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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Efeito da mitomicina C topica
na cicatrizacao de prega vocal
em modelo suino

Paulo Anténio Monteiro Camargo’, Antonio Carlos
Ligocki Campos? Jorge Eduardo Fouto Matias?,
Daniel Zeni Rispoli*, Paulo Eduardo Przysiezny’,
Vinicius Ribas Fonseca®

Resumo

Vzirias terapias adjuvantes a cirurgia vém sendo usadas para
modular o processo cicatricial nas pregas vocais, entre elas
a Mitomicina tépica (MTC). Objetivos: Avaliar os efeitos da
MTC no processo de cicatrizacao de pregas vocais de suinos
30 dias apos exérese de fragmento de mucosa com laser
de CO, mediante a mensura¢ao da deposi¢ao de coldgeno.
Forma de Estudo: Experimental em suinos. Materiais e
Métodos: Dois grupos de 6 suinos cada foram avaliados apds
exérese de fragmento de mucosa de prega vocal a laser de
CO, (grupo controle sem uso e grupo experimento com uso
de MTC topica). Apos 30 dias os animais foram submetidos a
eutanasia, sendo coletadas amostras das pregas vocais para
andlise histologica, a fim de quantificar a deposicao de cola-
geno mediante coloracdo de Picrosirius Red. Resultados: A
média da area do colageno total das pregas vocais do grupo
controle foi de 2648,03 pm2, enquanto a média do colageno
total das pregas vocais do grupo experimento foi de 2200,30
pm2 (p = 0,0043). Conclusdao: A MTC usada topicamente
apos a exérese de fragmento de mucosa da prega vocal a laser
de CO, em suinos, diminui, significativamente, a deposicao
do colageno total.

Topical mitomycin C effect on
swine vocal folds healing

Palavras-chave: cicatrizacio, laser, mitomicina, porcos, pregas
vocais.
Keywords: wound healing, laser surgery, mitomycin, swines,
vocal folds.

Summary

Several adjuvant therapies to surgery have been used to
modulate the healing process of vocal folds, including topic
mitomycin (MTC). Aim: to evaluate the effect of topical
MTC in the healing process of vocal folds 30 days after the
exeresis of a mucosal fragment with CO, laser in a swine
model (control group without mitomycin and study group
with topical MTC), with collagen deposition measurement.
Study type: prospective experimental in swine. Methods:
two groups of 6 swine each were subjected to exeresis
of a mucosal fragment of the vocal fold with CO, laser.
Immediately after the procedure MTC was applied topically
for three minutes on the study group. Thirty days later the
animals were slaughtered and samples of the vocal folds
were collected for histological analysis, with the purpose
of quantifying collagen deposition by Picrosirius Red stain.
Results: the average area of total collagen in the vocal folds
in the control group was 2.648,03 pm2, whereas in the study
group it was 2.200,30 pm2 (p = 0.0043). Conclusion: topical
application of MTC after the exeresis of a mucous fragment
of vocal fold with CO, laser in swine significantly decreased
total collagen deposition.

! Mestre em Cirurgia, Preceptor do Servico de Otologia e Laringologia do Servico de Otorrinolaringologia do Hospital Angelina Caron.
? Doutor em Cirurgia, Professor Titular no departamento de Cirurgia (UFPR).
* Doutor em Cirurgia, Professor Adjunto no departamento de Cirurgia (UFPR).
* Doutor em Cirurgia, Preceptor do Servico de Faringoestomatologia e Rinologia do Servico de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-facial do Hospital Angelina

Caron.

° Mestre em Cirurgia Buco-Maxilo-Facial, Residente de Otorrinolaringologia no Hospital Angelina Caron.
Servico de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-facial do Hospital Angelina Caron.
Preceptor do servico de Otorrinolaringologia do Hospital Angelina Caron.
Endereco para correspondéncia: Dr. Paulo A. Monteiro Camargo - Rua 7 de Setembro 6700 Semindrio 80240-001 Curitiba PR.
E-mail: cao.pr@terra.com.br
Este artigo foi submetido no SGP (Sistema de Gestao de Publicacdes) da RBORL em 1 de janeiro de 2006. Cod. 1668.
Artigo aceito em 2 de junho de 2006.

REVISTA BRASILEIRA DE OTORRINOLARINGOLOGIA 72 (5) SETEMBRO/OUTUBRO 2006
http://www.rborl.org.br / e-mail: revista@aborlccf.org.br

601



INTRODUCAO

A laringologia teve grande avanco com o desen-
volvimento e o aperfeicoamento de viarias técnicas de
visualizacao da laringe, em particular com o emprego
do microscopio cirtrgico e, mais recentemente da video-
endoscopia. A fonomicrocirurgia permitiu aos cirurgioes
atuais a realizacao de procedimentos que visam a melhorar
a qualidade vocal e aumentar a velocidade na recuperacao
da funcao fonatorial.

No entanto, o resultado inevitavel de qualquer in-
cisao cirargica € a possibilidade de formacao de cicatriz,
sendo fonte potencial de problema para o fonocirurgiao
na busca da qualidade vocal?.

Terapias adjuvantes como corticoesterdides sisté-
micos ou tépicos, resfriamento prévio ao procedimento
cirtrgico, cola de fibrina tém sido investigadas para aju-
dar a modular o processo cicatricial na prega vocal apos
excisdo de sua cobertura mucosa*?.

Dentre os varios métodos investigados para mo-
dular o processo cicatricial, a Mitomicina-C tépica (MTC)
¢ um agente antimetabdlico que inibe a proliferacao de
fibroblastos quando aplicada topicamente, inibindo de
forma seletiva a sintese de DNA e de RNA, alterando, desta
maneira, a sintese protéica.

O objetivo deste estudo foi avaliar a cicatrizacio em
pregas vocais (PV) de suinos apos exérese de fragmento
de mucosa com laser de CO, com ou sem a utilizagao
de MTC to6pica, analisando ap6s 30 dias, a deposicio de
colageno total pés-operatorio.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo prospectivo e experimental foi realiza-
do na Fazenda Experimental da Universidade Federal do
Parand (UFPR), sediada no municipio de Piraquara/PR.
Foram seguidos os principios do Colégio Brasileiro de
Experimentacio Animal (COBEA, 1991)%, e as recomen-
dacdes para eutandsia de animais experimentais propostas
por Close et al. (1997)°, sendo o experimento aprovado
pela comissao de ética da instituicao.

Grupos de pesquisa

Doze suinos da raca Larger White (6 machos e 6 fé-
meas) oriundos da fazenda da UFPR com média de 10.131
gramas e idade variando de 27 a 31 dias foram utilizados
neste experimento. Dois grupos separados aleatoriamente,
formados por 6 animais cada, foram submetidos a exé-
rese de mucosa da borda livre do terco anterior da PV
esquerda com laser de CO,. O grupo controle nao utilizou
nenhuma medicac¢ao topica na drea cirdrgica. Ja no grupo
experimental foi aplicado MTC topica apos exérese, por
trés minutos.

Técnica cirdrgica

Apds a anestesia os animais foram posicionados
em decubito dorsal, em mesa especial para castramento,
coberta com campo cirtrgico estéril. A cabeceira da mesa
foi elevada e na regiao dorsal superior foi colocado coxim
para aumentar a angulacao e facilitar a retificacio da la-
ringe. Foi utilizado laringoscopio infantil da marca Storz®,
com angulacdo para comissura anterior.

As PV suinas foram visualizadas através de mi-
croscopio optico D. F. Vasconcelos®, binocular reta com
lente de 400mm, com sistema de cimera acoplada Storz®.
Todos os procedimentos cirdrgicos foram gravados em
fita VHS.

O procedimento cirtrgico iniciou-se com a apre-
ensao da borda livre de terco anterior de PV esquerda
com pin¢a de Bouchayer Microfrance® (tipo “coracao”).
A seguir, com o uso de laser de CO, Sharplan®, com 2
Watts de poténcia, de forma continua, no modo focado, em
superpulso com microspot de 250m, procedeu-se a exérese
de fragmento da borda livre com 1 a 2mm, deixando um
pequeno sulco cirargico na borda livre da PV.

Ap6s a exérese do fragmento, colocou-se algodao
embebido em MTC na concentracio de 0,4mg/ml em con-
tato com a ferida cirtrgica durante 3 minutos. Em seguida,
o algodao foi retirado, sendo removido o excesso da MTC
com soro fisiologico 0,9%.

Apds a recuperacao anestésica, os suinos foram
recolocados em suas pocilgas, onde apds 12 horas de
pos-operatorio, voltaram a receber dgua e racao. O for-
necimento da dieta foi feito duas vezes ao dia, a partir de
24 horas de pds-operatorio.

Anélise microscopica

Trinta dias ap6s o procedimento cirirgico, os 12
animais foram submetidos aos mesmos procedimentos
pré-anestésico e anestésico, seguido de eletrocussao,
conforme proposto por Close et al. (1997)°.

A laringe do animal foi retirada em bloco, da base
da lingua ao quarto anel traqueal. Realizou-se incisao
longitudinal anterior na laringe expondo as pregas vocais,
com incisao da cartilagem tiredide, para a retirada de
toda a musculatura da PV, com preservacao da cobertura
mucosa.

Foi utilizada solucao de Picrosirius Red com pola-
rizacao no estudo histolégico. A substincia nao-coligeno
corou-se em preto e o coligeno maduro em amarelo,
vermelho alaranjado e vermelho (Figuras 1 e 2). Para a
mensuracdo da deposicao do coligeno no processo de
cicatrizacao (fibroplasia) na superficie da mucosa da PV,
foram efetuadas duas medidas histolégicas em cada lamina
corada com Picrosirius Red apds a polarizacio.

Ap6s desfeita a randomizacao, os dados foram
transportados para o programa Excel Windows® para
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Figura 1. Prega vocal corada pela solugdo de Picrosirius Red antes
dapolarizagdo. Esta lamina demonstra a regido da submucosa da
pregavocal antes da polarizagdo, nao havendo distingao entre os
elementoscelulares e o tecido conjuntivo.

Figura 2. Prega vocal corada pela solugao de Picrosirius Red apos
polarizagao. Observe o aspecto birrefringente: colageno maduro
com coloragao laranja avermelhado, e substancia ndo colagena com
coloracao enegrecida.

se obter a média aritmética, sendo a seguir realizada a
andlise estatistica.

Andlise estatistica

As comparacdes nao-pareadas foram realizadas
através do teste nao-paramétrico de Wilcoxon, tendo como
valor de p £ 0,05 o limite de significincia estatistica.

RESULTADOS

Macroscopicamente, em todos os suinos, as PV
encontravam-se integras, com coloragao fisiolégica e nao
apresentavam sinéquias apos a retirada.

Quanto a deposicao de colageno, a média da area
do colageno total das PV do grupo com exérese de frag-

mento de mucosa a laser sem MTC foi de 2648 93um?,
enquanto com MTC foi de 2200,30Um?.

Na comparacao efetuada, o valor de p foi de 0,0043,
o que evidenciou diferenca estatistica entre a quantidade
de coldageno no grupo submetido a exérese de fragmento
de mucosa de prega vocal a laser tratado e nao-tratado
com MTC (Grifico D).

3000

2500 +

2000 -
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1500 -

1000 -

500 -
P =0,0043

ESem MTC B Com MTC

Grafico 1. Comparacdo da média do colageno total na exérese parcial
a laser de CO, com e sem mitomicina (MTC).

DISCUSSAO

Mesmo com as técnicas atuais de preservacao da
mucosa e do ligamento vocal, a formacao de cicatriz, fi-
brose e, conseqlientemente, rigidez continuam sendo um
desafio para o fonocirurgiao'.

A MTC vem ganhando espaco desde que estudos
comprovaram sua eficacia na reducao da fibrose pés-ope-
ratéria em estenoses laringeas supra-gléticas’. Gray, Tritle
(2003)® observaram que a MTC apresentava efeito maior
no atraso da cicatrizacio quando aplicada imediatamente
antes e apos o dano ao tecido, sugerindo que existiria um
intervalo de tempo adequado entre a lesao e o tempo de
aplicacao para a obtencao de efeito adequado. Spector et
al. (1999)° demonstraram reducao significativa na formacao
de granulomas e melhora da mobilidade cricoaritnoidéia
quando utilizado o laser de CO, com MTC t6pica. No
trabalho de Garrett et al. (2001)!, constatou-se diminui¢cao
do colageno total com o uso de MTC topica.

No presente estudo houve diminuicao estatistica-
mente significante do coldgeno total com o uso da MTC.
Tais resultados sugerem que o uso topico da MTC quando
aplicada em drea cruenta age de maneira expressiva no
retardo do processo de fibroplasia, concordando ampla-
mente com os resultados de Correa et al. (1999)'.

A escolha da técnica cirtrgica com o laser de CO,
foi baseada nos estudos de Jako, Strong (1972)') que
a empregou no tratamento de papilomatose laringea
e nas lesdes malignas em estigios iniciais. Atualmente
suas indicacoes tém aumentado significativamente com
a evolucido tecnologica desenvolvida nos ultimos anos,
como a diminui¢ao do microspot e o uso do superpulso,
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minimizando, conseqlientemente, o dano termal sobre os
tecidos vizinhos.

Santos et al. (2003)"* compararam incisdes em PV
caninas realizadas com instrumento a frio e com laser de
CO, avaliando, através de cortes histolégicos, a quantidade
de fibroplasia. Os resultados mostraram que a quantidade
de colageno das PV foi maior no grupo de animais sub-
metidos a lesao com instrumental a frio do que com laser
de CO,. Portanto, o laser de CO, € um método seguro em
relacio a deposicao de coligeno quando comparado com
instrumentos com lamina a frio, evidentemente obedecen-
do-se os principios fundamentais da fonomicrocirurgia.

Sweat et al. (1964)" introduziram na técnica histo-
logica o corante vermelho sirio associado ao dcido picrico
(solugao de Picrosirius Red). Constantine, Mowry (1968)!
observaram que o vermelho sirio aumentava a birrefringén-
cia das fibras coldgenas quando estudada em microscopio
de polarizacao. No presente trabalho foi utilizado a solu¢ao
de Picrosirius Red, associada a microscopia polarizada
pela sua grande sensibilidade e especificidade. Trata-se
de método simples, eficiente, pois além de identificar as
fibras coldgenas € capaz de diferencid-las em coligeno
tipo I, IT e III através da birrefringéncia'>".

Santos et al. (2003)!° avaliaram, através de cortes
histolégicos corados pela solucio de Picrosirius Red, a
quantidade de colidgeno depositada sobre as PV caninas
e concluiram que esta solucido, juntamente com a mi-
croscopia de polarizacdo, demonstra com mais nitidez as
fibras colidgenas.

No presente estudo foi demonstrado que o uso
da MTC topica, quando aplicada em drea cruenta da PV,
associa-se a reducio significativa da deposicao do cola-
geno. Estudos futuros com amostras maiores e com maior
tempo de seguimento serdo necessarios para confirmar
estes resultados e para definir a concentra¢ao e tempo
ideal da aplicacao da MTC topica.

CONCLUSAO

Em func¢io dos resultados obtidos neste modelo
experimental em suinos, pode-se concluir que apds 30
dias da exérese de fragmento de mucosa nas pregas vo-
cais utilizando laser de CO,, observou-se diminuicao da
area total de colageno com o uso de MTC tépica aplicada
imediatamente apds a ferida cirtrgica, quando comparado
a exérese submetida sem uso de MTC topica.
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