, cicatriz pregas vocais, colageno pregas

vocais, reacdo inflamatoria pregas vocais.
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SUMMARY

Campagnolo AM. Histologic study of corticosteroid injection in the acute vocal fold
wound healing in a rabbit model. [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo™; 2009. 119p.

Injectable corticosteroids have been used in phonosurgery to prevent scarring of the
vocal fold due to their effects on wound healing, and to assure better voice quality.
The aim of this study is to evaluate histologically the effects of dexamethasone
infiltration on acute vocal fold wound healing in rabbits 3 and 7 days after surgically-
induced injury, by quantification of the inflammatory reaction and collagen
deposition. A standardized surgical incision was made in the vocal folds of 12
rabbits, and 0.1 ml dexamethasone (4 mg/ml) was injected into the left vocal fold.
The right vocal fold was not injected and served as the control. The larynges were
collected 3 and 7 days after surgery. For histological analysis, the vocal folds were
stained with hematoxylin-eosin for quantification of the inflammatory response and
with picrosirius red for quantification of collagen deposition. There was no
quantitative difference in the inflammatory response between vocal folds injected
with the corticosteroid and the control folds. However, collagen deposition was
significantly lower in the corticosteroid-treated group at 3 and 7 days after the injury
(p = 0.002). The present results suggest that dexamethasone reduces collagen

deposition during acute vocal fold wound healing.

Descriptors: Injectable corticosteroids, vocal fold scar, collagen, inflammatory

reaction.
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Abstract

Introduction: Injectable corticosteroids have been used in phonosurgery to prevent
scarring of the vocal fold due to their effects on wound healing, and to assure better
voice quality.

Obijective: To histologically evaluate the effects of dexamethasone infiltration on
acute vocal fold wound healing in rabbits 3 and 7 days after surgically-induced injury
by gquantification of the inflammatory reaction and collagen deposition.

Study design: Experimental study in rabbits.

Material and Methods: A standardized surgical incision was made in the vocal folds
of 12 rabbits, and 0.1 ml dexamethasone (4 mg/ml) was injected into the left vocal
fold. The right vocal fold was not injected and served as the control. The larynges
were collected 3 and 7 days after surgery. For histological analysis, the vocal folds
were stained with hematoxylin-eosin for quantification of the inflammatory response
and with picrosirius red for quantification of collagen deposition.

Results: There was no quantitative difference in the inflammatory response between
vocal folds injected with the corticosteroid and control folds. However, collagen
deposition was significantly lower in the corticosteroid-treated group at 3 and 7 days
after injury (p = 0.002).

Conclusion: The present results suggest that dexamethasone reduces collagen

deposition during acute vocal fold wound healing.

Key words: Injectable corticosteroids, vocal fold scar, collagen, inflammatory

reaction.
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Introduction

Phonosurgery techniques and instruments have been improved over the years
and now permit the removal of benign vocal fold lesions with maximum preservation
of adjacent normal tissue. Understanding of the body-cover theory of the vocal fold
is fundamental for phonomicrosurgery. The mucosal wave is generated by sliding the
mucosal cover over the vocal ligament and muscle. This cover can be divided into
different layers with distinct mechanical properties that can be distinguished by their
concentration of collagen and elastin fibers." Most benign vocal fold lesions occur in
the superficial layer of the lamina propria, and surgery should therefore be confined
to this layer. According to Schweinfurth and Ossoff,?> damage to the deep layers of
the lamina propria and to the vocal ligament is associated with a more intense
formation of scar tissue. This scarring causes the adhesion of the mucosal cover to
deep tissues, impairing the mucosal wave and consequently causing dysphonia.
Vocal fold scarring is the most common cause of dysphonia (35%) after
phonosurgery.®

Studies have shown that an increase in collagen provides the basis of fibrosis
and scar resistance, which mainly depends on collagen content.*” Scar formation
resulting from the replacement of healthy tissue by fibrous tissue may permanently
alter vocal fold function and may lead to a decrease or loss of the mucosal wave.? In
an attempt to obtain data that would contribute to the development of a treatment
method that minimizes fibrosis in the vocal fold after injury, many studies are aimed
at a better understanding and manipulation of the vocal fold wound healing

process 9,10,11-15

XXi



Systemic corticosteroids, especially injectable corticosteroids, are frequently
used in laryngeal microsurgery of the vocal folds in order to prevent scar formation
and, consequently, to assure better voice quality.>*®*" Corticosteroids delay the
healing process, permitting a better organization of scar tissue. However, the effects
of these drugs on the vocal folds have not been well established.*®*°

The objective of the present study was to histologically evaluate the effects of
dexamethasone infiltration on acute vocal fold wound healing in rabbits 3 and 7 days
after surgically-induced injury by quantitative analysis of the inflammatory reaction
and collagen deposition. The results were compared to control vocal folds that were

submitted to similar surgery.

Materials and Methods

Animals and Surgery

The study was approved by the Ethics Committee for the Analysis of
Research Projects (CAPPesq) of the Clinical Board of the University Hospital and
Sao Paulo University School of Medicine. The study was conducted according to
guidelines for the care and use of laboratory animals following the norms of Federal
Law No. 6.638 (enacted May 8, 1979), and the ethical principles of the Brazilian
College on Animal Experimentation (COBEA).

New Zealand albino rabbits (n = 12) of both sexes, weighing 2.5 to 3.5 kg,
were used. A laryngoscope was developed by Ferrari Medical (Sao Paulo, SP, Brazil)
to adapt the direct laryngoscopy technique to the anatomy of the rabbit. The

instrument used to produce the surgical injury was fabricated by the same
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manufacturer and consisted of a spear-shaped knife (2 mm wide, 2 mm deep at its
central end and 1 mm deep at its borders) with a transverse shield, which restricted
the depth of penetration into the vocal fold to 2 mm in the center of the lesion. The
needle used for dexamethasone infiltration was also fabricated for this study and
contained a pin that permitted the standardization of injection at a depth of 2 mm.
The caliber of the needle corresponded to the diameter of the needle used for insulin
injection (0.4 x 12 mm), and the needle was coupled to an insulin syringe to permit
standardization of the injection volume.

Laryngeal microsurgery was performed on 12 rabbits. The animals were
anesthetized by intramuscular injection of xylazine (5 mg/kg) and ketamine (50
mg/kg) and maintained under spontaneous ventilation. Adequate exposure of the
glottis was obtained for all animals.

Surgery was performed under endoscopic vision using a 4-mm diameter
telescope with an angle of 30 degrees (Karl Storz®). A puncture wound was made
with the knife in the upper surface of the vocal folds in the midpoint of its
membranous portion (both in the anteroposterior and lateromedial direction),
resulting in a longitudinal lesion parallel to the free border and in the center of the
vocal folds. The dimensions of the injury were standardized and were similar to that
of the tip of the knife. Next, 0.1 ml (0.4 mg) dexamethasone was injected into the left
vocal fold of each rabbit lateral to the incision. The right vocal fold was not injected
and served as control.

Half of the animals were sacrificed 3 days after injury; the remaining rabbits
were sacrificed at 7 days post-injury. Larynges were removed en bloc from the base

of the tongue to the fourth tracheal ring by cervical incision. An anterior longitudinal

xXiii



incision was made in the larynx and the right and left wings of the thyroid cartilage

were separated. Each hemi-larynx was identified for subsequent blind assessment.

Histological study of the vocal fold

The excised larynges were fixed in 10% formaldehyde and processed at the
Pathological Anatomy Laboratory of the institution (University Hospital and S&o
Paulo University School of Medicine). The vocal folds were cut into three parts
(anterior, middle and posterior) and the middle third containing the injury was
selected for the study. Specimens were gradually dehydrated in progressive alcohol
concentrations and embedded in paraffin melted in an oven at 60°C. The specimens
were then oriented, cut into 4-um coronal sections with a microtome, deparaffinized,
and stained. For standardization, specimens were prepared by a single experienced
technician who carried out the whole staining procedure.

Hematoxylin-eosin staining was used for the identification of cell nuclei of
the inflammatory infiltrate surrounding the injury. Picrosirius staining was used for
the visualization and analysis of collagen fibers. This method consists of staining
with Sirius red dissolved in saturated aqueous picric acid. The slides were analyzed
by polarized light microscopy.?’ The picrosirius polarization method permits the
differentiation between collagen and non-collagen tissue. A non-collagen substance
is stained black and collagen is stained red (thicker), orange, yellow or green
(thinner) according to its thickness and maturity (Figure 1 A and B).

The specimens were analyzed histologically with a Zeiss Axiostar Plus 1169-
151 microscope at 400X magnification. Analysis of individual images showed that
the surgical injury was captured in all rabbits. The injury was histologically defined

as an epithelium-denuded area at 3 days or thin epithelium at 7 days associated with
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an inflammatory reaction and signs of wound healing. A single blinded pathologist
determined the number of inflammatory cells and collagen in all vocal folds,
examining three to five fields per histological slide containing the injured vocal
folds. An eyepiece grid with 50 horizontal lines connecting 100 points was used for
the counting of inflammatory cells.?! Cells associated with inflammation and mucosa
remodeling were counted (lymphocytes, neutrophils, eosinophils, macrophages,
fibroblasts, and plasma cells). The results are expressed as numerical density, which
corresponds to the relative frequency of these cells (number of cells in 62,500 pm?)
in each field at 400X magnification. Collagen fibers were quantified with a digital
image analysis system using the Image Pro Plus software, version 4.5.0.29 (Media
Cybernetics, Bethesda, MD). In the image capture system used, the camera was set to
capture images of higher birefringence and to calculate the results in pm?. The
concentration of collagen fibers was determined by the number of collagen fibers of
higher birefringence per area unit measured (area of collagen fibers divided by total
area x 100).

The measurements were transferred to the SPSS® program (version 14.0) for

statistical analysis.

Statistical analysis

The nonparametric Mann-Whitney test was used for statistical analysis of the
inflammatory response and collagen deposition to determine possible differences
between study times. Possible differences between the intervention and control
groups were evaluated by the nonparametric Wilcoxon test. The level of significance

was set at p < 0.05.
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Results

Inflammatory reaction

Figures 2 (A and B) and 3 (A and B) show the inflammatory reaction in
control and corticosteroid-treated vocal folds, respectively, at 3 and 7 days after
injury.

The mean overall numerical density of all cells was 3.16 (£ 1.12) in the
corticosteroid-treated group and 2.48 (x 0.98) in the control group, with no
significant difference between groups (p = 0.099). The mean numerical density of
each cell type (lymphocytes, neutrophils, eosinophils, macrophages, fibroblasts, and
plasma cells) did not differ between the corticosteroid-treated and control groups
(Figure 4). The mean overall numerical density of all cells as a function of time (3
and 7 days after injury) was similar in the corticosteroid-treated and control groups

(Figure 5).

Collagen

The mean total area per vocal fold analyzed was 48,478.42 pm’ in the
corticosteroid-treated group and 47,608.82 um?® in the control group, with no
significant difference between groups (p = 0.386).

The concentration of collagen fibers in each vocal fold was calculated per
um? (Figure 6).

The collagen fiber concentration showed a significant increase at 7 days in
both corticosteroid-treated and control vocal folds (p = 0.037) (Table 1).

With respect to collagen deposition, the mean total collagen area (12 rabbits,

3 and 7 days) was 0.18 (86.23111 pm?) in corticosteroid-treated vocal folds and 0.56
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(273.6686 pum?) in the control group. This difference was statistically significant (p =
0.002), demonstrating that corticosteroid treatment promoted a reduction in the
quantity of collagen during wound healing .

Collagen deposition was significantly lower in the corticosteroid-treated
group at 3 and 7 days after injury (Figure 7).

Figure 8 shows the number of fibroblasts and quantity of collagen in the
corticosteroid-treated and control groups at 3 and 7 days. The number of fibroblasts
was higher in the corticosteroid-injected group compared to control, but the
difference was not significant (p = 0.463 in 3 days and p = 0.916 in 7 days), whereas
the quantity of collagen was significantly lower in the corticosteroid-treated group (p

=0.028 in 3 days and p = 0.028 in 7 days).

Discussion

No currently available therapeutic method is effective in the treatment of
vocal fold scarring.?® Injection of corticosteroids is widely used for vocal fold wound
healing and has been associated with a reduction of stiffness and improvement of
glottic closure and voice quality.'®* However, according to these authors, some
degree of fibrosis always persists.

Local injection of corticosteroids is an effective method to achieve a high
concentration only in the target organ, such as the larynx, and has a low frequency of
adverse effects, since these agents are rapidly inactivated after absorption (with the
result that only inactive metabolites enter the bloodstream).* Bouchayer and

Cornut™® used injectable hydrocortisone to reduce the post-traumatic inflammatory
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response. We chose dexamethasone because of its high long-term efficacy and low
cost.

Corticosteroids affect the synthesis and maturation of collagen, alter wound
strength, inhibit the function of fibroblasts and suppress the antibacterial and
phagocytic action of some defense cells, thus changing the pattern and delay of
wound healing.?® The effect of corticosteroids is more apparent during the first four
days after injury. After this period, the corticosteroid effect is minimal, except for the
inhibition of normal resistance to infection.*® According to Branski et al."® and

Tateya et al.,*®

the acute healing process is a critical period during which therapeutic
intervention may reduce stiffness of the vocal fold scar, with inflammatory cells and
fibroblasts starting to synthesize extracellular matrix components within 2 to 3 days

after injury. Also in the study of Tateya et al.,*®

extracellular matrix components such
as hyaluronic acid, collagen and fibronectin were found to be produced immediately
after surgical incision in the vocal fold and were more prominent between the third
and fifth day. The authors concluded that this period might be important for
therapeutic investigations whose objective is the prevention of fibrous scars after
vocal fold injury. Thus, if the objective is the prevention of fibrosis formation, the
ideal time for the application of a long-term corticosteroid is the beginning of the
inflammatory process, i.e., the end of surgery. On the basis of these studies, we chose
the initial phase of this inflammatory process, i.e., immediately after injury, for
corticosteroid injection in order to evaluate the possible modulatory effect of the
drug on the healing process. The decision to evaluate the healing process on the third

day was based on the study conducted by Branski et al.,"> which demonstrated

massive proliferation of inflammatory cells and fibroblasts around the surgically-

XXViii



induced vocal fold wound during this period. Evaluation of vocal fold wound healing
on day 7 was based on the fact that new collagen is deposited by day 5, with
fibroblasts being the predominant cells at that time.'> More mature collagen is
detected by day 7.>” However, it should be emphasized that the results of the present

1315 should be evaluated

study and of other investigations using rabbit and rat models
with caution since these animals present a shorter healing period than humans.

In the present study, the number of inflammatory cells was not affected by
corticosteroid injection (p > 0.05). Coleman et al.'® evaluated the effects of
triamcinolone injected into the vocal folds of dogs after the introduction of a lateral
microflap (surgical injury). The contralateral vocal fold, which was submitted to the
same type of surgery and not injected with the corticosteroid, served as the control.
Paired analysis revealed an increase in the inflammatory infiltrate around the
microflap in corticosteroid-treated vocal folds at 2, 4 and 6 weeks. In that study,
triamcinolone caused a delay in the corticosteroid-treated vocal fold tissue response
of 12 days for the inflammatory infiltrate. No delay in the inflammatory response
was observed in the present study. The difference between our results and the

findings of Coleman et al.*®

might be due to methodological differences, such as the
type of injury and period studied.

The finding that corticosteroid treatment apparently did not affect the number
of inflammatory cells should be interpreted with caution and some considerations can
be made. In contrast to what the result shows, the presence of the corticosteroid
inside the tissue might have had an effectively inhibitory action on the migration of

inflammatory cells. However, the fact that the test vocal fold suffered traumas caused

by the incision, introduction of the needle and tissue expansion due to the injected
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volume may have resulted in a greater migration of inflammatory cells than observed
in the control fold, apparently abolishing the inhibitory effect of the corticosteroid.
Another consideration is that, since the volume of the injected drug is relatively large
when compared to the small dimensions of the rabbit vocal fold, the possibility that
drug diffusion by contiguity to the control fold might have exerted an anti-
inflammatory effect cannot be completely ruled out. However, this hypothesis does
not seem to be very likely since, if this would have really occurred, no significant
differences in collagen fiber concentration can be expected. Finally, another
possibility is that the injected corticosteroid acts on the control fold through its
systemic effect, i.e., bloodstream diffusion. However, this hypothesis seems unlikely
since, according to Wannmacher and Ferreira,®* local injection of corticosteroids
results in a high concentration of the drug in the target tissue, which is rapidly
inactivated after its absorption so that only inactivated metabolites enter the
bloodstream.

In the present study, a significantly lower collagen deposition at the site of
injury was observed in corticosteroid-treated vocal folds (p = 0.002). Only one study
in the literature has compared the deposition of collagen in injured vocal folds after
corticosteroid injection. In that study, Alencar et al.'® injected corticosteroid
immediately before the excision of a mucosal fragment from the border of the vocal
folds of six pigs. Comparison with the control (the same injury without injection of
the corticosteroid) after 30 days showed a nonsignificant reduction of collagen
deposition in the vocal fold lamina propria. However, in that study, collagen

deposition was evaluated 30 days after the procedure, whereas in the present
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investigation collagen deposition was analyzed on the third and seventh day, a fact
impairing technically precise comparison between studies.

We observed a larger number of fibroblasts in the corticosteroid-treated group
compared to the control vocal fold, but the difference was not significant. One
explanation for this apparently unexpected result is the fact mentioned earlier that
injection of the corticosteroid into the vocal fold might have caused greater damage
and tissue distension. On the other hand, despite the lack of a significant difference
in the number of fibroblasts, the quantity of collagen was significantly lower in the
corticosteroid-treated group. This finding might be explained by the fact that
fibroblasts produced less collagen in the corticosteroid-treated fold. According to
Kloth and McCulloch,® corticosteroids may interfere with the mechanisms of
collagen production by these cells.

We believe that a better understanding of the physiopathological mechanisms
underlying collagen deposition during wound healing is important for the treatment
and prevention of vocal fold scars after phonosurgery. The present results suggest
that corticosteroids, frequently used in phonosurgery to prevent fibrosis, influence
collagen deposition during acute wound healing. However, further studies are
necessary to determine whether these alterations persist into the late phase of

collagen remodeling.

Conclusion

In the present study, corticosteroid injection into the vocal fold of rabbits after
a surgical procedure reduced collagen deposition at the site of injury during the acute
inflammatory response. The number of inflammatory cells at the site of injury was

not affected by corticosteroid treatment.
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Table 1: Mean collagen content as a function of time.

Mean Significance
Vocal fold Day collagen (%) SD )
3 0.02 0.02
0.037
Corticosteroid (n = 6) 7 0.35 0.26
3 0.31 0.36
0.037
Control (n=6) 7 0.80 0.31

n = number of rabbits; SD: standard deviation.
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Figure 1B

Figure 1: Coronal sections of a surgically-injured vocal fold 7 days after
corticosteroid infiltration (100X, picrosirius staining). (A) non-polarized light;

(B) polarized light.
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Figure 2A

Figure 2B

Figure 2: Coronal sections of a control (A) and corticosteroid-treated vocal fold (B)

showing the inflammatory reaction on day 3 after injury (400X, HE).
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Figure 3A

Figure 3B

Figure 3: Coronal sections of a control (A) and corticosteroid-treated vocal fold (B)

showing the inflammatory reaction on day 7 after injury (400X, HE).
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Figure 4: Comparison of mean numerical density of each cell type (lymphocytes,
neutrophils, eosinophils, macrophages, fibroblasts, and plasma cells) between
corticosteroid-treated and control vocal folds, combining the results obtained at 3 and
7 days. SD = Standard deviation. (SD corticosteroid-treated group: lymphocytes =
2.02; neutrophils = 2.40; eosinophils = 1.50; macrophages = 1.68; fibroblasts = 4.51;
plasma cells = 2.11; SD control group: lymphocytes = 2.86; neutrophils = 1.42;

eosinophils = 1.30; macrophages = 2.37; fibroblasts = 2.87; plasma cells = 1.77).
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Figure 5: Comparison of overall mean numerical density of all cells 3 and 7 days
after injury between corticosteroid-treated and control vocal folds. SD = Standard
deviation. (SD 3 days corticosteroid-treated group = 0.89; SD 3 days control group =
1.09; SD 7 days corticosteroid-treated group = 0.74; SD 7 days control group =

0.72).
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Figure 6: Mean collagen area (um®x 100) in the control and corticosteroid-treated

groups 3 and 7 days after injury.
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Figure 7: Comparison of mean collagen area (um?x 100) 3 and 7 days after injury
between the corticosteroid-treated and control groups. SD = Standard deviation. (SD
3 days corticosteroid-treated group = 0.02; SD 3 days control group = 0.36; SD 7

days corticosteroid-treated group = 0.26; SD 7 days control group = 0.31).
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Figure 8: Comparison of the number of fibroblasts and collagen area (um? x 100)
between corticosteroid-treated and control vocal folds 3 and 7 days after injury. SD =
Standard deviation. (SD 3 days corticosteroid-treated group: fibroblasts = 5.2,
collagen= 0.02; SD 3 days control group: fibroblasts = 3.34, collagen = 0.36; SD 7
days corticosteroid-treated group: fibroblasts = 3.97, collagen = 0.26; SD 7 days

control group fibroblasts = 2.49, collagen = 0.31).
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Introducdo 2

Com o passar dos anos as técnicas e os instrumentos em fonocirurgia tém sido
aprimoradas no intuito de remover as lesbes benignas das pregas vocais com 0
méaximo possivel de preservacdo dos tecidos normais adjacentes. O entendimento do
principio de corpo-cobertura da prega vocal é fundamental em uma abordagem
cirargica. A onda mucosa é gerada pelo deslizamento da cobertura mucosa sobre o
ligamento vocal e o musculo vocal. Essa cobertura pode ser dividida em camadas
com propriedades mecanicas distintas e podem ser distinguidas pela concentracdo de
fibras colagenas e elastina (Gray et al., 1993). A maioria das lesdes benignas ocorre
na camada superficial da lamina prépria, portanto as abordagens cirdrgicas devem
idealmente ser confinadas nessa camada. A violacdo das camadas profundas da
lamina propria esta associada com formacao de tecido cicatricial. Essa cicatriz causa
fixacdo da cobertura mucosa aos tecidos profundos, prejudicando a onda mucosa e
causando disfonia (Schweinfurth, Ossoff, 1999). Uma cicatriz na prega vocal é
considerada a causa mais comum de disfonia (35%) apds fonocirurgia (Woo et al.,
1994).

Em geral, uma cicatriz est4 relacionada com o tecido fibroso. Estudos tém
demonstrado que um aumento do colageno é a base da fibrose e que a resisténcia da
cicatriz depende principalmente do contetdo de colageno (Hirano, 1975; Blakeslee et
al., 1995; Rogerson et al., 1996; Ehrlich, 2000).

A cicatriz resultante da substituicdo do tecido normal por tecido fibroso pode

alterar de forma permanente a funcéo da prega vocal e levar a diminui¢do ou perda



Introducdo 3

da onda mucosa da prega vocal (Benninger et al., 2003). Em busca de conhecimentos
que contribuam para o desenvolvimento de um método de tratamento que minimize a
formacéo de fibrose na prega vocal ap6s uma lesdo, muitas pesquisas estdo sendo
direcionadas para o entendimento e manipulacdo do processo cicatricial na prega
vocal (Thibeault et al., 2002; Rosseau et al., 2003; Rosseau et al., 2004; Branski et
al., 2005; Tateya et al., 2005; Tateya et al., 2006; Lim et al., 2006).

Os corticosterdides sistémicos, principalmente os injetaveis, sdo usados com
freqliéncia em microcirurgia de laringe nas pregas vocais, operadas com intuito de
prevenir a formacdo de cicatriz e assim assegurar uma melhor qualidade vocal.
(Courey et al., 1995; Bouchayer; Cornut, 1998; Schweinfurth, Ossoff, 1999).

Este tipo de medicacdo altera a cicatrizacdo, e resulta em menor deposito de
colageno, menor quantidade de tecido de granulacdo e menor quantidade de células
inflamatdrias (Carlson et al., 1997; Mulder et al., 1998), no entanto, seus efeitos
sobre as pregas vocais ndo estdo bem esclarecidos (Coleman et al., 1999; Alencar et

al., 2007).
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Objetivo 5

Avaliar histologicamente os efeitos da infiltracdo de dexametasona no
processo agudo de cicatrizacdo trés e sete dias apds uma lesdo cirurgicamente
induzida na prega vocal de coelhos, por meio da analise quantitativa da reacao
inflamatdria e da deposicdo de colageno, e comparar com pregas controles com o

mesmo tipo de lesdo.
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3.1 Histologia da prega vocal, inflamacao aguda e cicatrizagao

Uma cicatriz iatrogénica na prega vocal pode resultar em disfonia pela
diminui¢do de suas propriedades vibratorias (Rousseau et al., 2003). Alguns estudos
téem demonstrado que essas alteragdes sdo decorrentes da desorganizagdo do sistema
de colageno (Thibeault et al., 2002).

Na histologia, a prega vocal ¢ composta por cinco camadas: o epitélio de
revestimento; a lamina propria com suas camadas superficial, intermedidria e
profunda; e, o musculo vocal (Hirano, 1974). A lamina propria ¢ composta
principalmente pela matriz extracelular, que tem propriedades biomecanicas
determinantes na fonacdo e ¢ composta por dois grupos de macromoléculas: as
proteinas fibrosas (fibras elasticas e colagenas) e as proteinas intersticiais
(glicosaminoglicanas, proteoglicanas e glicoproteinas). O colageno e as fibras
elasticas conferem, respectivamente, resisténcia e elasticidade a lamina propria,
enquanto que as glicosaminoglicanas e os proteoglicanos formam géis que
preenchem os espagos, retém agua e controlam a viscosidade (Gray et al., 2000;
Mello et al., 2003).

O processo de cicatrizacdo de uma lesdo das pregas vocais ¢ similar aquele
classicamente descrito para derme, embora algumas diferencas tenham sido citadas,
como uma reepitalizacdo mais prolongada na subglote (Goldstein et al., 1998) e na
estabilizacdo do colageno, que se processa em 21 dias na derme (Lawrence, 1998) ¢
pode levar até seis meses na prega vocal (Rousseau et al., 2003).

A seqiiéncia de eventos durante os quais um tecido lesado é substituido por

um tecido conjuntivo cicatricial pode ser dividida em trés fases distintas, mas
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superpostas: inflamatoria, proliferativa e de formacao e remodelamento da matriz, e
essa ultima caracterizara a resisténcia da cicatriz (Piccinato et al., 2002).

A resposta inflamatoria comeca pelo sangue extravasado pela lesdo que forma
um coagulo que ocupa o espaco entre as margens da ferida. A partir do codgulo e do
tecido lesado, surgem fatores quimiotaticos e vasoativos que promovem o exudato de
neutréfilos, macréfagos e mondcitos do sangue para as margens da lesdo. Por volta
de 24 horas o coagulo ¢ invadido por essas células, em 48 horas os macrdéfagos
passam a predominar e passam a liberar citoquinas adicionais, tais como: fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento dos fibroblastos,
fator B transformador de crescimento (TGF-P) e fator ativador das plaquetas (PAF),
que ativam e estimulam a proliferagdo de fibroblastos que migram em dire¢do ao
coagulo e atuam na sua reabsor¢do € comecam a sintetizar os componentes da matriz
extracelular (Piccinato et al., 2002). Nesse intervalo, as células da camada basal da
epiderme entram em mitose e migram sobre a superficie do codgulo, recompondo o
epitélio. Desse modo, apds a exsudagdo dos macrofagos, um tecido conjuntivo
vascularizado cresce, preenchendo o espago antes ocupado pelo coagulo. Esse tecido
conjuntivo frouxo, rico em capilares sangiiineos, leucécitos e matriz extracelular
formada por fibras colagenas finas (coldgeno tipo III), acido hialurdnico e
proteinoglicanos recebe o nome de tecido de granulagdo (Pereira et al., 1994). Cerca
de cinco dias apos, o tecido de granulagcdo preenche todo o espago da ferida e o
epitélio da epiderme ja adquire sua espessura normal iniciando a queratinizagdo
(Lawrence, 1998).

O remodelamento ¢ o estagio final no processo de cicatrizagdo. A quantidade

de colageno aumenta, e por volta de duas semanas suas fibras passam a predominar
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na matriz extracelular. Ao mesmo tempo, diminui a sintese de glicosaminoglicano,
especialmente do acido hialurénico. O colageno tipo I, com fibras mais grossas e
compactas passa a predominar em relagao ao tipo IIl. Nas semanas seguintes, o
colageno vai sendo remodelado, com aumento de ligagdes transversais, tornando-se

mais resistente e estavel (Pereira et al., 1994).

3.2 Corticosteroides

Os corticoides sao amplamente empregados por suas propriedades:
antiinflamatéria e imunomoduladora. Eles tém um mecanismo de agao muito original
que ¢ essencialmente gendmico (transcriptacional) e caracterizado pela ativagdo
(transativacao) ou inibicdo (transrepressdo) de numerosos genes alvo. Essas
moléculas agem em muitas células, envolvendo a imunidade inata (macrofagos,
granulocitos, mastocitos) e a imunidade adaptativa (linfécitos), também em outras
células (fibroblastos, células epiteliais e endoteliais). A eficacia antiinflamatéria dos
corticoides relaciona-se com a inibi¢cdo da sintese de numerosas citoquinas, enzimas
e mediadores da inflamagdo, e pela indugdo de citoquinas e moléculas
antiinflamatdrias como a lipocortina que inibe a liberagdo de substancias vasoativas e
fatores quimiotaticos. (Wannmacher, Ferreira, 1998; Sibila, 2003; Campagnolo et al.,
2008)

Enzimas lipo e proteoliticas sdo também diminuidas por estabilizacdo dos
lisossomos, assim como o extravasamento de leucdcitos para zona de lesdao. Ha

alteracdo em numero de linfocitos e em grau de fibrose. Essas ac¢des, nitidamente,
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afetam elementos e etapas da reagdo inflamatoria (Quadro 1). (Wannmacher,

Ferreira, 1998; Sibila, 2003)

Quadro 1 - Sitios ¢ mecanismos de atuagdo de glicocorticoides em reagdes

inflamatorias e imunitarias.

Células

Elemento afetado

Resposta induzida

Macrofagos e

acido araquidonico e seus
produtos (prostaglandinas e

leucotrienos)

Diminuicao de vasodilatagao,
permeabilidade vascular,

hipersensibilizacao de

monocitos nociceptor, resposta imune
Citocinas (interleucina-1 € -6,  Diminui¢ao de ativacao de
TNF-a) linfocitos T e fibroblastos
ELAM-1 e ICAM-1 Diminui¢ao da adesao de

leucocitos
Células o ' ‘ ‘ '
o Citocinas (interleucina-1) Mesmo efeito acima

endoteliais
Derivados do acido Mesmo efeitos acima
araquidonico

Basofilos Histamina; leucotrieno C4 inibicao de IgE

Fibroblastos Derivados do acido Inibigdo de proliferacao
araquidonico

Linfocitos Citocinas (IL-1, IL-2, IL-3, IL- Inibi¢do de proliferacao

6, TNF-a, GM-CSF, interferon

gama)

Fonte: Adaptado de Wannmacher e Ferreira (1998)

Os corticosterdides inibem multiplos sitios do sistema imunitario. Interferem

tanto na imunidade humoral quanto celular. Pesquisas sugerem que seus efeitos em

doengas da imunidade devam-se mais ao bloqueio da resposta inflamatoria do que a

inibi¢do da reagdo

imunitaria (Wannmacher,

Ferreira,

1998). Sdo agentes
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antiinflamatérios potentes que podem atuar sub-regulando a expressdo de genes
alvos especificos, incluindo o COX2 (resulta na geragdo de prostaglandinas), genes
que codificam citocinas pro-inflamatorias (como a IL-1 e FNT-a: induzem a sintese e
expressao superficial das moléculas das moléculas de aderéncia endotelial, como a
E-selectina que ndo estd presente no endotélio normal e medeiam a aderéncia de
neutréfilos, monodcitos e certos linfocitos por ligagdo a seus receptores) e a 6xido
nitrico sintetase (iNOS). Os corticosterdides também supra-regulam genes que
codificam proteinas antiinflamatorias potentes, como a lipocortina 1. A lipocortina 1
inibe a liberagdo de acido araquiddonico (seus metabolitos, os eucosandides podem
mediar praticamente todas as etapas da inflamacao) dos fosfolipideos de membrana
(Collins, 2000).

No processo cicatricial, a agao dos corticosterdides ocorre nas duas primeiras
fases do processo cicatricial. Inicialmente a acdo ocorre sobre a fase inflamatoria,
inibindo a a¢do dos macrofagos e dos fibroblastos, bem como sua proliferacao pela
diminui¢do da atividade mitética. Em seguida ocorre uma diminui¢ao na sintese do
colageno. O efeito resultante ¢ uma cicatrizagdo com menos deposito de colageno,
menor quantidade de tecido de granulagdo e menor quantidade de células
inflamatoérias (Carlson et al., 1997; Mulder et al., 1998).

A agdo dos corticosterdides sobre a cicatrizagdo ocorre pela agdo
antiinflamatéria e por uma depressdo geral na sintese de proteinas e inibi¢do da
sintese de colageno. No entanto, seus efeitos podem ser causados mais por sua
regulacdo da condicdo metabdlica geral do que a modificacao especifica do processo
de cicatrizacdo (Martinez-Hernandez, 1990; Collins, 2000).

Os derivados sintéticos diferem entre si quanto a poténcia glicocorticoide, por
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isso sdo geralmente dosificados em doses eqiiipotentes. Apresentam atividade
mineralocorticéide diversificada. Classificam-se em fun¢ao da sua duragdo de efeito.

(Quadro 2)

Quadro 2 - Equivaléncia dos glicocorticoides para administragdo sistémica

Poténcia Dose Retencdo | Meia-vida Meia-

) anti- equivalente | relativa | plasmatica vida

Farmaco . . 2 ) .

inflamatoéria* (mg) de sodio (min) bioldgica
(h)

Hidrocortisona 1 20 1 90 8al2
Cortisona 0,8 25 0,8 30 8al2
Prednisona 4 5 0,2 60 12 a36
Prednisolona 5 4 0 180 12236
Metilprednisolona 5 4 0 180 12a36
Triancinolona 5 4 0 300 12a36
Betametasona 25 0,5 0 100 a 300 24 a72
Dexametasona 25 0,75 0 100 a 300 24 a72

Fonte: Adaptado de Louzada e Sarti (2002); ' Efeito glicocorticoide; > Efeito ineralocorticoide; mg =
miligramas; min = minutos; h = horas

O Quadro 2 se refere a administragdo por via sistémica (intramuscular,
endovenosa ou subcutinea). E importante enfatizar a diferenca entre meia-vida
plasmatica e a meia vida bioldgica. A primeira corresponde aos niveis hormonais no
sangue, a segunda refere-se ao tempo de disponibilidade do fArmaco nos tecidos, e a
presenca tecidual do glicocorticoide ¢ que determina a duracdo de seu efeito

terapéutico. Essa duracdo pode ser rdpida ou mais lenta, dependendo do tipo de sal
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com o qual o glicocorticéide ¢ formulado. Por exemplo, se o corticosterdide estiver
preparado com sais que formam ésteres livremente soltveis (fosfato, mono e
dissédico, succinato sédico) ele sera rapidamente absorvido. Por outro lado, se o
glicocorticoide estiver complexado com outros sais que formam derivados pouco
soluveis (acetato, dipropionato, acetonido, diacetato, hexcetonido) a absorcdo sera
mais lenta (Louzada, Sarti, 2002; Campagnolo et al., 2008).

Os glicorticdides sdao os mais eficazes antiinflamatorios disponiveis,
promovendo melhora sintomatica de uma série de manifestagdes clinicas. No
entanto, apresentam o risco de potenciais efeitos adversos, que afetam diversos
orgdos e estdo relacionados as doses empregadas e principalmente a duragao do
tratamento. Por curtos periodos (até duas semanas), mesmo em altas doses, tem baixa
probabilidade de ocasionar efeitos adversos. Em tratamento prolongado, surgem
efeitos adversos graves, limitantes da efetividade nas doengas cronicas
(Wannmacher, Ferreira, 1998; Campagnolo et al., 2008).

Injecao local de corticosterdides tem sido utilizada como uma maneira de
racionalizar seu uso. Essa via de administragdo permite uma alta concentracao local
do farmaco com menor risco de efeitos adversos sistémicos. (Wannmacher, Ferreira,

1998; Louzada, Sarti, 2002; Campagnolo et al., 2008)

3.3 Usos dos corticosteroides em fonocirurgia

Os esterdides t€m sido usados clinicamente em fonocirurgia com o objetivo
de reduzir a formagdo de cicatriz. Seu uso pode ser profilatico, visando a prevengao

da formacao de cicatriz ou terapéutico em uma cicatriz ja formada.
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Bouchayer e Cornut (1998) relatam o uso de hidrocortisona injetdvel na prega
vocal ao final das microcirurgias de lesdes benignas como nddulos, cistos, sulcos e
pontes, principalmente, se houver sinais inflamatorios presentes. No tratamento de
cicatriz iatrogénica os autores injetaram hidrocortisona na prega vocal, fizeram uma
incisdo na superficie superior da prega vocal ¢ elevaram o microflap separando-o do
ligamento vocal. Os autores relatam melhora da maleabilidade da prega vocal, do
fechamento glotico e da qualidade vocal. Courey et al. (1995) também descrevem o
uso de esterdide sob o microflap apds excisdo de lesdes benignas no intuito de
reduzir a cicatriz decorrente do microflap.

Mortensen € Woo (2006) injetaram metilprednisolona, na prega vocal com
fibrose iatrogénica pos-fonocirargica de 12 pacientes, por laringoscopia indireta, sob
anestesia local. Descrevem melhora significativa da voz medida de acordo com a
escala GRABS (p<0,01). Na estroboscopia houve melhora da amplitude de vibragdo
(p<0,05) e da onda mucosa (p<0,05). Esse estudo também avaliou 18 pacientes com
nodulos ou poélipos nas pregas vocais e 4 pacientes com sarcoidose ou granuloma.
Dos 34 pacientes estudados, 28 (82%) apresentaram melhora. Os autores descrevem
que a inje¢do de corticosterdide nas lesdes apresenta trés indicagdes principais: 1)
reducdo do tecido de granulagdo e promogao da cicatrizagao primadria; 2) reducao da
formagao de cicatriz hipertrofica; e, 3) reducao da inflamacao para evitar cirurgia.

Um estudo, que analisa histologica e funcionalmente o efeito do
corticosteroide injetado nas pregas vocais de caes, foi realizado por Coleman et al.
(1999). Nesse estudo, foi realizado um microflap lateral nas pregas vocais de 15 cées
e através dele foi injetada triancinolona em uma das pregas vocais, a outra serviu

como controle. A cada intervalo de 2, 4 e 6 semanas, cinco dos 15 cdes foram
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sacrificados e foram realizados cortes histologicos das pregas vocais para analise do
infiltrado inflamatério e neovascularizagdo. Analises pareadas demonstraram
aumento do infiltrado inflamatorio em volta do microflap na prega vocal tratada com
esteroide em 2, 4 ¢ 6 semanas (p<0,02). A resposta neovascular na prega vocal
tratada com esterdide foi menor em 2 semanas (p<0,005), mas maior em 4 ¢ 6
semanas (p<0,005). Para a avaliacao funcional qualitativa e quantitativa foi realizada
videoestroboscopia pré-operatoria e na data do sacrificio. Nao foram identificadas
diferencas significativas na aparéncia, amplitude, onda mucosa ou maleabilidade
entre as duas pregas vocais. Nesse estudo, embora o corticosterdide tenha causado
um atraso no processo cicatricial, os parametros avaliados na videostrosboscopia nao
demostraram diferencas entre a prega vocal tratada com corticosterdide e a prega
vocal controle em 2, 4 ¢ 6 semanas.

Em um estudo recente, Alencar et al. (2007) avaliaram a presenca de sinéquia
e a quantificagdo da deposic¢ao de fibras colagenas em pregas vocais de porcos, 30
dias apos a exérese de um fragmento de mucosa. Doze porcos foram divididos em
dois grupos: controle e experimento. No grupo controle (6 porcos), em uma das
pregas vocais nada foi feito, a outra foi submetida ao procedimento cirtirgico com
retirada de um fragmento da mucosa e sem injecdo de corticoide. No grupo do
experimento (6 porcos), uma prega vocal foi submetida ao mesmo procedimento
cirargico, porém com inje¢do pré-procedimento de dexametasona na prega vocal
operada. Na outra prega vocal, a les3o ndo foi realizada, sendo efetuada apenas a
injecdo do corticoide. Apos 30 dias, na comparagdo dos dois grupos, ndo foram
observadas sinéquias em ambos os grupos ¢ ndo foi constatada diminuigdo

significativa da deposicdo de colageno nas pregas vocais injetadas com
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corticoides (p=0,1320).

3.4 Processo cicatricial em fonocirurgia

Em geral, uma cicatriz estd relacionada a tecido fibroso. Estudos tém
demonstrado que um aumento do coladgeno, especialmente do colageno tipo I, ¢ a
base da fibrose e que a resisténcia da cicatriz depende do contetido do colageno
(Ehrlich, 2000). No caso de fibrose da prega vocal, também tem sido encontrado
deposito de colageno denso na lamina prépria lesada da prega vocal de animais
(Hirano, 1975; Blakeslee et al., 1995; Rogerson et al., 1996). Entretanto, pesquisas
recentes tém sugerido que outros componentes da matriz extracelular como o acido
hialurénico, fibronectina e decorina também podem afetar o tecido fibroso (Hirano et
al., 2003b) O colageno, apesar de ser a principal molécula, ndo ¢ a unica que
determina as propriedades viscoelasticas do tecido (Hirano, 2005).

A organizacdo e¢ a composicdo desses componentes sao importantes para
assegurar a integridade das propriedades biomecanicas necessarias para uma boa
vibragao das pregas vocais (Gray et al., 1999; Gray et al., 2000). A cicatriz resultante
da substituicdo do tecido normal por tecido fibroso pode alterar permanentemente a
funcdo da prega vocal e levar a uma diminui¢do ou perda da onda mucosa da prega
vocal (Benninger et al., 2003). Em busca de conhecimentos que contribuam para o
desenvolvimento de um método de tratamento que minimize a formagdo de fibrose
na prega vocal apds uma lesdo, muitas pesquisas estdo sendo direcionadas para o

entendimento e manipula¢ao do processo cicatricial na prega vocal (Thibeault et al.,
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2002; Rousseau et al., 2003; Rousseau et al., 2004a; Branski et al., 2005; Tateya et
al., 2005; Tateya et al., 2006; Lim et al., 2006).

No tecido normal da prega vocal, o colageno ¢ organizado em feixes,
formando uma rede, que corre paralela a mucosa epitelial citada acima (Mello et al.,
2003).

Segundo Thibeault et al. (2002), o aumento da rigidez e da viscosidade do
tecido cicatricial da prega vocal aparentemente ndo resulta de um aumento do
colageno e sim da presenca de um colageno novo e com estrutura desorganizada. Os
autores avaliaram histologicamente o coldgeno, procolageno (precursor do
colageno), elastina e acido hialuronico da lamina propria de pregas vocais normais e
com tecido cicatricial de coelhos, dois meses ap6s o procedimento cirurgico. A
lamina propria com cicatriz apresentou redugdo significante de colageno e elastina,
mas um aumento no pré-colageno. Outro estudo, também sobre a fase madura do
remodelamento em pregas vocais de coelhos, porém seis meses apos uma lesdao da
lamina propria, demonstrou que o coldgeno apresentava uma densidade
significativamente maior que nas pregas vocais normais (Rousseau et al., 2004).

Em um modelo canino de cicatrizacdo das pregas vocais, os niveis de
procolageno, colageno e elastina foram similares aos do modelo com coelhos. Os
niveis de colageno ndo foram significantemente diferentes em dois meses, porém, em
seis meses eles estavam acima do encontrado em pregas vocais normais ¢ ainda
mostraram marcada desorganizagdo ¢ feixes densos. Também aqui o tecido
cicatricial ¢ caracterizado por elevados niveis de procolageno nos primeiros dois
meses de cicatrizagdo, e ¢ substituido por feixes de colageno denso e desorganizado

(Rousseau et al., 2003).
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No estudo controlado feito por Tateya et al. (2005) com ratos apos lesdo nas
pregas vocais e avaliagdes pos-operatorias de 2, 4, 8 e 12 semanas, foi demonstrado
que o padrao de remodelamento do colageno na prega vocal ¢ o oposto da
cicatrizagdo cutanea, isto €: o colageno tipo III ndo diminui, mas ocorre diminui¢cao
do colageno tipo I. Além disso, o processo de remodelamento da prega vocal ¢ lento
nos primeiros dois meses.

Os mesmos autores, Tateya et al. (2006), em um estudo subsequente, também
em ratos, estudaram o padrao de expressao dos componentes da matriz extracelular
na lamina préopria da prega vocal. Assim como no estudo anterior, as lesdes
cirtrgicas foram realizadas em uma prega vocal de cada rato e a outra foi o controle.
No intervalo de 1, 3, 5, 7 e 14 dias foram realizadas andlises histologicas dos
componentes acido hialurénico, colageno e fibronectina. Os dados sugeriram que
apenas a expressao do colageno difere da cutanea, ou seja, no processo de
cicatrizagdo das pregas vocais, a fase inflamatoria e a proliferativa sdo analogas ao
da cicatrizacdo cutanea, diferindo na fase de remodelamento.

Visando uma futura manipulagdo do processo cicatricial, Lim et al. (2006)
descreveram a fase aguda da inflamagao (4, 8, 16, 24 ¢ 72 horas) e a produgao da
matriz extracelular em pregas vocais lesadas de ratos. Os resultados mostraram um
claro perfil da inflamagdo da prega vocal com mudangas correspondentes na
produ¢do da matriz extracelular. Outro estudo, também com o objetivo de facilitar
pesquisas futuras no desenvolvimento de uma intervencao terapéutica na fase aguda
da inflamagdo, a fim de limitar a formagdo de fibrose na prega vocal, descreveu
qualitativamente a formacao de tecido conectivo novo em coelhos nos primeiros 21

dias seguidos de uma incisdo cirirgica na prega vocal. Esses dois estudos sugerem a
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fase de proliferacdo da cicatrizacao, que ocorre em torno de trés dias apos uma lesao,
como um periodo critico para uma intervengao (Branski et al., 2005).

Garret et al. (2001) avaliaram o efeito da mitomicina-C tdpica na cicatrizagao
de pregas de caes. Seis cdes foram submetidos a microlaringoscopia de suspensao
para excisdo de microflap em ambas as pregas vocais. Mitomicina-C tdpica, um
agente quimioterapico e inibidor fibroblastico, foi aplicado randomicamente em um
lado, ¢ o lado contralateral era o controle. Em cada animal foi realizada a
videoestroboscopia antes da cirurgia, em duas semanas e antes do sacrificio em
quatro semanas. A videoestroboscopia mostrou diminui¢do da vibracdo da onda
mucosa nas pregas vocais tratadas com mitomicina-C, assim como uma aparéncia
mais atréfica da superficie vibratoria. Na analise histologica, as pregas vocais com
mitomicina-C mostraram menos fibroblastos ¢ menos colageno do que o controle
(p<0.05). O infiltrado inflamatdrio ndo foi significantemente diferente entre os dois
lados. Por causa da supressao da proliferacdo de fibroblastos pela mitomicina-C, as
pregas vocais tratadas mostraram menos tecido conectivo. O uso de mitomicina-C
diminuiu a resposta cicatricial e nesse estudo apresentou efeitos negativos no padrao
vibratério das pregas vocais. No estudo de Socher (2009), a aplicacdo topica de
mitomicina-C antes da enxertia de gordura nas pregas vocais reduziu
significantemente a deposi¢ao de coldgeno em relagdo ao controle (p=0,05). Vinte e
oito coelhos foram submetidos a enxertia de gordura em ambas as pregas vocais. As
pregas vocais direitas receberam previamente a aplicagdo topica de mitomicina-C,
enquanto as pregas vocais esquerdas formavam o grupo controle. Quatro grupos com
seis coelhos cada foram sacrificados aos 7, 14, 30 e 90 dias apo6s a cirurgia de

enxertia. As pregas vocais submetidas a andlise histoldégica para quantificar a
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deposicao de colageno mediante a coloragdao com Picrossirius Red sob microscopia
polarizada. A deposicao de colageno foi menor em todos os grupos de pregas vocais
que receberam aplicagdo topica de mitomicina-C quando comparada com as pregas
vocais do grupo controle.

Hirano et al. (2003a) utilizaram fator do crescimento hepatocito (HGF) em
pregas vocais de caes. Cinco caes foram submetidos a laringoscopia para remog¢ao do
epitélio e da lamina propria das pregas vocais. O uso de fator do crescimento
hepatocito (HGF) reduziu a producdo de colageno tipo I pelos fibroblastos e
aumentou o acido hialuronico. Esses efeitos demonstraram que o HGF tem um
potencial terapéutico na prevencao e tratamento da fibrose das pregas vocais. Em
outro estudo do mesmo grupo, foi utilizado HGF em 20 coelhos. Os coelhos foram
submetidos a laringoscopia para decorticacdo das pregas vocais € apos injecao de
HGF em uma delas e solugdo salina na outra que serviu de controle. ApoOs seis meses
do procedimento foram realizados exames histoldgico, reologico e fisiologico das
pregas vocais. O exame histolégico revelou deposicdo excessiva de colageno e
elastina desorganizada no grupo controle ao passo que a deposi¢ao de colageno foi
menor nas pregas vocais tratadas com HGF. Os dados reolégicos indicaram que as
pregas vocais tratadas com HGF estavam menos rigidas que o grupo controle. A
vibragdo mucosa também foi melhor nas pregas vocais tratadas com HGF do que o
controle quanto ao limiar de pressdo de fonagao, eficiéncia vocal, amplitude da onda

mucosa e fechamento glotico (Hirano et al., 2004).
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4.1 Aspecto Etico

O projeto de pesquisa foi aprovado sob o protocolo de niumero 329/06, pela
Comisséo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria
Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o

Paulo. (Apéndice)

4.2 Material

Foram utilizados 14 coelhos albinos da raca New Zeland, de ambos 0s sexos,
com massa corporal entre 2,5kg e 3,5 kg. Os coelhos foram operados no LIM-32
(Laboratorio de Investigacdo Médica em Otorrinolaringologia da FMUSP) e
mantidos, alimentados, vacinados e cuidados em ambiente adequado no centro de
bioterismo da Granja RG, localizada na cidade de Suzano — S&o Paulo, sob
supervisdo de zootecnistas e veterinarios. O sacrificio dos animais e a coleta da

laringe para preparo das laminas também foram realizados no LIM-32.

Este estudo foi realizado de acordo com o “Guia e cuidados e usos de animais
de laboratério”, obedecendo as normas da Lei Federal n® 6.638 de 8 de maio de
1979, e aos principios éticos na experimentacao, postulados pelo Codigo Brasileiro

de Experimentacdo em Animais (COBEA).

Foi desenvolvido um laringoscopio para adaptar a anatomia do coelho a

técnica de laringoscopia direta (Confeccionado por Ferrari Medical - Sdo Paulo, SP).
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O laringoscopio (Figuras 1A e B) foi desenvolvido a partir de um modelo

baseado em um espéculo nasal de Killian que foi adaptado nos aspectos seguintes:

- As laminas foram afinadas préximo a base, a esquerda, para se encaixar ao
lado dos dentes incisivos centrais do coelho e alongadas até chegarem a

10,5cm, de modo a expor a glote.

- Na base lateral do espéeculo foi colocada uma articulacdo que se fixa na
abertura desejada, mantendo-se assim o especulo aberto. Essa articulacdo
se conecta a uma outra que possibilita que o espéculo permaneca parado na
posicdo desejada para que o pesquisador fiqgue com as méos livres para
segurar com uma das méos o telescopio e com a outra 0 instrumento

cirargico (Figura 2). O telescopio que utilizamos foi o de 30 graus e 4mm.

- Na base inferior do espéculo foi adaptado um canal para introducdo de um
guia de luz de fibra dptica, que conectado a uma fonte de luz, permite a
visualizacdo e colocacao do laringoscopio na posicdo de melhor exposi¢édo

da glote. Esse guia de luz € removivel.

- A articulagdo que fixa o espéculo € fixa a uma placa de metal sobre a qual o
coelho é posicionado em decubito dorsal e em hiper-extensdo do pescocgo

(Figura 2).
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(A)

(B)

Figura 1 — Laringoscdpio: (A) esquema; (B) foto
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.

Figura 2 - Fonocirurgia com uso do telescopio.

O telescopio é conectado a uma microcamara e as imagens visualizadas em

um monitor de video (Figuras 3).

Figura 3 - Imagem visualizada no monitor de video das pregas vocais do coelho.
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Além do laringoscopio, também foram desenvolvidos um bisturi para
realizacdo das lesdes nas pregas vocais e uma agulha para infiltracdo de
dexametasona. O instrumento utilizado para produzir a lesdo cirtrgica, também
fabricado pela mesma companhia, correspondeu a um bisturi em forma de ponta de
lanca (com 2mm de largura, 2mm de profundidade na sua extremidade central e
1mm de profundidade nas suas bordas) com um reparo transversal que delimitava
sua penetracdo na prega vocal a 2mm de profundidade no centro da leséo (Figura 4).
A agulha para infiltracdo de dexametasona, também fabricada para este estudo e foi
confeccionada com um reparo que permitiu a padronizagdo da injecdo a uma
profundidade de 2mm. O calibre da agulha foi o mais delgado possivel e
correspondeu ao diametro da agulha utilizada na injecdo de insulina, com as
dimens6es de 0,4mmx12mm, que era acoplada em uma seringa com insulina para

permitir a padronizagdo da quantidade injetada (Figura 5).

Figura 4 - Bisturi utilizado para realizacdo da lesdo. Detalhe: reparo transversal que prevenia a sua
entrada na prega vocal além de 2mm de profundidade.
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Figura 5 - Agulha para infiltragdo. Detalhe: reparo que permitiu a padronizacdo da inje¢do a uma
profundidade de 2mm.

4.3 Métodos

4.3.1 Técnica cirargica

Os 14 coelhos foram anestesiados com xylazina (5mg/kg) associado a
quetamina (50mg/kg) por via intramuscular e mantidos sob ventilacdo espontanea.

Em todos os coelhos obtivemos uma exposicao da glote adequada.

Em seguida, foram submetidos a cirurgia em ambas as pregas vocais, sob
visualizacdo endoscopica com endoscopio de 30 graus (Karl Storz® 4mm,
Alemanha). Foi realizada uma pungdo com o bisturi, na superficie superior das
pregas vocais, no ponto médio da sua por¢do membranosa (tanto no sentido antero-

posterior, quanto no sentido lateromedial) resultando em uma lesdo longitudinal,
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paralela a borda livre e no centro das pregas vocais, com dimensdes padronizadas

semelhante as da ponta do bisturi.

Na prega vocal esquerda de cada coelho ap6s a leséo foi injetado de 0,1mL
(0,4mg) de dexametasona lateralmente a lesdo. Na prega vocal direita foi realizada
apenas a lesdo. Essa quantidade de dexametasona foi definida em estudo piloto no
qual se mediu a quantidade de dexametasona necessaria para abaular a prega vocal

de um coelho.

Dois coelhos morreram apds a cirurgia, provavelmente por problemas

anestésicos no primeiro dia pos-operatorio.

Os animais foram anestesiados e sacrificados sem sofrimento 3 dias (6

coelhos) e 7 dias (6 coelhos) decorridos apos a cirurgia.

Os coelhos ndo sofreram ferimentos desnecessarios e todos toleraram bem os

procedimentos.

4.3.2 Preparo da laringe

Uma vez sacrificados, a laringe dos coelhos foi retirada em bloco, da base da
lingua ao quarto anel traqueal. Realizou-se incisdo longitudinal anterior na laringe,
com separacdo das alas direita e esquerda da cartilagem tiredide. Cada hemilaringe
foi codificada para avaliacdo cega posterior e colocada em formaldeido a 10%. Apds
10 dias, cada metade foi cortada no plano coronal em trés partes: anterior, média e
posterior, com intuito de selecionar apenas a area da lesdo. Apenas a parte média de
cada prega vocal que continha a lesdo foi enviada ao Laboratério de Anatomia

Patologica da FMUSP onde foram processadas.
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Os animais sacrificados foram reencaminhados ao Centro de Bioterismo para

o0 descarte dos mesmos

4.4 Estudo histoldgico da prega vocal

4.4.1 Anélise microscépica

No Laboratério de Anatomia Patoldgica da FMUSP as pecas passaram pela
desidratacdo gradativa em alcool (foram cinco alco6is, uma hora em cada um, dois
alcodis a 95% e trés absolutos), diafanizacdo em xilol, com trés trocas de uma hora
cada, impregnacdo e inclusdo em parafinas (trés parafinas, uma hora em cada)
fundida em estufa a 60°C. A seguir foram cortadas em micr6tomo com espessura de
4um, no plano coronal, desparafinados e corados.

Para manter a padronizacao, as pecas foram preparadas por um Unico técnico
experiente, que realizou todo o processo de coloracéo.

A hematoxilina-eosina foi utilizada para identificacdo dos nucleos celulares
do infiltrado inflamat6rio em volta da lesdo. O corante picrossirius foi utilizado para
visualizacdo e anélise das fibras colagenas. A andlise das laminas foi realizada sob
microscopia de luz, sob polarizacdo Optica (Montes, Junqueira, 1988; Mello et al.,

2003).

4.4.2 Método da Picrossirius-Polarizacao
Os cortes histologicos foram desparafinados, hidratados e corados durante

uma hora em solu¢do de Sirius Red a 1% dissolvido em &cido picrico aquoso
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saturado. Os cortes foram rapidamente lavados em agua corrente e contra-corados
com hematoxilina de Carazzi por cinco minutos. Em seguida, foram lavados e
montados.

O Sirius Red é um corante bem acido que tem sido muito utilizado para corar
0 colageno em cortes de tecidos (Montes et al., 1984). As moléculas de colageno,
ricas em aminoacidos basicos, reagem fortemente com corantes &cidos. O Sirius Red
¢ uma molécula alongada que reage com o coldgeno e promove 0 aumento de sua
birrefringéncia natural, pois as moléculas do corante se alinham paralelamente ao eixo
longo de cada molécula de colageno. Quando analisados sob luz polarizada, alem de
se mostrarem fortemente birrefringentes, as fibras que contém colageno assumem
cores e intensidades de birrefringéncia variadas, resultantes dos diferentes graus de
agregacdo fisica dos diferentes tipos de coldgeno (Montes, Junqueira, 1988).

Ao microscopio de polarizacdo, o coladgeno tipo I mostra-se como fibras
grossas, muito birrefringentes, de cor amarela ou vermelha; o colageno tipo Il
aparece sob a forma de fibras finas, fracamente birrefringentes, de coloragéo
esverdeada. O colageno tipo Il ndo forma fibras e mostra uma fraca birrefringéncia de
cor variavel (Junqueira et al., 1978; Montes et al., 1980; Zambrano et al., 1982)

(Figura 6A e B).
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(A)

ao-

0s 7 dias - com corticéide (A) luz n

d0 com picrossirius ap

Figura 6 — Prega vocal ap6s colorag

polarizada (100X); (B) luz polarizada (100X)
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4.5 Analise morfométrica

4.5.1 Células inflamatorias e fibroblastos

A andlise histologica foi quantificada com o microscopio Zeiss (modelo
Axiostar plus 1169-151, Alemanha). Uma magnificacdo de 400X foi usada no estudo
na regido da lesdo. Imagens individuais demonstraram que a lesdo foi capturada em
todos os coelhos. Na analise histoldgica a lesdo foi definida pela area de epitélio
desnudo em 3 dias ou um epitélio fino em 7 dias com presenca de reacdo
inflamatdria e processo cicatricial. Um Unico patologista de maneira cega realizou a
contagem das células da reagéo inflamatdria e dos colagenos. Trés a cinco campos de
cada peca histoldgica que continha a lesdo foram analisados por coelho. Para a
contagem das células inflamatorias foi usada uma ocular com reticulo que
apresentava 50 linhas horizontais que ligavam cem pontos. Foram contabilizadas as
células associadas a inflamacdo e ao remodelamento da mucosa (linfocitos,
neutrofilos, eosinofilos, macrofagos, fibroblastos e plasmocitos). O valor foi
expresso em densidade numeérica, que representa a porcentagem de freqliéncia
relativa destas células (nimero de células em 62.500um?), em cada campo, com
aumento de 400X de aumento da leséo (Das et al., 2007; Mallik et al., 2007) (Figura

7).
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Figura 7 - Imagem do reticulo utilizado para quantificagdo das células inflamatdrias.

4.5.2 Fibras colagenas

A quantificacdo das fibras colagenas foi feita por meio de um sistema digital
de imagens com auxilio do software Image Pro Plus versdo 4.5.0.29 (Media
Cybernetics, Bethesda, MD, EUA), instalado em um microcomputador ligado a uma
camera digital (JVC, TK- C1380 Color Video Camara, Victor Company of Japan
Limited, Japdo) acoplado a um microscopio Optico (Leica DMR, Leica
Microsystems, Wetzlar GmbH, Alemanha) que pode ser usado com sistema de
polarizagdo. Neste sistema de captura de imagens, a cAmera estava configurada para
capturar as imagens de maior birrefringéncia e calcula-las em micrémetros
quadrados. A concentracdo de fibras coladgenas foi determinada pela quantidade de
fibras colagenas de maior birrefringéncia por unidade de &rea medida (area de fibras

colagenas dividida pela area total x100).
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As medidas morfométricas da inflamacdo e do coladgeno foram transferidas
para o programa SPSS 14.0 (Statistical Package for Social Scienses, Chicago, IL)

para analise estatistica.

4.6 Analise estatistica

Para avaliacdo estatistica da reacdo inflamatoria e do colageno utilizou-se o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, com o intuito de verificar possiveis
diferencas entre ambos os tempos considerados. O teste ndo paramétrico de
Wilcoxon foi aplicado para avaliar possiveis diferencas entre os grupos, intervencao

e controle. A significancia estatistica foi definida como p<0,05.



5 RESULTADOS
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5.1 Reagdo inflamatoria

As figuras 8 (A e B) e 9 (A e B) mostram a reacao inflamatéria na lesdo das
pregas vocais no terceiro e sétimo dia do controle e da intervencéo (corticosterdide),

laminas coradas com hematoxilina-eosina.

(A)

(B)

Figura 8 — Reacdo inflamatéria na lesdo da prega vocal ap6s o 3° dia (A) controle, HE (400X); (B)
intervencédo com corticosterdide, HE (400X) (HE = hematoxilina-eosina)
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(A)

(B)

Figura 9 — Reacdo inflamatdria na lesdo da prega vocal aps o 7° dia: (A) controle, HE (400X); (B)
intervencdo com corticosteroide, HE (400X). (HE = hematoxilina-eosina)
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Com relagdo a reagdo inflamatdria os resultados foram apresentados em

forma de média de reacao inflamatoria (MRI):

1) MRI1: A média geral da densidade numérica de todas as células em
relagdo & intervencdo foi 3,16+1,12células/um* no grupo com corticoide e 2,48+0,98
células/um? no grupo controle, e ndo foi observada diferenca significativa (p=0,099)

(Tabela 1).

Tabela 1 - Média da densidade numerica de todas as células (MRI1) em relacdo a

intervencéo (corticdide x controle)

Meédia da densidade . . .
Minimo | Maximo | Mediana

Par de numérica de todas |Desvio-padréo Significancia

variaveis células inflamatorias | (células/um? (p)

A 2
(células/pm?) (células/pm?)

corticdide 12 3,16 1,12 1,52 4,83 3,10
0,099

controle 12 2,48 0,98 1,18 4,63 2,17

n = quantidade de coelhos

2) MRI2: A média da densidade numeérica de cada célula (linfocitos,
neutrdfilos, eosinofilos, macréfagos, fibroblastos e plasmdcitos) em relagcdo a
intervencdo pode ser vista no Gréfico 1 (Anexo 1). Nao houve diferenca significativa

para nenhum parametro entre os grupos corticdide e controle.
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Graéfico 1 - Média da densidade numérica de cada célula (MRI12) (linfocitos, neutréfilos, eosinéfilos,
macrdfagos, fibroblastos e plasmdcitos) em relagdo a intervencdo (corticoide x
controle). (p = significancia)

3) MRI3: Média geral da densidade numérica de todas as células em funcéo
do tempo (3 e 7 dias) e da intervencdo também foi semelhante entre 0s grupos

corticoide e controle (Grafico 2) (Anexos 2 e 3).
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Grafico 2 - Média geral da densidade numérica de todas as células (MRI3) em funcéo do tempo (3 e
7 dias) e da intervencdo (corticéide x controle). (p = significancia)

5.2 Fibras colagenas

A meédia do total de area analisada no estudo, para cada prega vocal, foi de
48.478um? para 0 grupo das pregas com corticdide e de 47.609um? para 0 grupo

controle, ndo havendo diferenca significativa entre as mesmas (p=0,386) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Média da area total analisada versus intervencao.

Média da ]
Desvio-
Par de area total Minimo | Maximo | Significancia
o n ) padréo ) )
variaveis analisada ) (um?) (Um®) (p)
) (Hm?)
(Hm?)
Colageno
12 48.478 11.210 17.151  53.780
corticoide
_ 0,386
Colageno
12 47.609 6.048 34.302  53.780
controle

n = quantidade de coelhos

A concentracdo das fibras colagenas de cada prega vocal foi calculada em
micrometros quadrados (area de colageno medida dividida pela area total x100)

(Grafico 3) (Anexo 4).
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Grafico 3 - Média da area do colageno, em valores porcentuais, medido do controle e da intervencéo
em 3 e 7 dias.

A concentracdo das fibras colagenas aumentou significativamente em 7 dias,
tanto nas pregas vocais que receberam corticoides quanto nas pregas vocais que nao

receberam medicamento. (p=0,037) (Tabela 3 e Figuras 10A e B).

Tabela 3 - Média da medida do colageno em funcdo do tempo.

Média da
o . medida Desvio-padrdo  Significancia
Par de variaveis dia )
de colageno (%) (p)
(%)
. . 3 6 0,02 0,02
Colageno corticoide 0,037
7 6 0,35 0,26
. 3 6 0,31 0,36
Colégeno controle 0,037
7 6 0,80 0,31

n = quantidade de coelhos
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(A)

(B)

Figura 10 - Fibras colagenas (picrossirius) da prega vocal com corticosterdide (A) 3 dias; (B) 7 dias
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Quanto a deposicdo de coladgeno, a média da area em porcentagem do
colageno total das pregas vocais (para 12 coelhos aos 3 e 7 dias da cirurgia) com
injecdo de corticéide foi de 0,18 (Area de colageno medida: 86,231pm? dividida pela
area total considerada: 48.478um? x100), enquanto no grupo controle foi de 0,57
(Area de coldgeno medida: 273,668um? dividida pela area total considerada:
47.609pm? x100).

Essa comparacgédo foi estatisticamente significante com o valor de p igual a
0,002, demonstrando que a intervencdo medicamentosa (corticoide) promoveu a

reducdo da quantidade de colageno durante a cicatrizacéo (Tabela 4).

Tabela 4 — Média da area do colageno total em relacdo a intervencéo (3 e 7 dias).

Média da area

Par de medida de Dgg\;';c; Minimo Maéaximo Significancia
Variaveis colageno p o (%) (%) ©)
(%) )
b 12 018 025 ool 08
: 0,002
ccgr:?%?go 12 0,57 041 001 1086

n = quantidade de coelhos

A deposicdo de colageno no grupo com corticdide foi estatisticamente menor
em 3 dias e permaneceu menor em 7 dias apds a leséo cirurgica (Grafico 4) (Anexos

5e6).
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Gréfico 4 - Média da area do colageno aos 3 e 7 dias em relacdo a intervencdo. (p = significancia)
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Por causa das dificuldades de estudar as caracteristicas fisiopatoldgicas das
pregas vocais em humanos, as pesquisas necessitam utilizar modelos animais com
frequéncia. Um dos modelos animais mais utilizados é o coelho (Hirano et al., 2004,
Rousseau et al., 2004a; Branski et al., 2005) pois, embora este ndo seja um modelo
perfeito, a sua prega vocal apresenta estrutura complexa, semelhante a encontrada na
prega vocal humana (Valente et al., 2005).

A fibrose na prega vocal € causada por lesdo e inflamacdo. Procedimentos
fono-cirurgicos inapropriados causam cicatriz fibrosa na prega vocal com facilidade.
Essa cicatriz desorganiza a lamina propria da mucosa da prega vocal e modifica as
propriedades biomecanicas das pregas vocais com aumento da resisténcia
viscoelastica da mucosa. Isso reduz a vibragdo das pregas vocais e causa disfonia,
geralmente, dificil de ser tratada (Hirano, 2005).

Atualmente, nenhum método terapéutico pode ser considerado efetivo no
tratamento ou prevencdo da cicatriz fibrética (Hirano et al.,, 2004). Injecdo de
corticosteroides é um dos métodos mais utilizados e esta associado com a diminuicao
da rigidez, melhora do fechamento glético e da qualidade vocal, conforme os
resultados de Bouchayer e Cornut (1998), e Mortensen e Woo (2006), porém algum
grau de fibrose sempre permanece. Além da injecdo de esterdides, outras substancias
tém sido utilizadas com intuito preventivo, como a mitomicina C, porém, no estudo
de Garret et al. (2001), ndo demonstrou beneficio na prevencdo de fibrose. No estudo

de Socher (2009), no entanto, houve menor deposicao de colageno até 90 dias apds a
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cirurgia de enxertia de gordura nas pregas vocais que receberam mitomicina C. Mais
recentemente, alguns resultados encorajadores foram descritos com a injecéo de fator
do crescimento hepatocito que apresenta atividade antifibrotica potente (Hirano et
al., 2004).

Varios outros materiais injetaveis tém sido também testados para flexibilizar
a prega vocal ja cicatrizada como o colageno bovino (Ford, Bless, 1987), colageno
autologo (Ford et al., 1995) e gordura autéloga (Brandenburg et al., 1992). No
entanto, nenhum desses materiais € capaz de restaurar as alteracdes fibroticas da
lamina propria e conseguir uma viscoelasticidade ideal idéntica a da prega vocal
normal.

A injecdo local de corticosterdide é eficaz para atingir concentracdo elevada
em apenas um o6rgdo alvo, como na laringe, com menor ocorréncia de efeitos
adversos, pois sdo rapidamente inativados apds a absor¢do, de modo que SO
metabolitos inativos passam a corrente circulatoria (Wannmacher, Ferreira, 1998).
Para administracdo local injetavel, utilizam-se, de preferéncia, corticéides de longa
acdo, como triancinolona, acetato de metilprednisolona e dexametasona. A
triancinolona é largamente utilizada para infiltracGes intra-articulares em ortopedia, e
seus efeitos e seguranca tém sido confirmados (Boehnke et al., 1994; Caldwell,
1996). Bouchayer e Cornut (1998) utilizaram hidrocortisona injetavel na prega vocal
que pode diminuir os sinais inflamatdrios presentes, mas por causa de sua meia-vida
curta, provavelmente, interfere menos na cicatrizagdo. Teoricamente, para prevenir
formacdo de tecido fibroso, os corticosterdides de longa duracdo seriam mais
eficazes, o que nos fez optar pela injecdo de dexametasona, que além de apresentar

alta poténcia e longa duragéo tem baixo custo.
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Como referido anteriormente, o tratamento da fibrose da prega vocal € muito
limitado e algumas pesquisas tém sido feitas no intuito de prevenir sua formagéo.
Muitos fonocirurgides utilizam esterdides injetaveis na lesdo cirurgica da prega vocal
por causa de seus efeitos na cicatrizagdo (Bouchayer, Cornut, 1998; Mortensen,
Woo, 2006). Eles afetam a sintese e maturacdo do colageno, alteram a forca de
tensdo nas feridas, inibem a funcéo do fibroblasto e deprimem a acéo antibacteriana e
fagocitaria de algumas células de defesa, resultando na alteracdo do padrédo e retardo
da cicatrizacdo das feridas (Kloth, McCulloch, 1998). Seu efeito é mais marcante
durante os primeiros quatro dias ap6s a lesdo. Apos esse periodo, eles tém pouco
efeito, exceto para inibir a resisténcia normal a infec¢do (Piccinato et al., 2002).
Segundo os estudos de Branski et al. (2005) e de Tateya et al. (2006), 0 processo
cicatricial agudo representa o periodo critico no qual uma intervencdo terapéutica
pode diminuir a rigidez da cicatriz da prega vocal, pois as células inflamatorias e 0s
fibroblastos comecam a sintetizar os componentes da matriz extracelular a partir do
segundo e terceiro dias ap0s a lesdo. Assim, se 0 objetivo é a prevencdo da formacao
da fibrose, 0 momento ideal da aplicacdo de um corticosteroide de longa duracgéo é
no inicio do processo inflamatorio, ou seja, ao final da cirurgia. Foi com o intuito de
avaliar a possibilidade de modular o processo de cicatrizagdo que escolhemos a fase
inicial do processo cicatricial para a injecdo do corticosterdide nesse estudo. A
decisdo de avaliar o processo de cicatrizagdo no terceiro dia foi baseada na descri¢ao
de Branski et al. (2005) que demonstraram que nesse periodo ocorre uma macica
proliferacdo de celulas inflamatdrias e fibroblastos em torno de uma ferida cirdrgica
realizada na prega vocal. A deposi¢do de colageno novo se inicia em torno do quinto

dia, e nesse momento, os fibroblastos sdo as células predominantes. No sétimo dia,
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um coladgeno mais maduro ja pode ser notado (Leibovich, 1975). Também no estudo
de Tateya et al. (2006) foi demonstrado que os componentes da matriz extracelular
como o acido hialurdnico, o colageno e a fibronectina sdo produzidos logo ap6s uma
incisdo cirdrgica na prega vocal. Eles sdo mais proeminentes entre o terceiro e quinto
dia. Os autores concluem gue esse pode ser o periodo mais importante em pesquisa
terapéutica feita com o objetivo de prevenir cicatriz fibrosa apos lesdo da prega
vocal.

Coleman et al. (1999) avaliaram os efeitos da triancinolona injetada em
pregas vocais de cdes apods realizacdo de um microflap lateral (lesdo cirdrgica). O
mesmo tipo de lesdo, sem infiltracdo de corticosteroide, foi provocada na prega
contra-lateral que serviu como controle. Analises pareadas revelaram, um aumento
significativo do infiltrado inflamatdério em torno do microflap nas pregas vocais com
corticosteroide injetado e analisadas em 2, 4 e 6 semanas. No nosso estudo, a
quantidade de células inflamatérias foi também maior do lado injetado, porém nao
estatisticamente significativa (3,16 x 2,48), ou seja, aparentemente a quantidade de
células inflamatorias ndo foi afetada pela injecdo de corticosteréide (p>0,05). A
diferenca observada entre o0 nosso resultado e os de Coleman et al. (1999) pode ser
em razdo de diferencas metodoldgicas como o tipo de leséo e o tempo avaliado.

Ainda em relacdo aos nossos resultados nos quais o corticdide,
aparentemente, ndo influiu na quantidade de células inflamatérias, o achado deve ser
interpretado com cautela e algumas consideragcfes devem ser feitas:

1- Ao contrério do que mostra o resultado, a presenca do corticéide intra-

tecidual pode ter tido uma acéo efetivamente inibidora sobre a migracao de

células inflamatdrias. Entretanto, o fato da corda-estudo ter sofrido, além
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da incisdo, os traumas causados pela introducédo da agulha e pela expanséo
do tecido decorrente do volume injetado, pode ter induzido a uma
migracdo maior de celulas inflamatorias do que na prega controle
“anulando”, aparentemente, o efeito inibidor do corticosterdide.

2- Considerando que o volume da medicacéo injetada € relativamente grande
se comparada as reduzidas dimensbes da corda vocal do coelho, a
possibilidade de difusdo da droga por contiguidade para a prega controle
ter tido um efeito anti-inflamatorio ndo pode ser totalmente afastada.
Todavia, esta hipoOtese nos parece pouco provavel, pois caso isso tenha
realmente ocorrido, seria de se esperar que ndo houvesse diferencas
significativas nas concentracOes de fibras colagenas.

3- Finalmente, pode-se ainda questionar se ndo haveria a possibilidade do
corticoide injetado ter acdo na prega controle mediante seu efeito
sistémico, ou seja, por difusdo via-sanglinea. Essa hipotese, entretanto, nos
parece muito pouco provavel, pois, como citado anteriormente
(Wannmacher, Ferreira, 1998), a injecdo local do corticosteroide permite
uma elevada concentracdo no tecido alvo, mas € rapidamente inativado
apos sua absorcdo, de forma que somente metabolitos inativados passam
para a corrente circulatoria.

Na literatura, a acdo dos corticosterdides sobre as células inflamatorias é
principalmente estudada apds administracéo sistémica de corticosterdides em lesdes
da pele. Segundo os estudos de Leibovich e Ross (1975), ap6s administracdo
sistémica de hidrocortisona em porcos da india, que foram submetidos a uma ferida

cirtrgica na pele, o nimero de neutréfilos e fibroblastos ao redor da lesdo de pele
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ndo foi afetado na resposta inflamatdria aguda, mas ocorreu reducdo do nivel de
macrofagos na ferida de aproximadamente um terco. Apesar de comparado com
controle (porcos da india com a mesma lesdo, mas sem injecdo de hidrocortisona),
esse estudo ndo apresenta teste estatistico.

Injecdo de corticosterdide de deposito, como a triancinolona, tém sido
utilizados em cicatrizes hipertréficas e queldides. No estudo in vitro de Carroll et al.,
(2002), foi demonstrado que a diminuicdo da proliferacéo celular e do colageno pela
triancinolona é mediada por alteragdes na secrecdo de citoquinas.

Em nosso estudo, a metodologia empregada ndo nos permitiu também chegar
a uma conclusdo definitiva a respeito do impacto da injecdo local do corticdide sobre
a proliferacdo de células inflamatdrias. Sendo assim, indubitavelmente, novos
estudos sobre o infiltrado inflamatorio sdo necessarios pois essas células tém papel
importante na deposicdo e reabsorcdo de colageno e fibrina abaixo do epitélio. A
distribuicdo, qualidade e quantidade de colageno e fibrina podem levar a diferencas
no tecido cicatricial (Tateya et al., 2005).

As pregas vocais injetadas com corticosteroide tiveram uma significativa
menor deposicdo de colageno no sitio da lesdo. Apenas um estudo na literatura
comparou a deposicdo de coldgeno em lesdo de prega vocal apds injecdo de
corticosteroide. No estudo de Alencar et al. (2007), o corticosterdide foi injetado
imediatamente antes da exérese de um fragmento de mucosa da borda livre das
pregas vocais de seis porcos. Na comparacdo com o controle (mesma lesdo sem a
injecdo de corticoide), trinta dias apo6s, houve diminuicdo ndo significativa do
depdsito de colageno na lamina propria das pregas vocais. Esse estudo avaliou o

colageno trinta dias apds o procedimento, enquanto que no nosso, a avaliacdo foi
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realizada no terceiro e no setimo dia, fato esse, que ndo nos permite realizar uma
comparacgéo tecnicamente precisa entre os estudos.

Coleman et al. (1999) realizaram a avaliacdo funcional por estroboscopia e
ndo encontraram diferenca na vibracao das pregas vocais em seguimento de ate seis
semanas de pos-operatério. A analise histologica desse estudo ndo considerou,
entretanto, os componentes da matriz extracelular (colageno, elastina, acido
hialurdnico, fibronectina,...) que tém sido considerados os responsaveis pelas
propriedades vibratérias da mucosa das pregas vocais, mas apenas o infiltrado
inflamatdrio e a neovascularizagdo. Em nosso estudo, apesar de apenas um Gnico
componente da matriz extracelular, o colageno, ter sido estudado, sabemos que este é
um componente importante da fibrose e que tem um papel muito relevante na
resisténcia da cicatriz. Tendo em vista que uma das metas mais importantes da
fonocirurgia € minimizar a area cicatricial e a sua rigidez, acreditamos que a reducao
na deposicdo de fibras colagenas obtida com injecdo local do corticosteroide seja
uma providéncia interessante do ponto de vista funcional pds-operatorio.

No nosso estudo, o colageno foi encontrado na leséo trés dias apds a incisao
cirdrgica na prega vocal e teve um crescimento significativo entre trés e sete dias, 0
que esta de acordo com a literatura. No trabalho de Rousseau et al. (2004b), foi
encontrada deposicdo de colageno em estagios bem iniciais da cicatrizacdo das
pregas vocais de porcos. Entre trés e 10 dias pos-operatério ele era mais frouxo e
desorganizado em relacdo ao controle (prega vocal contra-lateral sem lesdo). Apos
15 dias havia maior deposicdo de colageno e foram observadas bandas espessas na
cicatriz.

No estudo de Tateya et al. (2006), em ratos, foi encontrado coldgeno na
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incisdo cirdrgica desde o primeiro dia ap6s a lesdo, mas principalmente a partir do
terceiro dia. O pico foi em torno de cinco dias. O colageno tipo I diminuiu apos
cinco dias, mas o colageno tipo Il ndo diminuiu até o final do estudo (14 dias).
Ambos os tipos de colagenos foram mais elevados que os controles (prega vocal
contralateral que foi mantida intacta) em 2, 4, 8 e 12 semanas. Em outro estudo dos
mesmos autores, 0 colageno tipo | declinou apos oito semanas da cirurgia das pregas
vocais de ratos, embora tenha permanecido acima dos controles, o que sugere uma
lenta remodelacdo nos dois primeiros meses pos-operatério. Os niveis de colageno
tipo 11 permaneceram elevados e estaveis durante todo o estudo (Tateya et al.,
2005). Esses resultados mostram que o processo de deposicao e reabsorcéo cicatricial
do colageno no periodo pos-operatdrio é bastante complexo e consequentemente as
propriedades viscoelasticas da prega vocal operada devem sofrer grandes alteracdes
ao longo do tempo. Acreditamos que uma melhor compreensdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos da deposicdo de colageno na cicatrizacao sera de grande importancia

para o tratamento e prevencdo de cicatrizes em fonocirurgia.

6.1 Consideracdes finais

A prevencdo e o tratamento ideal da fibrose na prega vocal ainda nao foram
bem estabelecidos, embora muitas pesquisas tenham sido realizadas. O nosso estudo
mostrou efetivamente que, ndo obstante a injecdo do medicamento possa estar
associada com maior trauma tecidual decorrente da expanséo tecidual provocada, o

uso do corticosteréide diminui a deposicdo de colageno na cicatrizacdo da prega
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vocal lesionada. Esse fato nos leva a pensar que o uso pratico da injecdo intra-
operatoria dessa substancia que, ha muito tempo, vem sendo realizada por diversos
profissionais apoiada até entdo em deducgdes intuitivas, tem, agora, um valor
cientificamente comprovado, justificando a continuidade do seu emprego. E preciso
salientar, todavia, que mais estudos sdo necessarios, principalmente, para avaliar se
as alteracdes do colageno causadas pelo corticosterdide persistem a longo prazo e, se
efetivamente ha impacto significativo dessas alteracdes a niveis macroscopico da

vibracdo cordal e da analise acustica laboratorial.
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No presente estudo a injecdo de corticosterdide na prega vocal de coelhos apds um
procedimento cirdrgico, causou uma diminuicdo da deposicdo de colageno no sitio da lesédo
durante a resposta inflamatoria aguda. A quantidade de células inflamatorias no sitio da leséo

néo foi afetada pelo corticosteroide.
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ANEXO 1

Media da densidade numeérica de cada célula (MRI12) (linfécitos, neutrofilos,
eosinofilos, macréfagos, fibroblastos e plasmacitos) em relagdo a intervengao
(corticoide x controle)

Médiade | Desvio- | Minimo |Méaximo| Mediana | . . .
Par de variaveis n |cadacélula| padréo Significancia

(cél.lum?) | (cél./um?) (cél./um?) (P)
Linfdcitos corticoide 12 4,38 2,02 2,00 7,70 4,05
Linfocitos controle 12 4,22 2,86 0,70 9,70 3,63 P8
Neutrdfilos corticoide 12 1,51 2,40 0,00 8,40 0,63 0.888
Neutrdfilos controle 12 1,00 1,42 0,00 4,70 0,50 l
Eosindfilos corticoide 12 1,14 1,50 0,00 4,40 0,60 0.206
Eosindfilos controle 12 0,70 1,30 0,00 4,70 0,40 l
Macrofagos corticéide 12 3,20 1,68 0,70 6,00 3,35 0.308
Macrofagos controle 12 2,40 2,37 0,50 7,40 1,25 ’
Fibroblastos corticéide 12 577 4,51 1,70 14,00 3,63 0433
Fibroblastos controle 12 4,20 2,87 0,50 9,25 3,40 ¢
Plasmocitos corticdide 12 2,99 2,11 0,00 7,50 2,90
Plasmdcitos controle 12 2,35 1,77 0,20 6,50 1,70 o4
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ANEXO 2

Média geral da densidade numeérica de todas as células (MRI13) em funcéo

do tempo (3 dias) e da intervencao (corticoide x controle)

Média de . _ ) ]
Desvio- | Minimo | Maximo | Mediana
Par de todas as . Significancia
n padrao
variaveis células (G681 ) , ()
cel./ um 1./ um
(cél./ pm?) (cel/m’)
corticoide 6 3,93 0,89 2,41 4,83 4,13
0,116
controle 6 2,89 1,09 1,92 4,63 2,67
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ANEXO 3

Media geral da densidade numérica de todas as células (MRI13) em funcéo

do tempo (7 dias) e da intervencdo (corticoide x controle)

Média de )
Desvio- | Minimo | Maximo | Mediana
Par de todas as . Significancia
n padréo
variaveis células (e ) , (p)
cel./ pm 1./
(cél/ um?) (cel/ pm’)
corticoide 6 2,40 0,74 1,52 3,62 2,31
0,249
controle 6 2,06 0,72 1,18 3,20 2,06




Anexos 62

ANEXO 4

Media da area do colageno, medida do controle e da intervencéo em 3 e 7 dias

Meédia da area do colageno*
Amostra -Egrizg)o corticéide controle

(%) (%)
1 3 0,051 0,948
2 3 0,011 0,013
3 3 0,001 0,009
4 3 0,034 0,128
5 3 0,005 0,464
6 3 0,014 0,308
7 7 0,686 1,062
8 7 0,401 0,969
9 7 0,189 0,835
10 7 0,001 0,729
11 7 0,600 1,010
12 7 0,193 0,218

*Area de colageno dividida pela area total X100
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ANEXO 5

Meédia da area do colageno de 3 dias com relacdo a intervencao

Meédia da . - .
. Desvio- | Minimo | Maximo (.. ... . .
. medida de x Significancia
Par de variaveis | n . padréao o o
Col(aggno (%) (%) (%) ()
%
Colageno corticoide 6 0,02 0,02 0,00 0,05
0,028
Colageno controle 6 0,31 0,36 0,01 0,95

n = quantidade de coelhos
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ANEXO 6

Média da area do colageno de sete dias em relacdo a intervencao

Média da ]
Desvio-
medida de Minimo | Maximo | Significancia
Par de variaveis n padréo
colageno (%) (%) (p)
(%)
(%)
Colageno corticoide 6 0,35 0,26 0,00 0,69
0,028
Colageno controle 6 0,80 0,31 0,22 1,06

n = quantidade de coelhos
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