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ObjetivoObjetivoObjetivoObjetivoObjetivo: Estudar o efeito da aplicação tópica de Mitomicina-C em diferentes concentrações sobre os depósitos de colágeno total

na submucosa de pregas vocais íntegras de suínos. MétodosMétodosMétodosMétodosMétodos: Os animais foram divididos em três grupos de acordo com o conteúdo

da solução tópica aplicada sobre as pregas vocais:  solução fisiológica 0,9 % (grupo controle); Mitomicina-C tópica 4 mg/mL (grupo

1); e Mitomicina-C 8 mg/mL (Grupo 2). Após 30 dias da aplicação, os animais foram submetidos à eutanásia, coletado amostras das

pregas vocais e coradas pela técnica do picrosirius red com polarização para a quantificação computadorizada da deposição do

colágeno, através do programa Image Pro plus 4.5Ò. Compararam-se as médias de área do colágeno depositado na submucosa das

pregas vocais dos três grupos através do teste não paramétrico de Mann-Whitney. ResultadosResultadosResultadosResultadosResultados: As médias das áreas de depósito

colágeno na submucosa das pregas vocais foram de 3.110,44 micrômetros quadrados (mm2); 3.115,98 mm2 e 3.105,78 mm2 nos

grupos controle, 1 e 2 respectivamente. Não houve diferença significativa nas áreas de depósitos de colágeno total da submucosa

das pregas vocais entre os três grupos estudados (p>0,05). ConclusãoConclusãoConclusãoConclusãoConclusão: A mitomicina-C aplicada topicamente em pregas vocais

suínas íntegras não alterou significativamente a deposição de colágeno na submucosa.

DescritoresDescritoresDescritoresDescritoresDescritores: Cicatrização de feridas. Mitomicina. Cordas vocais. Colágeno. Suínos.

Trabalho realizado na Fazenda Experimental da Universidade Federal do Paraná e no Laboratório de Cirurgia Experimental do Programa de Pós-
Graduação em Clínica Cirúrgica da Universidade Federal do Paraná – UFPR, Curitiba, PR, BR.
1. Mestrando do Programa de Pós-Graduação em Clínica Cirúrgica da Universidade Federal do Paraná - UFPR - BR; 2. Professor Adjunto do
Departamento de Bioquímica da UniBrasil; 3. Doutorando do Programa de Pós-Graduação em Clínica Cirúrgica da UFPR – BR; 4. Mestrando do
Programa de Pós-Graduação em Clínica Cirúrgica da UFPR – BR; 5. Professor Titular do Departamento de Cirurgia – UFPR-BR; 6. Professor
Adjunto do Departamento de Cirurgia – UFPR – BR.

INTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃO

A mitomicina-C é agente antimetabólico que inibe a
proliferação do fibroblasto quando aplicado

topicamente e tem sido utilizada frequentemente em mo-
delos experimentais para reduzir a formação de cicatriz1.
Demonstrou-se que a mitomicina-C tem sucesso quando
utilizada experimentalmente para o tratamento da estenose
subglótica e estenose glótica posterior, situações em que a
cicatrização anormal e estenose foram moduladas e substi-
tuídas pelo retorno da mucosa de revestimento quando do
uso tópico de mitomicina-C2.

Estudos demonstram a eficácia da mitomicina-C
em reduzir a formação da cicatriz e descrevem o seu me-
canismo de ação pela inibição e bloqueio da síntese do
DNA, prevenindo a proliferação do fibroblasto em área ci-
rúrgica, fazendo com que haja menor formação de tecido
cicatricial onde substância é aplicada2-4. Sua ação está li-
gada diretamente à sua concentração e ao tempo em que
ela é mantida em contato com o ferimento5. Esse compor-
tamento, de certa forma, leva a expectativa de que maio-
res concentrações e maior tempo de exposição possam
causar maior efeito biológico.

Devido ao pequeno calibre da luz da laringe, o
contato acidental da mitomicina-C em superfície mucosa
de corda vocal íntegra pode ocorrer. Entretanto, não se
observa, na literatura pertinente, estudos que relatassem
as repercussões desse tipo de exposição.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da aplicação tópica de mitomicina-C, em diferentes
concentrações, sobre os depósitos de colágeno total na
submucosa de pregas vocais íntegras de suínos.

MÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOS

Neste experimento foram utilizados nove suí-
nos da raça larger white (Suideo Sus), obedecendo-se os
princípios do Colégio Brasileiro de Experimentação Ani-
mal (COBEA)6 e as recomendações para eutanásia de
animais experimentais7,8. Os animais (quatro  machos e
cinco fêmeas), pesando entre 8.700g e 11.562g (média=
10.131g) e com idade entre 27 a 31 dias, foram avaliados
clinicamente e considerados sadios dentro de distribuição
normal de peso para a idade seguindo-se os padrões da
EMBRAPA.
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Os animais foram randomizados em três grupos
de acordo com a solução a ser aplicada em ambas as cor-
das vocais de cada animal: grupo controle recebeu aplica-
ção de algodão embebido em solução fisiológica 0,9%; o
Grupo 1,  aplicação de algodão embebido em mitomicina-
C na concentração de 4 mg/mL; e o Grupo 2, aplicação de
algodão embebido em mitomicina-C na concentração de 8
mg/mL.

Aplicação tópica de mitomicinaAplicação tópica de mitomicinaAplicação tópica de mitomicinaAplicação tópica de mitomicinaAplicação tópica de mitomicina
Todos os animais foram anestesiados recebendo

como indução anestésica midazolam (DormonidÒ 1mg/mL)
na dose de 0,1mg/kg por via IM; acepromazina 1%
(AcepranÒ1%) na dose de 0,1mg/kg por via IM; ketamina
(KetalarÒ 50 mg/mL) na dose de 10mg/kg por via IM; e
atropina 0,5mg/mL na dose de 0,06mg/kg por via IM. A
anestesia foi feita com PropofolÒ  na dose de 6mg/kg por
via IV (veia auricular) e a manutenção com a mesma medi-
cação na dose de 0,4mg/kg por via IV.

Depois de anestesiados os animais foram
posicionados em decúbito dorsal, em proclive em mesa
especial coberta por campo cirúrgico estéril. Para a retifica-
ção da laringe foi colocado cochim na região dorsal superi-
or. Utilizou-se laringoscópio infantil (Microfrance®) com
angulação para comissura anterior e microscópio cirúrgico
D. F. Vasconcelos 6700 com sistema de câmera acoplada
para observação da glote e colocação de algodão embebi-
do nas soluções específicas de cada grupo (Figura 1). Após
exposição e visualização da mucosa da borda livre do terço
anterior da prega vocal direita e esquerda, colocou-se aí
uma bola de algodão de aproximadamente 3 mm de diâ-
metro no seu maior eixo, embebida com a solução de
mitomicina-C a 4 mg/mL, no grupo 1 e 8 mg/mL no grupo
2, envolvendo ambas as pregas vocais durante três minu-
tos cronometrados. No grupo controle repetiu-se o mesmo
processo descrito anteriormente com algodão embebido em
soro fisiológico. Após os três minutos, retirava-se o algodão
e limpava-se a região com soro fisiológico 0,9%.

Após a recuperação anestésica, os suínos foram
recolocados em pocilgas, onde voltaram a receber água e
ração 12 horas após o procedimento.

A eutanásia dos animais realizou-se 30 dias após
a aplicação endoscópica da mitomicina-C. Os animais fo-
ram submetidos ao mesmo protocolo pré-anestésico e anes-
tésico utilizado anteriormente seguido de eletrocussão. Toda
a laringe do animal foi retirada para a melhor coleta da
prega vocal (Figura 2). Realizou-se incisão longitudinal an-
terior na laringe para expor a região das pregas vocais e
realizar incisão rente à cartilagem tireóide para a retirada
da prega vocal e preservação da cobertura mucosa. A peça
foi fixada com alfinetes sobre um retângulo de papel car-
tão identificando-se o animal, o lado (direito ou esquerdo)
da prega vocal, bem como a região anterior da prega vo-
cal. Posteriormente, este retalho foi fixado em formol a
10%. Após período de fixação de 24 horas, utilizando-se
lâmina histológica sobre tábua de macroscopia, foram reti-
radas duas amostras retangulares e acondicionadas em
cápsula histológica e colocadas no autotécnico (Leica® mo-

delo RM 2145) para processamento “overnight”, sendo
desidratadas em concentrações crescentes de álcool etílico
a 70, 80 e 90%. Posteriormente, foram diafanizadas em
xilol contendo misturas sequencialmente concentradas de
parafina durante 12 horas. Realizada inclusão em parafina
quente (Leica® modelo EG 1160), os blocos foram
microtomizados (Leica® modelo RM 2145) em cortes de 5ìm
e dispostos em lâmina de vidro de 75x25 mm, realizando-
se dois níveis de corte para cada área.

No estudo histológico empregou-se coloração pela
solução de Picrosirius Red com polarização, onde a subs-
tância não-colágena corou-se em preto e o colágeno em
amarelo, vermelho alaranjado e vermelho. Estas cores fo-
ram selecionadas através do programa para quantificação
e somatória da área selecionada em micrômetros quadra-
dos. A leitura das lâminas foi realizada sempre em triplicata
através do programa Image Pro plus 4.5® para Windows®

em um microcomputador acoplado à microscópio Olympus®

BX50 e câmera de vídeo Sony®, calibrado previamente em
micrômetros com objetiva de 20 vezes (Figura 3). As medi-
das foram transferidas para o programa Excel Windows® e
colocados em tabela para análise estatística.

Figura 2Figura 2Figura 2Figura 2Figura 2 – Espécime (laringe) ressecada em bloco para
amostragem das cordas vocais (setas) na sequência.

Figura 1Figura 1Figura 1Figura 1Figura 1 – Técnica da aplicação endoscópica de Mitomicina-C na
superfície das pregas vocais utilizando microscópio ci-
rúrgico em animal anestesiado com laringoscópio in-
fantil aplicado.
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Análise estatísticaAnálise estatísticaAnálise estatísticaAnálise estatísticaAnálise estatística
Nesta pesquisa foram estimados três grupos, com-

postos de três animais cada grupo e de seis pregas vocais
por grupo, cada prega analisada em triplicata. O resultado
avaliado neste estudo quantificou em micrômetros quadra-
dos (mm2) o colágeno total na submucosa das pregas vo-
cais. Quando realizadas comparações de resultados em
grupos diferentes relativas às diferenças de quantidade de
colágeno, considerou-se o teste não paramétrico de Mann-
Whitney. Em todas as comparações efetuadas, a hipótese
nula correspondeu a resultados iguais nos grupos de com-
paração e a hipótese alternativa, a resultados diferentes.
Em todos os testes, nível de significância de 5% (p=0,05)
foi considerado estatisticamente significante.

RESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOS

Não foram observadas sinéquias em nenhuma
das laringes examinadas após a eutanásia.

As médias e desvios-padrão das áreas aferidas
para os depósitos de colágeno na submucosa das pregas
vocais de cada grupo de animais do estudo são mostradas

na tabela 1. No grupo controle (animais submetidos à apli-
cação de solução fisiológica 0,9% tópica) a média da área
do colágeno depositado na submucosa das pregas vocais
foi de 3.110,44 micrômetros quadrados. No grupo 1 (ani-
mais submetidos à aplicação de mitomicina-C tópica na
concentração de 4mg/mL) a média da área do colágeno
depositado na submucosa das pregas vocais foi de 3.115,98
micrômetros quadrados. No Grupo 2 (animais submetidos
à aplicação de mitomicina-C tópica na concentração de
8mg/mL) a média da área do colágeno depositado na
submucosa das pregas vocais foi de 3.105,78 micrômetros
quadrados.

Não houve diferença significativa entre as medi-
das das áreas de depósito de colágeno total entre os gru-
pos de estudo (1 e 2) e o grupo controle. As médias das
áreas de depósito de colágeno total nos dois grupos de
estudo também não foi estatisticamente diferentes.

DISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃO

Em estudo previamente realizado4 com o mes-
mo modelo atualmente empregado, onde investigou-se o
efeito da mitomicina-C tópica sobre a área cruenta de
ressecção de fragmento de prega vocal com laser de CO

2
,

constatou-se ser praticamente impossível o controle ade-
quado do uso absolutamente seletivo da mitomicina-C em
uma cavidade tão pequena como a laringe. Apesar do maior
esmero cirúrgico, o contato do quimioterápico com a prega
vocal contralateral acabava por ocorrer. Interrogou-se, por-
tanto, se os efeitos já descritos na literatura do uso tópico
da mitomicina-C sobre os depósitos de colágeno em pre-
gas vocais operadas se repetiriam, desta feita, em cordas
vocais anatomicamente íntegras em seu revestimento
mucoso e desprovidas por completo de qualquer processo
inflamatório agudo ou crônico.

Vários modelos animais têm sido propostos para
estudos experimentais que envolvam tópicos em cirurgia
endolaríngea. Garrett et al, em 2000, comparou pregas
vocais de cão, porco e macaco, observando a quantidade
da deposição do colágeno, fibras de elastina e tecido
amorfo9. Concluiu que a prega vocal do porco e do cão são
similares à do homem quanto à quantidade de elastina e
de colágeno, além de apresentarem um plano de dissec-

Figura 3Figura 3Figura 3Figura 3Figura 3 – Imagem da área de trabalho do programa Image Pro
Plus  para análise (cálculo) da área de superfície do
corte com presença de fibras colágenas (coloração
pelo picrosirius red).

Tabela 1Tabela 1Tabela 1Tabela 1Tabela 1 – Quantificação do colágeno depositado na submucosa das cordas vocais nos grupos estudados.

GruposGruposGruposGruposGrupos Área da deposição do colágenoÁrea da deposição do colágenoÁrea da deposição do colágenoÁrea da deposição do colágenoÁrea da deposição do colágeno Comparação estatísticaComparação estatísticaComparação estatísticaComparação estatísticaComparação estatística Comparação estatísticaComparação estatísticaComparação estatísticaComparação estatísticaComparação estatística
total (mmtotal (mmtotal (mmtotal (mmtotal (mm22222). Média ). Média ). Média ). Média ). Média +++++ Desvio-padrão Desvio-padrão Desvio-padrão Desvio-padrão Desvio-padrão c/ Grupo Controle (p)c/ Grupo Controle (p)c/ Grupo Controle (p)c/ Grupo Controle (p)c/ Grupo Controle (p) Grupo 1 X 2 (p)Grupo 1 X 2 (p)Grupo 1 X 2 (p)Grupo 1 X 2 (p)Grupo 1 X 2 (p)

Grupo Controle
(Sol. Salina 0,9%) 3.110,44 + 340,66 —- —-
Grupo1
(MMC 4mg/mL) 3.115,98 + 279,91 0,9156 —-
Grupo 2
(MMC 8mg/mL) 3.105,78 + 308,28 0,9230 —-

0,9022

MMC= Mitomicina-C;  mm2= micrômetro quadrado; mg/mL=miligramas por mililitro.
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ção do microflap similar ao do homem. No presente estu-
do, o delineamento experimental exigia um animal de médio
porte com pregas vocais semelhantes às do homem,
sem a necessidade da observação da função por
videolaringoestroboscopia, quando neste caso o cão seria
o melhor modelo de estudo da função da prega vocal por
apresentar a fase vertical da onda mucosa vista na
videolaringoestroboscopia - o que não é visualizado no
porco9.

A mitomicina-C tópica tem sido empregada em
número crescente de situações onde se deseja controlar
efetivamente o processo cicatricial que se instala após a
manipulação cirúrgica de pregas vocais2,10-13. Entretanto,
apesar de evidências experimentais demonstrando quanti-
dades significativamente menores de colágeno total em
pregas vocais operadas e tratadas com mitomicina-C1,4,14-

17, não há relatos clínicos ou experimentais na literatura de
efeito similar ou não do uso da mitomicina-C em cordas
vocais íntegras.

Em condições experimentais muito similares as
do estudo atual, pôde-se demonstrar redução significativa
da área total de colágeno depositado em prega vocal com
ressecção parcial de borda livre e tratada com mitomicina-

C tópica, na concentração de 0,4 mg/mL, quando compa-
rada à pregas vocais com operação idêntica, porém sem
aplicação tópica do quimioterápico4.

Já na atual pesquisa, quando aplicou-se
mitomicina-C, mesmo com concentrações superiores (4mg/
mL e 8mg/mL) sobre a superfície íntegra de pregas vocais
anatomicamente hígidas, não houve diferenças nas áreas
calculadas de depósito de colágeno total comparadas aos
controles (Tabela 1). Tais achados sugerem ação seletiva
local da mitomicina-C sobre tecidos com injúria e em fase
de cicatrização, corroborando com a hipótese de que o
revestimento mucoso íntegro das pregas vocais não mani-
puladas cirurgicamente e desprovidas de áreas cruentas,
previne o efeito antimetabólico da mitomicina-C sobre os
depósitos submucosos de colágeno total.

Em função dos resultados obtidos neste experi-
mento, pôde-se concluir que a mitomicina-C - apesar de
seu efeito inibidor já descrito sobre metabolismo do
colágeno total da submucosa de pregas vocais com áreas
cruentas e/ou em cicatrização -, é incapaz de reproduzir tal
efeito quando aplicada em pregas vocais íntegras mesmo
em concentrações muito superiores àquelas terapêuticas
preconizadas na literatura.

A B S T R A C TA B S T R A C TA B S T R A C TA B S T R A C TA B S T R A C T

ObjectivesObjectivesObjectivesObjectivesObjectives: To compare the effects of topical mitomycin-C at different concentrations on submucosal collagen deposition on the
vocal folds of swine. MethodsMethodsMethodsMethodsMethods: The animals were divided into three groups according to the composition of the topical solution to
be applied to the vocal folds: 0.9% saline solution (control group); 4 mg/ml mitomycin-C (group 1) and 8 mg/ml mitomycin-C (Group
2). Thirty days after the application, all animals were sacrificed, their vocal folds were collected and stained by the picrosirius red
technique, and submucosal collagen deposition areas were estimated by the Image Pro Plus 4.5®  software. Mann-Whitney test was
used to compare differences between parameters of each group. ResultsResultsResultsResultsResults: The means of the areas of submucosal collagen deposits
on vocal folds were 3110.44 square micrometers (µm2), 3115.98 µm2 and 3105.78 µm2 for  groups     control, 1 and 2, respectively.
There were no statistical differences across the three groups (p>0.05). ConclusionConclusionConclusionConclusionConclusion: Mitomycin-C topically applied to intact vocal
folds of swine did not alter submucosal collagen deposition.

Key wordsKey wordsKey wordsKey wordsKey words: Wound healing. Mitomycin. Vocal cords. Collagen.     Swine.
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