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PREFACIO

Na pratica clinica como fonoaudiéloga, observo que muitos pacientes,
relatam melhora na qualidade vocal imediata (efeito agudo) apds o uso do laser
de baixa poténcia (LBP), referindo sensagdo de aumento na poténcia vocal,
melhora na ressonancia, maior projecdo vocal, mudanca no ajuste motor e brilho
na voz. Contudo, alguns pacientes referem nao perceber a diferenca na voz e
outros relatam piora vocal, no dia seguinte ao uso do laser.

Desde 2008, atuo na area de voz e percebo que 0s recursos terapéuticos,
guando associados aos exercicios vocais, promovem melhora na qualidade vocal
de forma mais rapida, ou seja, otimizam o efeito dos exercicios vocais. Logo,
baseado na minha experiéncia clinica, posso afirmar, pela pratica baseada em
evidéncias, que antes de utilizar o LBP na terapia de voz a absor¢cdo de um
nédulo vocal tinha como progndstico aproximadamente 3 meses para a
reabsorcdo completa do nédulo, ja nos casos de polipos vocais, todos tinham
indicacao cirurgica.

Atualmente, utilizando o LBP associado aos exercicios e orientacfes
vocais, tenho experiéncias de absorcdo total de nodulos vocais em
aproximadamente 12 dias e absorcdo total de podlipos em 3 meses. Na
performance vocal observo que alguns pacientes cantores referem sentir menos
fadiga e conseguem, junto com o treino e condicionamento vocal, realizar shows
de 3 a 4 horas, sem perderem a poténcia vocal.

Considerando que na fonoaudiologia ainda ndo temos protocolos clinicos
testados e baseados em estudos cientificos e que, os protocolos utilizados
atualmente, se baseiam em inferéncias feitas a partir de estudos de outras areas
da saude, a motivagdo para este trabalho foi compreender o efeito de diferentes
doses e comprimentos de onda dos LBPs, nos tecidos da laringe de um modelo
animal, para auxiliar a translacdo do conhecimento e estabelecer protocolos

seguros e eficazes para o tratamento da voz.



RESUMO

INTRODUCAO: Durante a fonacdo podem ocorrer microlesées e inflamacdes devido ao
uso excessivo da voz, dificultando a vibracdo correta da mucosa e alterando a qualidade
da voz. Higiene vocal, exercicios para reducdo do esforco fonatério, recursos como o
laser de baixa poténcia (LBP) estdo em uso na pratica clinica. Tem sido reportada a acéo
biomoduladora do LBP na redugéo de dor e do edema. Este estudo teve como objetivo
avaliar o efeito, agudo e tardio, de 1 ou 8 doses do laser vermelho (LV) e laser
infravermelho (LIV), isolados ou combinados na laringe de suinos jovens e adultos.
MATERIAIS E METODO: Estudo descritivo e comparativo, experimental pareado e n&o
pareado, transversal e longitudinal realizado com suinos, randomicamente agrupados em
13 grupos (n = 5) (CEUA/UnB 004/2020). O efeito tardio de 1 ou 8 doses dos LBPs foi
avaliado em animais adultos, cuja intervencdo ocorreu 91 dias antes da morte dos
animais, enquanto que o efeito agudo ocorreu em animais adultos, cuja intervencao
ocorreu entre 24 horas (dose Unica) ou 8 dias (8 doses) antes da morte. Para o estudo
avaliou-se a temperatura laringea, in vivo, antes e depois dos LBPs (4 J) e os aspectos
histolégicos nos tecidos laringeos (largura da mucosa, células e matriz extracelular do
tecido conjuntivo e do tecido muscular estriado da prega vocal). Os dados histolégicos
foram compilados e analisados no programa Prism 5,0®0. RESULTADOS: 1. Avaliagéo
clinica: temperatura basal foi 12% maior nos suinos jovens; os LBPs isolados causaram
eritema e vermelhiddo cutanea transitérios (4 animais). Termografia: dose Unica/LV 1
temperatura nos suinos jovens, assim como as multiplas doses dos LBPS; nos adultos/8
doses a temperatura 1 LIV e LV+LIV. Largura da mucosa: efeito agudo/1 dose/LIV |
mucosa (LIV < LV+LIV e C), | edema; efeito agudo/8 doses/LBPs | mucosa (LBPs < C), |
edema e 1 matriz extracelular; efeito tardio | mucosa com 1 (LV e LV+LIV < C) e 8 doses
(LV+LIV < C). Tecido conjuntivo: 1 dose/LBPs/agudo ou tardio n&o afetou os
fibroblastos/fibrocitos, a mitose, as fibras colagenas, elasticas e nervosas; 8
doses/LBPs/agudo ndo afetaram os fibroblastos/fibrocitos e fibras nervosas (LBPs = C), o
LIV 1 colagenas e elasticas (LIV > LV+LIV), os LBPs combinados 1 mitose (LV+LIV > LIV
e C); efeito tardio/LV+LIV/8 doses 1 fibroblastos/fibrécitos (LV+LIV > LV, LIV e C), as
fibras colagenas (LV+LIV > LV e C) e elasticas (LV+LIV > C) e | mitose (LV+LIV <LV); o
LV 1 fibras nervosas (LV > C). Masculo estriado da prega vocal: efeito agudo e
tardio/LBPs/1 dose causou hipertrofia (LBPs > C), | total/area das fibras (LBPs < C), ndo
afetou os mionucleos, integridade/justaposicao das fibras, fibras nervosas ou as células
mitéticas (LBPs = C); de forma aguda, 8 doses dos LBPs n&o afetaram o total, a
integridade/justaposicéo (LBPs = C), mas hipertrofiaram as fibras (LBPs > C); isolados ou
combinados, os LBPs 1 mionucleos (LV > C), fibras nervosas (LV e LV+LIV > C) e mitose
(LV+LIV > LIV); efeito tardio/LBPs/8 doses né&o afetaram o total, integridade/justaposicéo
das fibras e células mitoticas, os lasers isolados 1 miondcleos (LV e LIV > C), o LIV e 0s
LBPs combinados 1 area das fibras (LIV e LV+LIV > C), LV 1 fibras nervosas (LV > C) e
LIV 1 miontcleos (LIV > LV e LV+LIV). CONCLUSAO: Diante dos achados considera-se
a utilizacdo as multiplas doses, sobretudo, no tratamento das disfonias inflamatérias
(n6dulos, pdlipos, edemas, paresias e paralisias), enquanto que a dose Unica ou multiplas
doses na melhoria funcional em individuos com alta demanda vocal.

Palavras-chave: Termografia. Fotobiomodulagcdo. Efeito agudo e tardio. Jovens e
adultos. Morfometria. Tecidos laringeos. Histologia.



ABSTRACT

INTRODUCTION: During phonation, microlesions and inflammation can occur due to
excessive use of the voice, making it difficult for the mucosa to vibrate correctly and
altering voice quality. Vocal hygiene, exercises to reduce phonatory effort and resources
such as low-level laser therapy laser (LLLT) are used in clinical practice. The
biomodulatory action of LLLT in reducing pain and edema has been reported. The aim of
this study was to evaluate the acute and delayed effects of 1 or 8 doses of red laser (RL)
and infrared laser (IRL), alone or in combination, on the larynx of young and adult pigs.
MATERIALS AND METHODS: A descriptive and comparative, paired and unpaired
experimental, cross-sectional and longitudinal study carried out with pigs randomly
grouped into 13 groups (n = 5) (CEUA/UnB 004/2020). The late effect of 1 or 8 doses of
LLLTs was assessed in adult animals whose intervention took place 91 days before
death, while the acute effect occurred in adult animals whose intervention took place
between 24 hours (single dose) or 8 days (8 doses) before death. The study assessed
laryngeal temperature in vivo before and after LLLTs (4 J) and histological aspects of
laryngeal tissues (mucosal width, cells and extracellular matrix of connective tissue and
striated muscle tissue of the vocal fold). The histological data was compiled and analyzed
using Prism 5,0®. RESULTS: 1. Clinical evaluation: basal temperature was 12% higher
in young pigs; isolated LLLTs caused transient skin erythema and redness (4 animals).
Thermography: single dose/RL 1 temperature in young pigs, as well as multiple doses of
LLLTS; in adults/8 doses the temperature 1t IRL and RL+IRL. Mucosal width: acute
effect/1 dose/IRL | mucosa (IRL < RL+IRL and C), | edema; acute effect/8 doses/LLLTs |
mucosa (LLLTs < C), | edema and 1 extracellular matrix; late effect | mucosa with 1 (RL
and RL+IRL < C) and 8 doses (RL+IRL < C). Connective tissue: 1 dose/LLLTs/acute or
late did not affect fibroblasts/fibrocytes, mitosis, collagen, elastic and nerve fibers; 8
doses/LLLTs/acute did not affect fibroblasts/fibrocytes and nerve fibers (LLLTs = C), IRL 1
collagen and elastic (IRL > RL+IRL), combined LLLTs 1 mitosis (RL+IRL > IRL and C);
late effect/RL+IRL/8 doses 1 fibroblasts/fibrocytes (RL+IRL > RL, IRL and C), collagen
fibers (RL+IRL > RL and C) and elastic fibers (RL+IRL > C) and | mitosis (RL+IRL < RL);
the RL 1 nerve fibers (RL > C). Vocal fold striated muscle: acute and late effect/LLLTs/1
dose caused hypertrophy (LLLTs > C), | total/fiber area (LLLTs < C), did not affect
myonuclei, fiber integrity/adjustment, nerve fibers or mitotic cells (LLLTs = C); acutely, 8
doses of LLLTs did not affect total, integrity/adjustment (LLLTs = C), but hypertrophied the
fibers (LLLTs > C); alone or in combination, LLLTs 1 myonuclei (RL > C), nerve fibers (RL
and RL+IRL > C) and mitosis (RL+IRL > IRL); late effect/LLLTs/8 doses did not affect
total, fiber integrity/adjustment and mitotic cells, lasers alone 1 myonuclei (RL and IRL >
C), IRL and combined LLLTs 1 fiber area (IRL and RL+IRL > C), RL 1 nerve fibers (RL >
C) and IRL 1 myonuclei (IRL > RL and RL+IRL). CONCLUSION: Considering the results,
the use of multiple doses is considered, above all, in the treatment of inflammatory
dysphonia (nodules, polyps, edema, paresis and paralysis), while single or multiple doses
are used for functional improvement in individuals with high vocal demand.

Keywords: Thermography. Photobiomodulation. Acute and delayed effects. Young people
and adults. Morphometry. Laryngeal tissues. Histology.
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1. INTRODUCAO



A fonacdo acontece no momento em que o ar que sai dos pulmdes, passa
pela laringe e promove a vibracdo das pregas vocais e, para isso, a mobilidade de
mucosa deve ser eficiente. A laringe € um 0Orgdo musculocartilaginoso, com
multiplas funcdes, situado na regido infra-hididea (Imamura et al. 2001; Nemetz et
al. 2005). Histologicamente, as pregas vocais sdo dobras da mucosa presentes
na luz proximal da laringe, intrinsecamente associadas ao musculo vocal,
denominado tireoaritendideo. E composta, principalmente, por matriz extracelular,
fibroblastos e vasos sanguineos. A borda livre das pregas vocais é reforcada por
tecido conjuntivo denso modelado e por tecido elastico, denominado ligamento
vocal e, em acdo conjunta com os demais musculos intrinsecos da laringe, é
responsavel pela alteracdo de tensao, da largura e pelo encurtamento das pregas

vocais (Steiner et al. 2013; Bertassoli et al. 2013).

O tecido conjuntivo frouxo integra espagos nao ocupados por outros
tecidos, sustenta e nutre células epiteliais e, ainda, recobre os nervos, musculos e
vasos sanguineos linfaticos. Além disso, desempenha importante papel em
processos de cicatrizacdo. Os fibroblastos, no tecido conjuntivo, tém como
principal funcdo produzir colageno e elastina, que fardo parte da matriz
extracelular, sendo, portanto, o principal responsavel pela formacdo das fibras
(Kishimoto et al. 2010; Hiwatashi et al. 2015; Hiwatashi et al. 2017; Imaizumi et al.
2021). Ha maior proporcédo de fibras musculares tipo I, que suportam sobrecarga
e apresentam contracdes rapidas e descontinuas. E, de acordo com sua funcéo

motora, podem ser classificadas em fibras tipo lla, IIb ou llc (Hoh 2005).
As fibras musculares diferem entre si pela capacidade oxidativa, pela

resisténcia a fadiga e pelo desenvolvimento da tensdo. Durante a fonacdo é
comum o surgimento de microlesdes e inflamacéo, que afetam a funcao motora
das fibras musculares e provocam sintomas vocais pelo trauma mecanico
resultante do uso da voz por determinado tempo. Assim, o uso profissional da
voz, seja falada ou cantada por tempo prolongado, pode gerar fadiga, cansaco
vocal, inflamacdes e edemas (acumulo de liquido nas pregas vocais),
principalmente, por fatores individuais e ambientais, bem como pelas vias aéreas
serem expostas a mudancas de umidade e temperatura (Beatrice et al. 2004).

Na presenca da inflamacao, a bordas livres das pregas vocais tem sua
vibragéo dificultada ou mesmo ausente, afetando assim a qualidade da voz.



Nesse sentido, toda acdo que promova a drenagem dos liquidos acumulados no
intersticio tecidual pode favorecer a resolucdo da inflamacédo e restaurar a

gualidade vocal (Piva et al. 2011).

Na prética clinica, o tratamento de fadiga vocal varia desde a reducéo do
esforco fonatério até exercicios para o equilibrio muscular e orientagBes de
higiene vocal, que reduzem a resposta inflamatéria (Kagan & Heaton, 2017).
Assim, quando um processo inflamatorio é desencadeado, o tratamento busca a
reparacao tecidual de modo a manter a funcionalidade do musculo e tecidos. A
inflamacéo do tecido da laringe, incluindo as pregas vocais, impede a vibragéo
livre da mucosa, o que altera a qualidade da voz. Nesse sentido, toda acdo que
promova a otimizagdo dessa drenagem e acelere o processo inflamatorio,
teoricamente, pode trazer importantes beneficios para os tratamentos das
alteragOes vocais (Piva et al. 2011).

A fotobiomodulacdo (FBM) é uma técnica néo invasiva e indolor, que
consiste na aplicagdo de um feixe concentrado de luz (Laser ou LED) num
determinado sistema bioldgico, cujos efeitos podem ser identificados na
estimulacdo, inducdo ou inibicdo de um processo bioquimico; seus efeitos
bioelétricos estdo relacionados a alteracbes no potencial de membrana das
células (Behlau et al. 2022).

Dentre as diversas fontes de luz, na terapia luminosa utiliza-se as fontes
de radiacdo nao ionizantes, incluindo a Light Emitting Diodes (LED) e/ou luzes de
banda larga, no espectro visivel e no infravermelho. Na fonoaudiologia, utiliza-se
a forma mais ampla do LASER (Light Amplification by Stimulated Emission of
Irradiation) de baixa poténcia e o LED (Light Emitting Diodes) (Chung et al. 2012).

O laser de baixa poténcia (LBP) é uma radiacdo ndo ionizante, com
comprimento de onda maior, ndo nociva ao organismo, colimada, coerente e
monocromatica, pois apresenta um comprimento de onda Unico'* que se baseia
nas seguintes caracteristicas: 1) a coeréncia indica que a colimagdo esta

relacionada aos raios paralelos e mantém a poténcia agrupada numa pequena

area que percorrera varias distancias; 2) a direcionalidade indica que os fotons
emitidos sao inclinados em relagcéo ao eixo central, ndo contribuindo para o feixe
final indica que o feixe resultante propaga-se na mesma direcdo ou com dispersao

minima; 3) o monocromatismo indica que os fétons possuem um Unico
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comprimento de onda/cor; 4) a intensidade do laser pode ser modulada e atingir
ordens em terawatts (10> W), mas em luzes pulsadas, quando a energia
acumulada é emitida em um curto espaco de tempo (Neves et al. 2005; Azevedo
et al. 2006). Especificamente para o laser de baixa poténcia (LBP), a atividade
fotobiomoduladora é evidente em acelerar, de forma direta ou primaria, o
processo de reparo tecidual, reduzir a dor e a inflamacéo (efeito analgésico) e
cujo efeito, varia de acordo com a forma de administracdo e dosimetria utilizadas.

O LBP tem sido utilizado como uma possibilidade terapéutica, ndo
invasiva, pontual, fotodindmica e sistémica, provocando variagdo dos niveis de
adenosina monofosfato ciclico, aumento na producdo de ATP mitocondrial,
sintese de DNA, sintese de prostaglandinas, sintese de B-endorfinas, além de
estimular os fibroblastos na formacdo de colageno e regular 0s niveis de
fibrinogénio. De forma indireta ou secundaria, o LBP estimula a vasodilatacdo da
microvasculatura, o tecido de granulagéo, repara as fibras nervosas dos nervos
periféricos, vasos linfaticos, tecido 6sseo e aumenta a capacidade fagocitaria de
macroéfagos e linfocitos (Andrade et al. 2014; Ana et al. 2014; Alves et al. 2019).

De forma direta, os LBPs atuam nos cromoéforos (organelas
citoplasmaticas) presentes nos tecidos bioldgicos. A interagéo entre o laser e 0s
cromoforos que possuem a capacidade de absorver a luz em determinados
comprimentos de onda, é fundamental para os efeitos terapéuticos, sendo que a
correta escolha do comprimento de onda garante a absor¢cdo adequada pelos
cromoforos. A absorcdo de energia pela célula promove uma série de reacdes
bioguimicas e fisiologicas no tecido, que podem resultar nos diferentes efeitos
terapéuticos desejados. Os comprimentos de ondas mais utilizados na pratica
clinica fonoaudiolégica, na area de voz sao o infravermelho e o vermelho (Santos
& Sousa 2021).

Considerando que as pregas vocais sao compostas principalmente pela
mucosa e tecido muscular, ndo ha cromoforos associados como ocorre em outros
tecidos biologicos, como a pele (melanina) ou o sangue (hemoglobina) (Angiero et
al. 2008). Portanto, é importante ressaltar que a absorcdo de energia pelo tecido
das pregas vocais pode ocorrer de forma ndo especifica, ou seja, a luz emitida
pelo LBP pode ser absorvida por diferentes componentes celulares, como a agua,

as proteinas e os pigmentos naturais presentes nas células. Dessa forma, o LBP
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atua de forma geral nas pregas vocais, promove efeitos terapéuticos e pode
causar reacdes ou percepcoes diferentes em cada individuo. Estas, podem estar
relacionadas ao fototipo da pele, ao grau de demanda energética / alteracao
metabdlica celular, a profundidade do tecido alvo, a quantidade de tecido adiposo
laringeo / peso corporal, a taxa de gordura corporal e faixa etaria (Soares & Frigo,
2022).

A citocromo C oxidase é uma enzima/cromoforo mitocondrial que mais
interage com a laserterapia, na cadeia respiratoria mitocondrial, que € o processo
pelo qual as células convertem nutrientes em energia utilizavel na forma de ATP.
A funcéo principal da enzima citocromo C oxidasse € catalisar a transferéncia de
elétrons para o oxigénio molecular (O2), resultando na formacdo de agua (Hz20);
€SSe processo ocorre em varias etapas e envolve a transferéncia de elétrons por
meio de sitios de cobre e ferro presentes na enzima. Além disso, a citocromo C
desempenha um papel importante na regulacdo do metabolismo celular e na
resposta ao estresse oxidativo. Também, tem sido mostrado que essa enzima
esta envolvida nos processos de sinalizacdo celular, na regulagcdo da morte
celular controlada (apoptose) e na modulacédo da resposta inflamatéria (Henriques
et al. 2010).

Na fonoaudiologia s&o utilizados diferentes comprimentos de onda e
doses, dependendo do tecido alvo e do efeito desejado. Comumente, utiliza-se os
LBP infravermelho (LIV) e vermelho (LV) e até mesmo a combinacdo de ambos
(LIV+LV) (Behlau et al. 2022).

O laser infravermelho (LIV), de maior comprimento de onda (860 nm) e
menor energia, penetra mais profundamente nos tecidos (5 a 6 cm) como tecidos
0sseos (Borges et al. 2018). De uma forma geral, o LIV interage com as
mitocondrias e aumenta a producdo do ATP, aumenta o metabolismo celular,
interfere na acidez citoplasmaética, modula a permeabilidade da membrana celular
e afeta a absorcdo de nutrientes e agua. O LIV ndo age diretamente na
mitocondria, mas sim, de forma indireta, atua nos canais ibnicos de sodio e
potassio (Alves et al. 2019).

O laser vermelho (LV), que é de menor comprimento de onda (690 nm) e
penetra aproximadamente de 3 a 4 cm, aplica-se aos tecidos mais superficiais

como a pele e as mucosas. De forma similar ao LIV, o LV atua na membrana
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celular e modula o seu potencial, possui acédo direta na enzima citocromo C
oxidase (Santos & Sousa, 2021).

A poténcia do laser é a quantidade de energia produzida ou consumida
por unidade de tempo, sendo expressa em Watts ou Joules por segundo (J/s) (1
Watt = 1J/s; poténcia = energia/tempo), enquanto que a dose (quantidade de
utilizacéo) é medida em Joules por centimetro quadrado (J/cm?) (Camargo et al.
2020).

Na prética clinica, comumente utiliza-se as doses baixas para estimular e
as doses altas para inibir os tecidos, ja as doses intermediarias aplicam-se aos
processos regenerativos. Apesar dessa pratica, ndo existe um protocolo padrao
validado que balize o uso do laser na pratica clinica vocal (Behlau et al. 2022). Em
gue pese os estimulos fracos acelerarem e estimulos fortes aumentam os
processos fisiologicos, em ambos os casos o0 patamar do efeito é alcancado;
estimulos intensos podem suprimir o efeito desejado. Baseado nisso, o estudo, de
Ana et al. (2014), sugeriu diferentes protocolos para a pratica clinica para tecidos
superficiais (regeneracdo: 1J a 2J; modulacdo: 3J a 4J; analgesia: > 4J), com
profundidade média (regeneracao: 2J a 3J; modulacéo: 3J a 4J; analgesia: > 5J) e
para tecidos profundos (regeneragao: 3J a 4J; modulagéo: 4J a 5J; analgesia: >
6J).

Nos ultimos anos, observa-se aumento do uso do LBP na terapia da voz
pelos fonoaudidlogos. Alguns terapeutas tém utilizado esse recurso com o
objetivo de acelerar a recuperacéo da voz de individuos com alta demanda vocal,
profissionais da voz, cantores, atores, radialistas, professores entre outros.

Os relatos de alguns pacientes mostram melhoria imediata na qualidade
da voz e uma melhor producdo sonora no desempenho de suas funcdes,
enquanto que outros relatam n&o perceber diferenca ou uma melhora imediata
acompanhada de piora da qualidade da voz no dia seguinte ao seu uso.

Os estudos disponiveis reportam que o LV pode ter um efeito
normalizador nas medidas objetivas e subjetivas da fadiga vocal. Contudo, os
resultados de Kagan & Heaton (2017) sugeriram o tratamento com lasers
combinados para otimizar o efeito desejado.

Considerando que essa éarea da ciéncia € pouco explorada

cientificamente, sobretudo, pela impossibilidade de realizar ensaios experimentais
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exploratérios com seres humanos. Nesse contexto, estudos com modelos animais
gue vocalizem e gque possuem as laringes com anatomia similar aos humanos,
como observado nos suinos, podem fornecer as bases para consolidar os
protocolos de tratamento na Fonoaudiologia.

Na laringologia experimental, as abordagens metodolégicas mais
frequentes baseiam-se, principalmente, em investigar tipos de cirurgia e
intervencdo nas pregas vocais de caes, ratos e porcos, cirurgia/intervencdo com
ensaio experimental com duracao até 30 dias. O estudo de revisdo de Fernandes
et al. (2022) analisou 26 estudos em que cinco grupos de animais foram utilizados
para intervengdes nas pregas vocais, sendo o cdo (38,5%), rato/camundongo
(23,1%), suino (23,1%), coelho (19,2%), humano (11,5%) e ovino (3,8%); nenhum
estudo apresentou evidéncias de que um modelo experimental seja melhor que os
outros. Assim, a selecdo do modelo experimental para estudos morfoloégicos deve
priorizar aqueles que vocalizem, que apresentem a anatomia mais préxima dos
humanos e com a maior viabilidade ética e econdmica.

Os estudos de Behlau et al. (2022) mostraram que a aplicagdo Unica ou
multipla do LIV e LV, isolados ou combinados, afetam a producdo da matriz
extracelular pelos fibroblastos e reticuldcitos e em tecidos musculares. Também, o
LBP modula o sistema imunitario, tem efeito antioxidante e pode reduzir edema
na mucosa e, por consequéncia a fadiga vocal, favorecendo a organizacao celular
eficiente para a fonacao. Diante do exposto, surge o questionamento sobre qual é
o efeito da aplicacdo do LBP sobre os tecidos da laringe em um modelo animal,
cuja laringe seja similar a laringe humana.

Espera-se que apés a aplicacdo do LBP, haja aumento na producéo de
colageno, diminuicdo do edema e reducdo de estresse oxidativo nas pregas
vocais e tecidos adjacentes da laringe e, assim, orientar o estabelecimento de

protocolos eficazes no tratamento das disfonias e performance vocal.



2. OBJETIVOS



2.1. Objetivo geral

Descrever e avaliar o efeito de mudltiplas aplicacdes do laser de baixa

poténcia (LBP), nas faixas de luz vermelha e infravermelha, tanto isoladamente

como em combinacdo, nos tecidos da laringe associados as pregas vocais de

suinos.

2.2. Objetivos especificos

Determinar a temperatura da laringe, antes e apdés, a aplicacdo do laser de
baixa poténcia;

Determinar a largura da mucosa;

Quantificar os fibroblastos/fibrocitos nos tecidos conjuntivos;

Quantificar as fibras musculares, a area das fibras e os miondcleos do musculo
tireoaritendideo;

Avaliar a densidade das fibras colagenas e do sistema elastico;

Identificar e descrever os leucdcitos transmigrados presentes nos tecidos
analisados;

Avaliar por imunohistoquimica a densidade das fibras nervosas (S100) e a taxa

de proliferagao celular (Ki67).



3. MATERIAIS E METODOS



3.1. Fluxograma do estudo

EFEITO DOS LASERS DE BAIXA POTENCIA NA LARINGE

GranjaMiunga

NuPMIA
" | Paranoa Brasilia. DF Laboratério de Técnicas
’ ’ Histoldgicas, Fm/UnB

65 animais
CEUA (Protocolo n® 004/2020)

Animais randomicamente agrupados (n = 5)

61 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 Gl1 G12 G13
b AY) LIV  LV+LIV A" LIV  LV+LIV AY) LIV LV+LIV A LIV LV+LIV
| | | | | |
Controle 1 dose de LBP (4 J) 8 doses de LBP (4 J)
Sitratamento

Idade dos suinos = 180 dias
Morte 1 dia andés o LBP

Idade dos suinos = 90 dias
Morte 90 dias apnés o LBP

(Dissecagao)

Obtencao das laringes

Coloragdo de rotina

Processamento histologico
Fixacdo, desidratacéo, diafanizagéo,

emblocamento, microtomia (5 um)

Hematoxilina & Eosina, Reticulina,
Tricrémio de Gomori, Weigert

Imunochistoquimica
Tecido nervoso / S100
Células em proliferacdo / Ki67

Obtencéo dos dados

g

1. Obtencdo da
termografia (in vivo)

ey
..”__‘

2. Morfometria e analise
qualitativa
mucosa da PPVV, tecidos
conjuntivo e muscular

3. Avaliagdo da
imunohistoquimica:
Tecido nervoso e proliferacéo
celular

Andlise estatistica:
Normalidade/Kolmogorov-Smirmnov; Variabilidade/Bartllet;
Comparacé&o entre multiplos grupos / Anova ou Kruskal-Wallis; Comparacéo
entre 2 grupos independentes / Teste t ou Mann-Whitney; Comparacéo entre 2
grupos dependentes / Teste t pareado ou Wilcoxon

Figura 1. Fluxograma do estudo

3.2. Tipo de Estudo e principios éticos

Trata-se de um estudo descritivo e comparativo, experimental pareado e

ndo pareado, de caréater transversal e longitudinal, para avaliacdo dos efeitos de
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dose Unica ou multiplas aplicagdes do LBP (LV, LIV e LV+LIV), nos tecidos da
laringe associados as pregas vocais de suinos.

O estudo foi realizado no Nucleo de Pesquisa em Morfologia e Imunologia
Aplicada (NuPMIA) da Universidade de Brasilia (UnB) e os ensaios in vivo foram
conduzidos na Granja Miunca', localizada na regido rural de Brasilia, na DF-295,
km 4,5, s/n, Paranoa, Brasilia/DF, 71570-000, conforme Termo de concordéancia
(Anexo B). A granja em questdo, € credenciada no Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, sendo, desde 1986, referéncia na criacdo de suinos e
matrizes suinas, mediante controle de qualidade semestral e bem-estar animal,
além disso, a mesma é regulamentada por normas sanitarias com inspecao e
fiscalizacdo dos 6rgaos responsaveis.

Durante a realizacdo deste estudo, as normas éticas para a pesquisa
cientifica com animais de laboratorio foram rigorosamente obedecidas, conforme
determina a Lei n° 6.638/1979, que dispde sobre os principios éticos para
experimentacdo com animais de laboratorio, definidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA, 1990) e depois de aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade de Brasilia (CEUA/UnB), em 07 de
agosto de 2020 (Protocolo n°® 004/2020 — Anexo A)

Para garantir a biosseguranca dos animais, dos usuarios e para evitar a
introducé&o de micro-organismos, a equipe do estudo, de acordo com o Termo de
Concordancia (Anexo B), foi submetida ao periodo de 48 horas de “vazio
assistido”, em que era vedado o contato com quaisquer animais. Assim, a equipe
do estudo foi hospedada em alojamento sugerido pelos responsaveis pela Granja

e nas proximidades do préprio local.

3.3. Selecdo do modelo animal, principios éticos, critérios de incluséo e
exclusao

Considerando que o0s suinos sdo, junto com o0s ratos/camundongos, 0
segundo modelo animal mais utilizado nas pesquisas experimentais em
laringologia (Fernandes et al., 2022), em substituicAo aos cées, cujos ensaios
experimentais sao proibidos no Brasil (Resolucdo CONCEA n° 54 e 58) e que, 0s

suinos sao animais de abate, optou-se por esse modelo.

" Fonte: www.hartos.com.br
12



Para o estudo, optou-se por suinos de raca comercial da espécie Sus
scrofa domesticus, machos, hibridos das racas Durok, Lage White e Landrace,
com idades de 12 a 26 semanas (90 a 180 dias) e castrados quimicamente com
vacina injetavel, que contém uma forma modificada do hormonio liberador de
gonadotrofina (GnRH) conjugada a uma proteina, que estimula o sistema
imunolégico do animal a produzir anticorpos direcionados contra 0 GnRH (1° dose
com 120 dias; 2° dose 150 dias). Os animais eram monitorados por exames de
saude e recebiam diariamente agua e racdo balanceada, além dos cuidados de
higiene adequados e abatidos com 181 dias.

No estudo foram incluidos animais higidos atestados por médico
veterinario; foram excluidos animais que, no inicio ou no decorrer do estudo,

apresentassem quaisquer alteracdes de saude.

3.4. Grupos de estudo

Para o estudo, 65 animais foram randomicamente agrupados em 13
grupos (n = 5), depois de pareados por idade/peso e identificados pela aplicacédo
de um brinco/etiqueta na orelha (brincagao) (Tabela 1; figura 2A).

Tabela 1. Distribuicdo dos animais/grupos (n = 5), idade, tempo de morte e aplicacdo do
laser de baixa poténcia (LBP).

Grupos Total de Idade dos animais | Tempo da morte ap6s Tino do laser
b doses (dias) o LBP (dias) P
1 - Controle
2 180 1 LV
3 (Adultos) LIV
4 LV+LIV
5 1 LV
6 ) 90 91 LIV
7 (Jovens) LVALIV
8 LV
9 180 1 LIV
10 (Adultos) LVALIV
11 8 LV
12 LIV
(Jo?/gns) 91
13 LV+LIV

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho

Os dados foram coletados in vivo em todos os grupos (G1 ao G13), para

avaliar o efeito agudo/imediato da LBP em animais jovens (90 dias) e adultos (180
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dias), pelo registro da temperatura da laringe (fototermografia), imediatamente
antes e logo apdés cada aplicacao dos lasers.

O efeito tardio de 1 ou 8 doses dos LBPs foi avaliado em animais adultos,

cuja intervencdo ocorreu 91 dias antes da morte dos animais, enquanto que o

efeito agudo ocorreu em animais adultos, cuja intervencdo ocorreu entre 24 horas

(dose Unica) ou 8 dias (8 doses) antes da morte.

Em acréscimo, os animais tratados enquanto jovens (90 dias) e mortos
guando atingiram os 181 dias pertenciam aos grupos G5, G6, G7, G11, G12, G13
(efeito tardio), enquanto que os animais submetidos a LBP, quando adultos (180
dias) e mortos no dia seguinte eram dos grupos G2, G3, G4, G8, G9 e G10
(efeito agudo).

O efeito do LBP nos tecidos da laringe (histologia, histoquimica e
imunohistoquimica) foram avaliados em animais adultos, depois da remog¢éo dos
blocos laringeos e posterior processamento dos espécimes histolégicos.

Para o estudo ndo pareado foram comparados os dados obtidos de
diferentes grupos, enquanto que no estudo pareado (in vivo) foram comparados

os mesmos individuos, antes e depois do LBP.

3.5. Obtencao da temperatura da laringe — Termografia

Na primeira etapa da pesquisa, realizada entre 13 a 20 de setembro de
2021, obteve-se os dados termogréaficos para todos os grupos de estudo (G1 ao
G13). Nesse periodo, as condi¢cfes climaticas no bairro Paranoa, Brasilia, Distrito
Federal (local das instalaces da Granja Miunca) /DF) eram favoraveis para a
obtencdo das imagens termograficas das laringes. Durante o estudo, a
temperatura ambiente variou entre 15° e 28°C, sendo que, nas baias climatizadas
da granja, a temperatura variou entre 19 e 23°C. A umidade do ar erade 31% e a
velocidade do ar era inferior a 5 m/s (INMET, 2021).

As imagens termograficas foram captadas sempre no mesmo horério
(periodo matutino entre 7 e 11 horas; periodo vespertino entre 14 e 18 horas),
obedecendo a ordem dos grupos para garantir as mesmas condicdes climéticas
da primeira coleta de temperatura, sendo a temperatura ambiente entre 18 e 25
°C, umidade do ar inferior a 50% e velocidade do ar inferior a 5 m/s, em

conformidade com a recomendacdo da Sociedade Latino-Americana de
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Termologia e Termografia em Saude - SOLATERM (2021). A aplicacdo dos lasers
ocorreu apo6s a colocagado de um “cachimbo” para conter e minimizar o estresse
dos animais nos procedimentos de aplicacdo de vacinas e medicamentos (Figura
2A).

A avaliacao termografica constitui num registro de imagem nao invasivo e
nao radioativo, cuja medicdo da temperatura feita com uma camera de luz
infravermelha, que permite monitorar as funcgdes fisioldgicas relacionadas com a
temperatura de uma regido superficial do corpo de interesse. Essa avaliagcéo
fisiolégica é possivel pelo aumento ou diminuicdo da temperatura cutanea do
corpo, pela mudanca de fluxo sanguineo e outros processos termo-regulatorios,
(Figura 2H). Todos os grupos experimentais foram submetidos a avaliacdo
fototermogréafica da laringe, antes e apés cada aplicagcdo dos lasers; o grupo
controle (G1) foi submetido a avaliagdo fototermogréfica antes de seguir para o
abate.

O laser utilizado no estudo era irradiado a partir do equipamento Laser DMC
Therapy EC® SN 20264 (DMC Equipamentos, Séo Carlos-SP, Brasil), (registro ANVISA:
80030819013), sendo o vermelho com comprimento de onda de 660 nm = 10 nm
semicondutor InGaAIP e o infravermelho de 808 nm = 10 nm semicondutor AlGaAs,
poténcia 10 mW + 20% de poténcia, frequéncia de alimentacdo 56/60 Hz, tensdo de
saida de 5V (2 A — corrente continua), dimensdo da peca de mao de 21 cm (altura) x 3
cm (largura) x 5 cm (profundidade), a dimensao do suporte da peca de mao de 5,9 cm
(altura) x 10,4 cm (didmetro), peso da peca de méo de 0,2 kg e 0,1 kg do suporte da peca
de mdo. A camera fototermogréafica era da marca FLIR, modelo E60 (fabricante
FLIR Systems, E60, Wilsonville, OR, USA, distribuidor no Brasil Poliscan® Brazil
Tecnologias Médicas Ltda, Campinas/SP, Brasil) com resolugcédo térmica 320 x
240 pixels ou 76.800 pontos de medicao de temperatura, sensibilidade (NETD) de
50 mK em 30 °C e preciséo de +2%, faixa operacional de -20°C a 650°C, campo
de visdo de 25° x 19° e foco manual. Essa camera opera no espectro do
infravermelho longo entre 7,5 a 13 ym e permite a visualizagdo da radiagao de
uma pessoa, animal ou objeto, a qual foi cedida pelo representante do fabricante
no Brasil Poliscan® (Campinas, Sédo Paulo, Brasil) (Figura 2C).

A irradiacdo dos LBPs se deu em trés pontos sequenciais da laringe (1/3
médio da prega vocal, proeminéncia laringea direita e 1/3 médio da prega vocal

esquerda), mediante contato pontual e sob leve pressdo, com angulo de 90°, na
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dose de 4 J por 40 segundos, totalizando o tempo de manuseio/animal em ~120
segundos; as aplicacGes eram realizadas pelo mesmo pesquisador, com o auxilio
de dois técnicos responsaveis pelos animais (Figura 2 D, E, F).

As temperaturas foram tomadas a partir da média dos trés pontos de
aplicacdo do LBP. As configuracbes para as medi¢cdes foram a temperatura
maxima de 35,2 °C; temperatura minima de 25,2 °C; emissividade de 0,95 e
temperatura refletida 23 °C (Figura 2G, H). As imagens foram capturadas a uma
distancia de 1,5 m entre camera/pesquisadora e os animais (Figura 2B). Depois
de coletadas e tabuladas, as andlises foram feitas por um unico avaliador por
meio do Software Flir Tools® (fabricante FLIR Systems, E60, Wilsonville, OR,

Figura 2. Marcagéo e identificagdo dos animais — brincagéo (A); contencdo do animal —
cachimbo (A); medicdo da distancia para a tiragem da fotografia (1,5m) (B),
posicionamento entre a pesquisadora e o animal (C); aplicacdo do LBP no 1/3 médio da
prega vocal direita (D); aplicacdo do LBP na proeminéncia laringea (E); aplicacdo do LBP
na prega vocal esquerda (F); marcacdo dos trés pontos laringeos no programa para o
registro das médias das temperaturas (G), foram feitos registros de fototermografia, antes
e apos cada aplicagdo dos lasers, pontos de aplicagdo do LBP (H).
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3.6. Obtencéao dos blocos laringeos e dos espécimes histoldgicos

O abate/morte dos suinos foi conduzido no Frigorifico Frimelo, Setor
Industrial, Luziania/GO, conforme normas e procedimentos recomendados pelos
orgaos oficiais do Brasil (Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento).
Assim, os animais foram submetidos a um banho de agua limpa e resfriada, por 3
minutos, para fins de higienizag&o, visando promover vasoconstriccdo e aumentar
a eficiencia da insensibilizacdo. Depois, 0s animais eram submetidos a uma
descarga elétrica (voltagem média entre 250 a 600 V) para provocar a perda da
consciéncia e dos sinais vitais. Em seguida, os animais eram degolados, lavados,
submetidos a escalda com vapor e/ou imersdao em agua quente (~62 °C) para
antissepsia. Depois de depilados, chamuscados, lavados em agua quente sob
pressdo, 0s animais eram eviscerados para a coleta e insercdo do carimbo de
inspecao das estruturas e 6rgdos de interesse comercial.

Considerados como descarte, os blocos laringeos coletados (~5 cm de
didmetro) eram identificados e fixados em paraformaldeido (5%) (Figura 3A).
Entdo, os blocos eram dissecados para delimitar a laringe/pregas vocais e
mantidos em fixador nos frascos (Figura 3 C, D) até o processamento histolégico
(~2 dias). Em seguida, os espécimes histoldgicos eram desidratados em solu¢des
com concentragcdes crescentes de &lcool (70%, 80%, 90% e 3x 100%),
diafanizados em xilol por 30 minutos (2 banhos), impregnados e emblocados em
parafina a 60 °C (3 banhos). Posteriormente, os espécimes eram submetidos a
microtomia (5 um de espessura) (Figura 3 D, E, F, G, H) e as coloracdes de rotina

(H&E, Gomori, Reticulina e Weigert) e imunohistoquimica (Ki67 e S100).
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Figura 3. Bloco laringeo retirado no abatedouro da regido laringea (A); pecas anatdmicas
nos frascos contendo fixador (B); acondicionamento e armazenamento (C); bloco laringeo
dissecado (D); corte sagital/mediano para identificar/localizar ras pregas vocais (E);
separacdo e identificacdo das duas hemilaringes (F); remocdo do 1/3 médio da prega
vocal direita para o estudo (G); vista lateral exibindo a mucosa e o tecido muscular (H).

3.7. Obtencdo das imagens histolégicas

Para o estudo dos tecidos, as seccdes histologicas foram submetidas ao
protocolo padrdo para os métodos de coloracdo: 1) para avaliar as células fixas e
migratérias do tecido conjuntivo utilizou-se a hematoxilina e eosina; 2) para avaliar
a matriz extracelular do tecido conjuntivo (colageno I, azul) e as fibras musculares
em vermelho utilizou-se o tricromio de Gomori; 3) para identificar as fibras do
sistema elastico utilizou-se o método de Weigert; 4) para as fibras reticulares
utilizou-se o método da reticulina (coladgeno lll, preto).

Para avaliar as fibras nervosas e as células em proliferagéo foi realizada a
analise imuno-histoquimica com os anticorpos monoclonais S100 (tecido nervoso)
e ki67 (células em mitose). Considerando que a parafinizacdo dos espécimes
mascara os sitios antigénicos das células, a recuperacao antigénica se deu pela
imersdo das laminas em cuba vaporizada contendo tampé&o citrato com 0,2% de
Tween 20 a 95 °C. Depois de resfriadas, as laminas foram lavadas em agua
destilada, submetidas ao bloqueio da peroxidase enddgena pela imersdo em
solucdo aquosa de peroxido de hidrogénio a 10% por 15 minutos (2x), lavadas

(3x) em agua destilada e lavadas com tampdo TBS (TRIS pH 7,3 e cloreto de

18



sédio em 4gua destilada + Tween 20). Na sequéncia, adicionou-se as secc¢des
histologicas 50 pL de anticorpo primario monoclonal S100 ou Ki67 (clone:
QBENd/10, Biocare Medical, Concord-CA, United States), diluido na propor¢ao de
1:100 em tampéo TBS com 1% de SAB. Depois da incubacéo por 24 horas a 4
°C, as laminas foram lavadas (TBS/Tween 20), reincubadas com 50 uL de
anticorpo secundario biotinilado anti-cabra (Spring®, Pleasanton, United States)
diluido em 1:200 em tampédo TBS/Tween 20, por 1h e lavadas com TBS/Tween
20. Para visualizar os imunocomplexos, as secgoes histolégicas foram incubadas
com solucdo de estreptavidina-peroxidase (Spring®, Pleasanton, United States)
em TBS por 30 minutos a temperatura ambiente e em seguida com solucédo de
diaminobenzidina (DMB) e peréxido de hidrogénio por 10 mais minutos. Depois de
lavadas 3x em agua corrente, as secc¢des histoldgicas foram contra-coradas com
hematoxilina de Harris por 30 segundos, novamente lavadas em agua corrente
por 5 minutos e finalmente protegidas com laminulas aderidas com resina
sintética (Enthelan®, Sigma-Aldrich).

Depois de coradas, as imagens das seccbes histologicas foram
capturadas com ampliagdo de 200x no equipamento Aperio Scan Scope® e
avaliadas no programa Image Scope version 11.2.0.780 (Aperio Technologies Inc,

Vista, CA, USA) por um unico observador (Figura 4).
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Figura 4. Fotomicrografias das laringes/pregas vocais, representativas para exemplificar
0s métodos de coloracdo, hematoxilina & e eosina (A), reticulina (B), tricobmico de Gomori
(C), Weigert (D) e imunohistoquimica para as proteinas S100 e ki67 (E e F).
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3.8. Obtencéo dos dados morfométricos
A coleta dos dados semiquantitativos relativos aos tecidos da laringe
ocorreu por um unico observador no software de analise do Image Scope version,

conforme descrito abaixo:

A.Largura da mucosa — foram marcados 3 pontos equidistantes na mucosa do

1/3 médio da prega vocal (verdadeira) direita (medida em mm) (Figura 5);

Figura 5. Fotografia exemplificando a regido selecionada para determinar a largura da
mucosa, pela marcacdo dos 3 pontos equidistantes nas seccdes histologicas.

B. Para a quantificacdo dos fibroblastos/fibrocitos nos tecidos conjuntivos, fibras
musculares e mionudcleos delimitou-se 4 quadrantes equidistantes de 40.000
um?2 (200 um x 200 um) (Figura 6);

. : Ao ¥ Y, &
Medlda da adreada flbra
= 5 5

200 B

Figura 6. Seccdo histologica do mdasculo laringeo (1/3 médio da prega vocal)
exemplificando como a area (200 pm?) foi delimitada para quantificar o n° de fibras
musculares e os didmetros (maior e menor) para estimar a area das fibras. Coloracao
H&E.
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C.Para estimar a area das fibras musculares foram selecionadas 3 fibras por
guadrante (40.000 um?) e tomadas as medidas dos diametros, maior e menor,
de cada fibra, totalizando 12 fibras por imagem/animal;

D. Para os diferentes tecidos (epitelial, conjuntivo e muscular) foram analisados
diferentes aspectos quando presentes ou ausentes e depois descritos
gualitativamente. Para o tecido epitelial avaliou-se o espessamento, ulceracgao,
necrose e microabscessos, para o tecido conjuntivo avaliou-se o edema,
infiltrado inflamatdrio, hemorragia, degeneracdo celular e fibrose e, para o
tecido muscular, considerou-se a justaposicdo celular, fibrose e infiltrado
inflamatario.

E. Para as seccdes histologicas submetidas a imunohistoquimica, S100 (fibras
nervosas) ou Ki67 (células em mitose), as células/fiboras marcadas em cor
castanha foram quantificadas equivalente a 160.000 um? (400 um x 400 um),
sendo os resultados foram expressos em total de imunomarcacdes/4

mm?/animal (Figura 7).

Figura 7. Exemplo de seccao histologica submetida a imunohistoquimica para identificar
as fibras nervosas (S100, esquerda) e células em mitose (Ki67, direita). A quantificacao
foi feita numa area de 400 um?.

No ensaio experimental houve a perda de 2 animais do grupo G11,
resultando no n = 3 e durante o processamento histolégico para houve a perda de
alguns espécimes histologicos, sobretudo para a imunohistoquimica. A tabela 2
mostra 0 numero exato de amostras/animal/grupo analisadas na coleta dos

resultados.
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Tabela 2. Quantidade (n) final de animais/amostras/laminas por grupo apds tratamento
utilizado nas analises conforme analise termogréfica e método imunohistoquimico.

Grupos 1 12| 3 4 5| 6 7 8 9 10 111 12 13
Tratamento | - |LV|LIV|LV+LIV|LV|LIV|LV+LIV|LV | LIV |LV+LIV|LV|LIV|LV+LIV
Termografia | 5 5 5
Hematoxilina

& eosina

Weigert 5

— 4 3

Reticulina 5 5 5
— 4

Tricromio de

Gomori

S100 4 2
—_— 5 3

Ki67 5 3

LV: Luz Vermelha; LIV: Luz Infravermelha.

3.9. Anédlise Estatistica

Para a analise dos dados foram avaliadas a normalidade (N) pelo teste
Kolmogorov-Smirnoff e a variabilidade (V) das variaveis pelo teste de Bartlett.
Para comparar mais de dois grupos foram utilizados os testes ANOVA (p0s teste,
Student-Newman-Keuls) (N, p > 0,05) ou Kruskal-Wallis (pos teste, Dunn) (N e/ou
V, p < 0,05) e para comparar dois grupos independentes utilizou-se os testes t-
Student (N, p > 0,05) ou Mann-Whitney (N e/ou V, p < 0,05). Para comparar duas
amostras dependentes foram utilizados os testes t-pareado (N, p > 0,05),
Wilcoxon (N e/lou V, p < 0,05). As diferencas entre as variaveis foram
consideradas significativas quando a probabilidade bicaudal da sua ocorréncia
devida ao acaso (erro tipo 1) for menor que 5% (p<0,05). As anadlises e as

representacdes graficas dos resultados foram feitas pelo programa Prism 5.0®.

22



4. RESULTADOS



4.1. Observacgdes clinicas durante e apés a aplicacdo dos LBPs

Durante a aplicacdo do LBP, foram observadas algumas reacdes
adversas na pele dos suinos.

Sinais clinicos como eritema e vermelhidao foram observados no corpo de
um animal adulto submetido a 8 doses do LV, imediatamente depois das duas
primeiras doses, no entanto, esses sintomas desapareceram a partir da terceira
dose. Ainda, outros dois animais apresentaram eritema apenas na segunda dose.
Similarmente, o eritema foi observado em um animal jovem na primeira dose do

LV e um outro apresentou vermelhidao, também na primeira dose do LIV.

Figura 8. Fotografia com exemplo de um animal com eritema e vermelhiddo apds
aplicacao do LBP (luz vermelha).

4.2. Efeito do laser de baixa poténcia na temperatura da laringe de suinos

Os dados capturados a partir das imagens termogréficas para avaliar o
efeito agudo de 1 ou 8 doses do laser de baixa poténcia (LBP) na temperatura da
laringe de suinos jovens e adultos de todos os 65 animais (G1 a G13; n = 5)

selecionados para essa pesquisa estao apresentados nas tabelas 3 e 4.
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4.2.1. Efeito agudo da aplicacédo de 1 dose do LBP na temperatura da laringe
de suinos jovens (90 dias) e adultos (180 dias)

Os resultados do efeito agudo da aplicacdo de 1 dose do LBP na
temperatura da laringe de suinos jovens e adultos estdo apresentados na tabela 3
e figura 9.

Para os animais adultos, o0s resultados mostraram que, quando
comparada a temperatura antes e apds a aplicacado do laser, tendo os proprios
animais como controle deles mesmos (n = 15), ndo houve diferenca entre as
temperaturas com os diferentes lasers LV, LIV ou LV+LIV (n = 5) (ANOVA, p >
0,05).

Diferentemente dos adultos, o grupo de jovens, tratado com dose Unica
do LV (n = 5) aumentou a temperatura para 37,6 + 0,8 ° C, quando comparada
com a temperatura antes da aplicacdo (35,7 + 1,7 °© C), (ANOVA + Student-
Newman-Keuls; p = 0,0318); os demais lasers (LIV ou LV+LIV) nédo diferiram do
controle, assim como, ndo houve diferencas entre os diferentes lasers (p > 0,05).

Também, os resultados mostraram que 0s animais jovens ndo submetidos
ao LBP apresentavam temperatura 12% maior (35,7 £ 1,7 © C) do que os animais
adultos ndo submetidos ao LBP (31,2 £+ 1,9) (Figura 10).

Tabela 3. Efeito agudo de dose Unica na temperatura da laringe de suinos adultos e
jovens, antes e depois da LBP.

Idade dos Sem LBP Com LBP ANOVA:
Grupos animais valor de
Temperatura °C P
LV 37,6 +0,8
Jovens
LIV 35,7+1,7 36,6 +1,1 =0,0318
(90 dias)
LV+LIV 36,6+15
LV 315+2,2
Adultos
LIV 31,2+1,9 322+25 > 0,05
(180 dias)
LV+LIV 31,5+1,8

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho. Os pares com diferencas estatisticas estédo
destacados em cinza.
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ANOVA, p = 0,0318 3 Adultos
3 Jovens

30+

104

tratados com 1 dose de LBP (4 J)

Temperatura (°C) da laringe de suinos

Controle

Lv LIV LV+LIV
Laser de baixa poténcia (4 J)

Figura 9. O efeito agudo na temperatura da laringe apds aplicacdo de 1 dose do LBP

(LV, LIV o LV+LIV), em animais jovens e adultos tratados (n = 5) ou ndo tratados (n = 15).
Os resultados mostraram que, comparado ao controle, o LV aumentou a temperatura dos
animais jovens (ANOVA; p = 0,0318); os demais grupos néo diferiram entre si, assim
como ndo houve diferencas entre os grupos dos animais adultos (ANOVA; p > 0,05).
Estéo representados as médias e os desvios padrao.

39.01

37.54

36.01 -

o= -

34.54

33.04

31.5-

-

Animais adultos

-

————

LV

30.04

Temperatura (°C) da laringe de suinos jovens e adultos - LBPs (4 J)

LIV
LV+LIV

Basal Termografia Termografia
2 min dos LBPs 24 h dos LBPs

Figura 10. Temperatura basal dos animais jovens e adultos, 2 minutos e 24 horas apés a
aplicacao dos LBPs. Estéo representadas as médias dos trés dados termograficos.
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4.2.2 Efeito agudo da aplicacédo de 8 doses do laser de baixa poténcia na
temperatura da laringe de suinos jovens (90 dias) e adultos (180) dias

Os resultados do efeito agudo do LBP (LV, LIV, LV+LIV), sendo 8 doses
diarias na temperatura da laringe de suinos jovens e adultos estdo apresentados
na tabela 3, 4 e figuras 11, 12.

A. Animais jovens

Os resultados mostraram significativa variagdo na médiatDP da
temperatura antes da aplicagdo do LBP nos aninais jovens, sendo a maior
observada no segundo dia e a menor no sexto dia (ANOVA + Student-Newman-
Keuls, p = 0,009). Semelhantemente, depois da aplicacdo do LV houve variacéo
na mediana da temperatura, sendo a maior temperatura delas observada no
segundo dia e a menor observada do sexto ao oitavo dia (Kruskal-Wallis + Dunn,
p = 0,005).

Para o LIV ndo houve diferenca entre a maior observada ao 8° dia (37,9 +
0,9 °C) e a menor ao 6° dia (33,9 + 3,0 °C) (ANOVA + Student-Newman-Keuls, p >
0,05). Posteriormente a aplicacdo do LIV, a temperatura da laringe foi de minima
35,0 °C na 62 dose para maxima 37,9 °C na 82 dose, mas ndo houve diferenca
entre as temperaturas (Kruskal-Wallis + Dunn, p > 0,05).

Os resultados mostraram que a combinacédo dos lasers (LV+LIV) aumentou
a temperatura da laringe porque esta variou de 36,0 £ 0,8 °C (minima 34,6 + 1,8
°C na 5% dose; maxima 37,0 + 1,1 °C na 82 dose), para 37,1 + 0,8 °C (minima 35,9
°C/5° dose; méxima 37,8 °C/8° dose).

Nas analises individuais dos grupos, os resultados mostraram variagdo
significativa na temperatura da laringe, durante os 8 dias do ensaio, para 0s
animais de todos os grupos, antes da intervencdo (ANOVA + Student-Newman-
Keuls, p = 0,009), e depois das mdltiplas doses do LV (Kruskal-Wallis + Dunn, p =
0,005). Os demais grupos (LIV e LV+LIV) ndo apresentaram variacdo de
temperatura durante os 8 dias de intervencao (p > 0,05).

Os resultados mostraram que o LV, LIV e LV+LIV aumentaram a
temperatura da laringe dos animais jovens em 2,8% (35,7+1,9 °C para 36,7 + 1,0
°C), 2,4% (35,2+1,4 para 36,1+1,1 °C) e 3,1% (36,0+0,8 para 37,1+0,8 °C),

respectivamente (Teste t pareado; p < 0,0001).
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Tabela 4. Efeito agudo de 8 doses do LBP na temperatura da laringe de porcos jovens
(90 dias), avaliada antes e imediatamente apds a intervencao.

Grupos —»

LV

LIV

LV+LIV

LV

LIV

LV+LIV

DiadalLBP Temperatura antes do LBP (°C) | Temperatura depois do LBP (°C)
DO 35,7+1,7
35,7+1,7
D1 37,6+0,8 36,6+1,1 36,6+1,5
37,4+0,8° | 36,60,1 36,7+1,5 38,2+0,3 37,510,1 37,9+0,7
D2
36.9 36,6 37,1 38,2° 37,5 37,8
36,0+1,6 34,5+1,3 37,0+1,1 37,1+1,1 35,9+1,5 37,8+0,8
D3
36,6 34,7 37,1 36,6 36,6 37,8
36,610,7 34,6%3,5 36,0+1,7 37,7+0,7 35,7+3,1 36,9+1,2
D4
36,6 33,9 36,6 37,6 35,9 37,1
35,1+1,3 34,1+1,2 34,6+1,8 36,0+0,8 35,2+1,0 35,9+1,2
D5
35,0 34,3 35,3 35,9 35,4 36,6
34,4+0,9° | 33,9%3,1 35,8+0,5 35,7+0,4 35,0+2,1 36,6+0,4
D6
34,0 35,1 35,8 35,6° 34,8 36,5
34,6+1,6° 34,9+0,9 35,5+1,5 36,0+1,2 35,4+1,7 37,0+0,9
D7
35.0 35,0 36,2 35,6 36,1 37,2
35,5+1,4 37,6+0,9 36,7+2,1 36,2+2,4 37,9+0,9 37,9+2,5
D8
35,6 37,2 36,5 36,5 37,9 37,8
35,7+#1,9% | 35,2+1,4* | 36,0+0,8* | 36,7+1,0* | 36,1+1,1* | 37,1+0,8*
Mean +* SD
35,5 34,6 36,0 36,2 35,7 37,0
Analise estatistica| AN+SNK AN+SNK AN+SNK KW+D AN+SNK KW+D
p value p=0,0093 | p>0,05 p > 0,05 p =0,0049 | p>0,05 p > 0,05

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho; AN+SNK: ANOVA+Student-Newman-Keuls; KW+D: Kruskal-
Wallis+Dunn; o simbolo (°) em cores indica os valores com diferenca nas andlises multivariadas (AN+SNK ou

KW+D); os (*) coloridos indicam os valores diferentes nas analises pareadas (Teste t pareado).
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Temperatura (°C) da laringe de suinos jovens
8 doses - Laser vermelho + infravermelho (4 J)

Diada aplicagéo

Laser vermelho + infravermelho

Laser vermelho + infravermelho (4 J)
Efeito agudo
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Figura 11. O efeito agudo na temperatura da laringe apos aplicacdo de 8 doses do LBP
(LV, LIV o LV+LIV), em animais jovens. Os resultados mostraram variagdo da
temperatura (aumento e reducéo), antes (ANOVA, p = 0,0093) e apo6s a aplicacdo do LV
(KW, p < 0,001); as 8 doses do LIV ou LV+LIV ndo afetaram a temperatura, antes ou
depois (p > 0,05). Os LBPS LV, LIV e LV+LIV aumentaram a temperatura da laringe dos
animais jovens em 2,8%, 2,4% e 3,1%, respectivamente (Teste t pareado; p < 0,0001).
Estéo representadas as medianas, médias e os desvios padréo.
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B. Animais adultos
Os resultados do LBP na temperatura da laringe dos animais adultos sdo

mostrados na tabela 5 e figura 12.

B1. Laser vermelho

Antes da aplicacdo do LV a temperatura da laringe foi de 32,1 + 1,7 °C,
sendo que houve diferenga entre a maior observada ao 3° dia (34,5£1,2 °C) e a
menor ao 7° dia (30,0 £ 1,8 °C) (ANOVA + Student-Newman-Keuls, p = 0,0029),
Posteriormente a aplicacdo do LV, a temperatura média da laringe foi de 32,3+1,5
°C (minima 31,2 + 2,3 °C na 62 dose; méaxima 34,3 = 1,1 °C na 32 dose); nao
houve diferenca entre as temperaturas (ANOVA, p > 0,05). No conjunto, a
temperatura da laringe néo diferiu ao longo das 7 doses nos suinos adultos nao

(Teste t pareado, p > 0,05).

B2. Laser infravermelho

Antes da aplicacdo, a temperatura meédia foi de 32,9 = 1,5 °C, sendo a
maior observada ao 3° dia (34,7 + 3,0 °C) e a menor ao 7° dia (30,7 + 2,0 °C); ndo
houve diferenca entre as temperaturas da laringe (ANOVA + Student-Newman-
Keuls, p > 0,05). Posteriormente ao LIV, a temperatura foi de 33,6 + 1,2 °C, sendo
gue, a maior ocorreu ao 3° dia (35,1 = 3,2 °C) e a menor foi observada com a 62
dose (31,7 = 3,2 °C); ndo houve diferenca entre as temperaturas (Kruskall-Wallis
+ Dunn, p > 0,05). No conjunto, a analise pareada mostrou que as 7 doses do LIV
aumentaram a temperatura da laringe do grupo de adultos em 2,1% (Teste t
pareado, p = 0,0208).

B3. Laser vermelho+infravermelho

Os resultados mostraram que a combinacédo dos lasers (LV+LIV) aumentou
a temperatura da laringe no grupo de animais adultos em 0,9% (Teste t pareado,
p = 0,0355). Isso ocorreu porgue a temperatura da laringe passou de 31,9 + 1,9
°C (minima 29,7 = 1,2 °C na 62 dose; maxima 34,8 £ 0,9 °C na 42 dose), para 32,2
+ 2,2 °C minima 30,2 + 2,9 °C/2° dose; maxima 35,3 + 0,7 °C/4° dose). Houve
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diferenca entre as temperaturas, anteriormente (ANOVA, p = 0,0010) e,

posteriormente ao LBP combinada (Kruskal-Wallis, p = 0,0025).

Tabela 5. Efeito agudo de 8 doses do laser de baixa poténcia na temperatura da
laringe de porcos adultos (180 dias), avaliada antes e imediatamente apds a

intervencgao.
Grupos | LV LIV LV+LIV LV LIV LV+LIV
Dia da LBP Temperatura antes do LBP (°C) | Temperatura depois do LBP (°C)
DO 31,2+1,9
31,2+1,9
D1 315+2,2 | 32,2425 31,5+1,8
X 31,0+#2,0 | 33,9+2,2 [29,8+2,5%* | 31,1+1,4 | 34,5+2,2 30,2+2,9
D
30,8 34,1 30,5 31,4 34,7 30,1
- 345+1,2* | 34,7430 |33,5+2,1**| 34,3x1,1 | 35,1+3,2 34,5+2,7
34,6 36,1 34,2 34,0 36,1 35,1
o4 34,1+2,6* | 34,3+2,8 |34,8+0,9°* | 34,0+3,2 | 34,3+35 35,3+0,7*
34,9 35,6 34,8 34,9 35,9 35,0
32,8+1,5 | 32,6#3,6 | 32,2+2,3 | 33,0+2,1 | 33,9+4,0 32,5422
D5
32,8 32,9 32,4 32,4 35,4 32,9
6 30,9+2,5 | 31,6%2,9 [29,7+1,2°*| 312+2,3 | 31,7+3,2 29,7+2,0*
D
314 31,7 29,9 315 32,5 30,5
. 30,0+1,8** | 30,7+2,0 | 30,5+2,2* | 30,642,1 | 32,2+2,1 30,5+1,9
30,4 30,3 31,1 31,1 31,9 31,6
o8 31,2¢1,4 | 32,8426 | 325+1,4 | 31,9+1,8 | 33,6%2,1 33,0£1,5
30,7 34,4 32,7 315 34,6 33,7
. 32,1#1,7 | 32,941,50 | 31,9+#1,9° | 32,3+t15 | 33,621,2° | 32,2+2,2°
Média £ DP
31,2 32,8 32,2 31.9 33,9 32,5
Teste estatistico | AN+SNK | AN+SNK; | AN+SNK; [ AN+SNK [ AN+SNK; KW+D
p value p=0,0045| p=0,05 [p=0,0010| p>0,05 p>0,05 [ p=0,0025

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho; AN+SNK: ANOVA+Student-Newman-Keuls; KW+D:
Kruskal-Wallis+Dunn; os (*) em cores indica os valores diferentes nas andlises multivariadas
(AN+SNK ou KW+D); o simbolo (°) em cores indicam os pares de resultados diferentes nas
analises pareadas (Teste t pareado).
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Figura 12. O efeito agudo de 8 doses do LBPs na temperatura da laringe em animais
adultos. Os resultados mostraram que antes da aplicagéo, LV, LIV e LV+LIV causaram
variagdo na temperatura (aumento e redugdo) (ANOVA, p < 0,05), ap6s a aplicagéo, essa
variagdo foi observada apenas com LV+LIV (Kruskal-Wallis, p < 0,05). As analises
pareadas mostraram que LIV e LV+LIV aumentaram a temperatura da laringe em 2,1% e
0,9%, respectivamente (Teste t pareado, p < 0,05). Estdo representadas as medianas,
guartis, valores maximos e minimos, e pontos extremos (esquerda); as médias + desvios
padrdo estdo representados na cinética da temperatura (direita).
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4.3. Efeito dos LBPs nos tecidos da laringe de animais adultos
Foram analisados os efeitos agudo e tardio apds a aplicacdo do LBP do
LV, LIV e LIV+V nos suinos adultos (181 dias), cuja intervencéao ocorreu 90 dias

(efeito tardio) ou 1 dia (efeito agudo) antes da morte.

4.3.1. Largura da mucosa associada a prega vocal

Os efeitos, agudo ou tardio, da aplicacdo dos LBPs na largura da mucosa
associada a prega vocal sdo mostrados na tabela 6 e figuras 13 e 14.

Os resultados mostraram de forma aguda ou tardia que, comparado ao
controle, 1 dose do LIV diminuiu a largura da mucosa (ANOVA + Student-
Newman-Keuls, p < 0,001). Também, LV+LIV diminuiu a largura da mucosa
guando comparado ao LV (ANOVA + Student-Newman-Keuls, p < 0,001), mas
nNao ao grupo controle.

Tardiamente, 1 ou 8 doses do LV+LIV reduziram a largura da mucosa
guando comparado ao controle (ANOVA + Student-Newman-Keuls, p < 0,001). De
forma aguda, 8 doses dos LBPs (LV, LIV, LV+LIV) reduziram a mucosa, quando
comparado ao controle (ANOVA + Student-Newman-Keuls, p < 0,001).

Tabela 6. Efeitos agudo e tardio da aplicacdo de 1 e 8 doses do laser do LBP na largura
da mucosa associada a prega vocal de suinos adultos.

Total de doses Grupos Efeito Média £ DP | Mediana Tes\tzlisrtggsgico
0 Controle* - 1,5+ 0,1%@ 1,6
LV 1,5+0,7 1,5 AN+SNK
LIV Agudo 0,7+0,2 0,7 p=0,0149
LV +LIV 0,8+0,1 0,9
! LV 0,8+0,2 0,8
LIV Tardio | 1,1+0,4* 1,3 pA:'\'E)’%';';(Q
LV+LIV 0,8 +0,4% 0,6
LV 1,0+£0,4 0,6
LIV Agudo | 06%0.1€ 11 300170
8 LV +LIV 0,8+0,2 0,7
LV 1,005 1,0 KW+D
LIV Tardio 0,9+04 0,7 p > 0,05
LV+LIV 0,7+0,1 0,7

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho; *o grupo controle foi comparado juntamente com os
demais grupos.
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LBP (1 dose)

LBP (8 doses)

Largura da mucosa da PPVV
Dose Unica - Efeito agudo
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ANOVA
p=0,0073

T
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Efeito agudo

Largura da mucosa da PPVV
8 doses -

24

ANOVA
p=0,0005

T T
Controle Lv LIV

Lasers (4J)

T
LV+LIV

Largura da mucosa da PPVV
Dose Unica - Efeito tardio

24

ANOVA
p =0,0099

T
Controle

LV LIV LVALIV

Lasers (4J)

Efeito tardio

Largura da mucosa da PPVV
8 doses -

ANOVA
p=0,0148

Controle Lv LIV

Lasers (4J)

LVALIV

Figura 13. Efeito agudo e tardio de 1 dose ou 8 doses na largura da mucosa associada a
prega vocal de suinos, com a aplicacdo do LV (LV), aplicacdo do LIV (LIV) e combinada
dos lasers vermelho e infravermelho (LIV+V). Comparado ao controle houve redugéo na
largura da mucosa com: LV+LIV (dose Unica ou mdltiplas doses); LIV (1 dose/tardio e 8
doses/agudo); LV (1 dose/agudo) (ANOVA, p < 0,05). Também, com 1 dose/agudo a
largura da mucosa foi menor com LV comparado ao LV+LIV (ANOVA, p < 0,05).
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Controle

Efeito agudo

Efeito tardio

1 dose

8 doses

1 dose

8 doses

Figura 14. Fotomicrografias representativas da largura da mucosa do 1/3 médio da prega
vocal da laringe de suinos dos grupos controle e experimentais — conforme distribuidos
na tabela 1. Coloragéo: hematoxilina-eosina. Barra de aumento = 25 ym.

4.3.2. Tecido conjuntivo

4.3.2.1. Total de fibroblastos / fibrocitos no tecido conjuntivo da laringe de

suinos

Efeito agudo e tardio no total de fibroblastos/fibrécitos no tecido conjuntivo

da laringe de suinos, apés a aplicacao dos LBPs sdao mostrados na tabela 7 e
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figuras 15 e 16.

Os resultados, analisados pelo teste de ANOVA + Student-Newman-Keuls
ou Kruskal-wallis + Dunn, mostraram que o efeito, agudo ou tardio, com dose
(LV, LIV, LV+LIV)
fibroblastos/fibrécitos, quando comparado ao grupo controle ou entre eles (p >
0,05).

Unica dos lasers ndo afetaram o0 numero de

Para o efeito tardio, os resultados analisados pelo teste de ANOVA +
Student-Newman-Keuls, mostraram que os grupos tratados com dose Unica do LV
ou LIV diminuiram o numero de fibroblastos/fibrécitos, na comparagcdo com o
grupo controle (p = 0,0028). Além disso, o numero de fibroblastos/fibrocitos foi
menor com as multiplas doses dos lasers combinados (LV+LIV), comparado ao

controle e aos grupos tratados com LV ou LIV (p = 0,0029).

Tabela 7. Efeitos agudo e tardio da aplicacdo de 1 e 8 doses do LBP na quantidade de

fibroblastos/fibrocitos do tecido conjuntivo na laringe de suinos adultos.

Total de _ o ) Teste estatistico
Tratamento Efeito Média =+ DP | Mediana
doses valor de p
Controle
0 - 20,7 £ 3,3** 20,1 -
LV 21,4+1,7 21,8
Kruskal-Wallis
LIV Agudo 20,1+£26 18,8
p > 0,05
LV +LIV 22,2+79 20,3
1
LV 18,6 + 2,4* 18,3
ANOVA
LIV Tardio 19,3 +1,5% 19,5
p = 0,0028
LV+LIV 24,6 +1,2% 24,8
LV 18,9+ 1,9 19,0
ANOVA
LIV Agudo 21,1+4,6 19,0
p > 0,05
LV +LIV 20,2+3,4 18,8
8
*
LV 22,1+52 23,1
LIV _ ANOVA
Tardio 21,4 +1,5% 21,5
p = 0,0029
LV+LIV 14,9 + 2,5*** 15,0

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho. Os * indicam os pares com diferenca estatistica.
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LBP (1 dose)

LBP (8 doses)

(4 x 200 pmz) / Efeito agudo

Efeito agudo (1 dia)
Total de fibroblastos/fibrécitos
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(4 x 200 pmz) / Efeito tardio
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p=0,0028

Efeito tardio (90 dias)
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ANOVA
p=0,0028
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T T T T
Controle Lv LIV LV+LIV

Fotobiomodulagéo / 8 doses (4 J)

Figura 15. Efeito agudo e tardio de 1 ou 8 doses do LBP (LV, LIV, LIV+V) no total de
fibroblastos/fibrocidos na mucosa da laringe de suinos. Os resultados mostraram que n°
de fibroblastos/fibrocitos ndo diferiu no efeito agudo (1 ou 8 doses) com nenhum LBP
(ANOVA; p > 0,05). Para o efeito tardio com dose Unica, o LV ou LIV diminuiram o n° de
células, comparado ao controle (p = 0,0028), assim como as multiplas doses dos lasers
combinados reduziram o n° das células quando comparado aos grupos controle, LV e LIV
(ANOVA; p = 0,0028). Estdo mostradas as medianas, quartis, valores maximos e
minimos e pontos extremos.
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Figura 16. Fotomicrografias representativas do n° de fibroblastos no tecido conjuntivo do
1/3 médio da prega vocal da laringe de suinos (4 x 200 um?) dos grupos controle e
experimentais — conforme distribuidos na tabela 1. Coloragdo: hematoxilina-eosina. Barra

de aumento = 25 pym.

4.3.2.2. Intensidade da expresséo das fibras colagenas — colageno tipo |
Efeito agudo e tardio na intensidade da expressdo das fibras colagenas

(colageno tipo 1) no tecido conjuntivo da laringe de suinos, apds a aplicagdo do

laser de baixa poténcia. Os resultados estdo apresentados na tabela 8 e figura 17

e figura 18.
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Os resultados ndo apontam variacdo na intensidade da expressédo das
fibras colagenas no efeito agudo ou tardio com 1 dose do LV, LIV e LV+LIV,
comparado ao controle.

O efeito agudo das mdultiplas doses do LIV aumentou a intensidade das
fibras colagenas, comparado ao LV+LIV (ANOVA + Student-Newman-Keuls, p =
0,033), enquanto o efeito tardio foi maior com LV+LIV, comparado ao LV e ao
controle (Kruskal Wallis, p < 0,0499).

Tabela 8. Efeitos agudo e tardio da aplicacdo de 1 e 8 doses do LBP na quantidade de
fibras coldgenas da mucosa laringea dos suinos adultos.

Total de ) o _ Teste estatistico
Tratamento Efeito Média + DP | Mediana
doses valor de p
0 Controle - 1,5+0,5* 1,5 -
LV 1,7+0,9 1,4
LIV Agudo 2,0+0,6 2,0
LV +LIV 14205 1.2 Kruskal-Wallis
1
Lv 1,4405 1,2 > 0,05
LIV Tardio 1,2+04 1,0
LV+LIV 1,0+£0,0 1,0
LV 1,8+0,8 18
LIV Agudo | 2,5+0,5% 2,5 ANOVA = 0,033
LV +LIV 1,4 +0,5% 1,2
8
LV 1,7+0,5* 1,9
. Kruskal-Wallis
LIV Tardio 2,0+0,6 2,0
=0,0499
LV+LIV 2,4 +0,5*%* 2,2

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho. Os * indicam os pares com diferenca estatistica.
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Figura 17. Efeito agudo e tardio de 1 ou 8 doses do LBP (LV, LIV, LV+LIV) na
intensidade das fibras colagenas. A intensidade das fibras ndo diferiu com 1 dose, efeito
agudo ou tardio do LBP (Kruskal-Wallis, p > 0,05; ANOVA, p > 0,05), assim como para o
efeito agudo com 8 doses do LV (ANOVA, p > 0,05). O LIV aumentou a expressao de
colageno, comparado aos lasers combinados (ANOVA, p = 0,0333). As multiplas doses
dos lasers combinados (LV+LIV) aumentaram o colageno, quando comparado ao LV e ao
controle (Kruskal Wallis, p < 0,0499). Estdo mostradas as medianas, quartis, valores
maximaos e minimos e pontos extremos.
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Controle

Efeito agudo Efeito tardio

mucosa da laringe de suinos (4 x 200 pm?) dos grupos controle e experimentais.
Coloragéo tricromio de Gomori. Barra de aumento = 25 pm.

4.3.2.3. Intensidade das fibras do sistema eléstico

A tabela 9 e figuras 19 e 20 mostram os resultados do efeito agudo, em
gue nao houve variacdo na intensidade das fibras do sistema elastico com 1 dose
do LV, LIV ou LV+LIV, enquanto que para as multiplas doses, o LIV aumentou a
intensidade das fibras elasticas, na comparacdo com os lasers combinados,
LV+LIV (ANOVA + Student-Newman-Keuls, p = 0,0333).

No efeito tardio, os resultados mostraram que a dose Unica dos lasers
isolados (LV ou LIV) ou combinados (LV+LIV) ndo afetaram a intensidade das
fibras elasticas, mas nas mdltiplas doses, o LV+LIV reduziu a expressao de fibras

elasticas, quando comparados ao controle (Mann-Whitney, p = 0,0306).
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Tabela 9. Efeito agudo e tardio da aplicacdo de 1 e 8 doses do LBP na intensidade da
das fibras elasticas da mucosa laringea dos suinos adultos.

Total de doses | Tratamento Efeito | Média + DP | Mediana Teste estatisiico
valor de p
0 Controle - 2,5+0,5* 2,5 -
LV 2,8+0,4 3,0
LIV Agudo 2,3+x0,4 2,0
LV +LIV 22+04 2,0
1 > 0,05
LV 25+0,5 2,0
LIV Tardio 2,2+0,8 2,0
LV+LIV 16+0,5 1,0
LV 1,4+0,5 1,0 ANOVA
LIV Agudo | 2,2+0,8* 2,0 '
p = 0,0333
8 LV +LIV 1,8 +0,8* 2,0
LV 2,3+0,9 2.7 Mann-Whit
LIV Tardio | 1.6+09 1,0 ann-whiney
N p = 0,0306
LV+LIV 1,4+05 1,0

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho. Os * indicam os pares com diferenca estatistica.
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Figura 19. Efeito agudo e tardio de dose Unica ou 8 doses do LBP na intensidade das
fibras elasticas. Para o efeito agudo, a dose Unica do LV, LIV ou LV+LIV nao afetaram as
fibras elasticas, mas 8 doses do LIV aumentou a intensidade dessas fibras, comparado
ao LV+LIV (ANOVA + Student-Newman-Keuls, p = 0,0333). Tardiamente, 1 dose dos 3
LBPs ndo afetaram as fibras elasticas, mas com 8 doses do LBP combinados as fibras
foram menos intensas do que o controle (Mann-Whitney, p = 0,0306). Estdo mostradas as
medianas, quartis, valores maximos e minimos e pontos extremos.
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Figura 20. Fotomicrografias representativas da intensidade das fibras elasticas na
mucosa laringea de suinos adultos (4 x 200 um?) dos grupos controle e experimentais.
Coloracédo: Weigert. Barra de aumento = 25 um.

4.3.2.4. Intensidade das fibras nervosas na mucosa

Efeito agudo e tardio dos LBPs na intensidade das fibras nervosas da
mucosa sdo mostrados na tabela 10 e figuras 21 e 22.

Os resultados das analises mostraram que ndo houve diferenca na
intensidade da expressao das fibras nervosas para o efeito agudo com dose Unica
do LV, LIV e LV+LIV, assim como para as multiplas doses dos 3 LBPs (Kruskal-
Wallis + Dunn, p > 0,05).

Para o efeito tardio, apenas as muiltiplas doses do LV aumentaram a
intensidade das fibras nervosas, na comparagdo com o grupo controle (Kruskal-
Wallis + Dunn, p = 0,049).
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Tabela 10. Efeito agudo e tardio de 1 e 8 doses do LBP na intensidade das fibras

nervosas na mucosa da laringe de suinos adultos.

. . Teste estatistico
Total de doses | Tratamento Efeito Mediana
valor de p
0 Controle - 1,0* -
LV 20
LIV Agudo 2,0
LV +LIV 2,0
! LV
2,0
. ' Kruskal-Wallis
LIV Tardio 1,0 0.05
p=>0,
LV+LIV 2,0
LV 30
LIV Agudo 2,0
g LV +LIV 2,0
LV 30%* .
. ! Kruskal-Wallis
LIV Tardio 20
' p = 0,049
LV+LIV 2,0
LBP (1 dose) LBP (8 doses)
E 8 - 8
— < 3 c 3
S| ] T
g| i L L
=3 83 o 'ﬁr}‘j 29
g gé‘ gé @ @
21 i 1 T £ L
Fotobiomodulag&o / 1 dose (4 J) Fotobiomodulagéo / 8 doses (4 J)
—_ o .
3 o
e} 2 3 g 34
g . =
g | ] [ il ] | I T
© 53 &8
] 2 2
Controle v Liv VLIV Controle v Liv LVALIV
Fotobiomodulagéo / 1 dose (4 J) Fotobiomodulagao / 8 doses (4 J)

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho. O * indica os pares com diferenca estatistica

Figura 21. Efeito agudo e tardio de 1 ou 8 doses dos LBPs (LV, LIV, LV+LIV) na
intensidade das fibras nervosas na mucosa da laringe de suinos adultos. O efeito agudo
da dose Unica ou as mdultiplas doses dos LBPs ndo afetaram a intensidade das fibras
nervosas, comparado ao controle ou entre eles (Kruskal-Wallis, p > 0,05). Tardiamente,
apenas as multiplas doses do LV aumentaram a intensidade das fibras nervosas, na
comparagdo com o grupo controle (Kruskal-Wallis + Dunn, p = 0,049). Estdo mostradas
as medianas, quartis, valores maximos e minimos e pontos extremos.
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Figura 22. Fotomicrografias representativas da intensidade das fibras nervosas na
mucosa da laringe dos suinos adultos (4 x 200 um?) dos grupos controle e experimentais.
Coloragéo: imuno-histoquimica para a proteina S-100. Barra de aumento = 25 pum.

4.3.2.5. Intensidade de células em mitose associadas a mucosa

Os resultados mostraram que a aplicagdo de dose Unica dos lasers,
isolados ou combinados, ndo afetaram de forma aguda ou tardia o total de células
em mitose na mucosa da laringe (Kruskal-Wallis + Dunn, p > 0,05). As multiplas
doses do LV+LIV aumentaram de forma aguda o total de células em mitose,
comparado ao controle e ao LIV (Kruskal-Wallis + Dunn, p = 0,0333), mas
tardiamente, o total de células em mitose foi maior com o LV do que os lasers
combinados (LV+LIV) (Mann-Whitney, p = 0,0306) (Tabela 11 e figuras 23 e 24).

45



Tabela 11. Efeitos agudo e tardio de 1 e 8 doses do LBP no total de células em mitose
associadas a mucosa da laringe de suinos

Total de doses Tratamento Efeito Mediana Tes\tzlisrtgteisptico
0 Controle - 1,5* -
LV 3,0
LIV Agudo 4,0
1 LVL“:/LIV all > 0,05
1,0
LIV Tardio 3,0
LV+LIV 1,0
LV 1,0
LIV Agudo 1,0* ANOVA,
Y 4,07 p =0,0333
8 - 6.2% Mann-Whitney
LIV i
LV+LIV rerde 1(?61* P =0,0308

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho. Os * indicam os pares com diferenca estatistic

LBP (1 dose) LBP (8 doses)
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p=0,0432
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©
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=
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2
£
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Controle Lv Liv LV+LIV Controle Lv Liv LV+LIV

amucosa/ Efeito tardio
amucosa/ Efeito tardio

i
i

Efeito tardio (90 dias)
Intensidade de células em mitose associadas

Intensidade de células em mitose associadas

Fotobiomodulagao / 1 dose (4 J) Fotobiomodulagao / 8 doses (4 J)

Figura 23. Efeito agudo e tardio de 1 dose ou 8 doses dos LBPs no total de células em
mitose associadas a mucosa da laringe de suinos adultos. De forma aguda ou tardia, o
total de células em mitose ndo foi afetado com 1 dose dos lasers, isolados ou
combinados (Kruskal-Wallis + Dunn, p > 0,05). As mudaltiplas doses do LV+LIV
apresentaram, de forma aguda, maior nimero de células em mitose do que o controle ou
o LIV (Kruskal-Wallis + Dunn, p = 0,0333), mas tardiamente, o total de células em mitose
foi maior com o LV do que os lasers combinados (LV+LIV) (Mann-Whitney, p = 0,0306).
Estdo mostradas as medianas, quartis, valores maximos e minimos e pontos extremos.
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Figura 24. Fotomicrografias representativas do total de células em mitose associadas a
mucosa da laringe de suinos (4 x 200 pm?) dos grupos controle e experimentais.
Coloragéo: imuno-histoquimica para a proteina ki67. Barra de aumento = 25 um.

4.3.2.6. Avaliag&o qualitativa do tecido conjuntivo

As andlises mostraram presenca de edema intersticial nas mucosas do

grupo controle e dos animais tratados com 8 doses dos trés LBPs (LV, LIV,

LV+LIV) e mortos 24 horas depois do tratamento (efeito agudo); o edema também

foi observado apenas nos animais tratados com 1 dose do LV.

A avaliacdo dos animais mortos 90 dias depois da aplicacdo dos LBPs

mostrou edema na mucosa com a dose Unica do LV, LIV e LV+LIV, assim como
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nas multiplas doses do LIV, mas ndo com o LV ou LV+LIV, em que a mucosa

estava normal e sem edema.

As células migratorias (leucécitos) estavam esparsas na mucosa profunda
e mais expressiva na mucosa superficial, no entanto, nenhum dos tratamentos
com LBPs ou o grupo controle apresentaram infiltrado inflamatério (ver figura 25).

Controle

Efeito agudo Efeito tardio

X

1 dose 8 doses 1 dose 8 doses

v

LIv

v

LIv

fo¥; !'.

-

AR 7T : s ;
e ak 3 VAN ) | fewr e (e N e T, R A 3

Figura 25. Fotomicrografias da mucosa laringea dos grupos controle e experimentais. As
estrelas indicam os locais com edema intersticial. Coloracdo H&E. Barra de aumento = 25

pm.
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4.3.3. Tecido muscular estriado

4.3.3.1. Total de fibras
O efeito agudo e tardio no total de fibras musculares estriadas da laringe

de suinos tratados com os LBPs esta apresentado na tabela 12 e figuras 26 e 27.

Os resultados das andlises mostraram diminuicdo no total de fibras
musculares estriadas da laringe dos suinos mortos no dia seguinte ao LBP (efeito
agudo) com a dose Unica do LV e LIV, comparado aos grupos tratados com
LV+LIV; ndo houve diferenca entre os LPBs e o grupo controle (ANOVA +
Student-Newman-Keuls, p < 0,05).

Para o efeito tardio da dose Unica ou, agudo e tardio, para as multiplas
doses os resultados ndo mostraram diferencas entre os grupos (ANOVA, p >
0,05)

Tabela 12 Efeito agudo e tardio de 1 e 8 doses do LPB no total de fibras musculares
estriadas da laringe de suinos.

Total de doses Tratamento Efeito Média+DV Teste estatistico
valor de p
0 Controle - 33,1+2;3
LV 20,4 £5,9* ANOVA
LIV Agudo 21,9+6,1* p = 0,002
L LV +LIV 31,8 £5,8**
LV 36,7+4,6
LIV Tardio 348+7,0
LV+LIV 31,9+£4,0
LV 27,2+55
LIV Agudo 26,7 +3,3 ANOVA
LV +LIV 29,8+7,1 p>0,05
° LV 31,6 +3,0
LIV Tardio 29,1+ 3,3
LV+LIV 34,1+£6,5

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho. Os * indicam os pares com diferenca estatistica.
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Figura 26. Efeito agudo e tardio de 1 dose ou 8 doses dos LBPs no total de fibras
musculares estriadas da laringe de suinos (4 x 200 pm?). Os resultados mostraram
menor n° de fibras com dose Unica do LV e LIV, do que os grupos tratados com
LV+LIV; ndo houve diferenga com o controle (ANOVA + Student-Newman-Keuls,
p < 0,05). A dose Unica ou as multiplas doses dos LPBs ndo afetaram o efeito
agudo ou agudo e tardio, respectivamente (ANOVA, p > 0,05). Estdo mostrados
as médias e os desvios padréo.
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Figura 27. Fotomicrografias representativas do total de fibras musculares, mionucleos e
area da fibra da laringe de suinos dos grupos controle e experimentais. Coloracéo: H&E.
Barra de aumento = 25 pum.

4.3.3.2. Total de mionucleos

A dose Unica nao afetou de forma aguda, o n® dos mionucleos entre os
grupos (ANOVA + Student-Newman-Keuls, p > 0,05); as 8 doses do LV
aumentaram os mionucleos, na comparagdo com 0 grupo controle, mas ndo com
os demais LBPs (Kruskal-Wallis + Dunn, p = 0,0490).

O efeito tardio de 1 dose foi visto pelo maior n°® de mionudcleos com LV,
LIV ou LV+LIV, comparado ao controle (ANOVA + Student-Newman-Keuls, p =
0,0001). No entanto, 8 doses do LIV aumentaram os mionucleos, comparado com
0 LV ou LV+LIV (ANOVA + Student-Newman-Keuls, p = 0,0035) (Ver tabela 13 e

figuras 27 e 28).
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Tabela 13. Efeito agudo e tardio de 1 e 8 doses do LBP no total de mionucleos do tecido
muscular estriado da laringe de suinos.

Total de doses | Tratamento Efeito Média =+ DP | Mediana Teste estatistico
valor de p
0 Controle - 31,1 +25%** | 31,1*
Lv 39,2468 | 365 ANOVA
LIV Agudo 358+1,7 35,8 p>0,05
LV +LIV 39,0+9,6 39,0
1
Lv 49,6 +5,4*
_ 48,8 ANOVA
LIV Tardio 43,2 +6,8* 44,0 0.0001
LV+LIV 42,2 £2,5% 42,2 P=5
LV *
41470 38,3 Kruskal-Wallis
LIV Agudo 34,7+1,8 345 b - 0.049
8 LV +LIV 34,1+£7,0 31,5 -
LV 40,9 + 3,3
_ 41,0 ANOVA
LIV Tardio | 41,4+8,9"* 42,3 0.0035
LV+LIV 33,8 +56* 32,3 p=q

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho. Os * indicam os pares com diferenca estatistica.
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Figura 28. Efeito agudo e tardio de 1 ou 8 doses do LBP no total de mionucleos do
musculo estriado da prega vocal de suinos. Os resultados mostraram que 1 dose dos
LBPs nao afetaram o n° dos mionucleos, comparado ao controle e entre eles (ANOVA, p
> 0,05); os mionudcleos foram mais numerosos com 8 doses do LV, do que no controle,
mas ndo com os demais LBPs (Kruskal-Wallis, p = 0,0490). Tardiamente, 1 dose do LV,
LIV ou LV+LIV aumentou os mionucleos comparado ao controle (ANOVA, p = 0,0001),
assim como as 8 doses do LIV foi maior do que LV ou LV+LIV (ANOVA, p = 0,0035).
Estdo mostradas as medianas, quartis, valores maximos e minimos e pontos extremos.
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4.3.3.3. Areadas fibras musculares estriadas

Efeito agudo e tardio na area das fibras musculares estriadas das pregas
vocais de suinos tratados com LBPs (LV, LIV, LV+LIV) sdo mostrados na tabela
14 e figuras 27 e 29.

Os resultados mostraram que 1 dose do LV e LIV aumentaram de forma
aguda a area das fibras, comparado ao controle; LIV aumentou a area das fibras
na comparacdo com os demais LBPs, LV ou LV+LIV (ANOVA + Student-
Newman-Keuls, p < 0,0001). Também, o efeito agudo das mdultiplas doses dos
trés tipos de LBPs aumentaram a area das fibras, na comparag¢do com o controle
(Kruskal-Wallis + Dunn, p = 0,0002).

Para o efeito tardio, a dose Unica do LV aumentou a éarea das fibras
estriadas, na comparagcdo com o controle e com o LIV (ANOVA + Student-
Newman-Keuls, p = 0,0012). Tardiamente, as multiplas doses do LV e LV+LIV
aumentaram o diametro das fibras, comparado ao grupo controle (Kruskal-Wallis
+ Dunn, p < 0,0001).

Tabela 14. Efeito agudo e tardio de 1 e 8 doses do LBP na area das fibras musculares
estriadas das pregas vocais de suinos.

. o . T isti
Total de doses | Tratamento Efeito Média = DP Mediana este estatistico
valor de p
0 Controle - 28,4 + 4,7** 27,9FFF**
LV 43,4 + 13,1** 422 ANOVA
LIV Agudo | 45,1+ 16,2%** 46,3 p <0,0001
LV +LIV 31,3+9,2* 31,0
1
LV 27,5 +8,2* 271
ANOVA
LIV Tardio 32,8+9,9* 32,4 0.0012
p=0,
LV+LIV 30,7+7,1 30,1
LV 34,2 +10,3 32,0* el Wl
LIV Agudo 335+7,5 32,3* Kruskal-Wallis
N p = 0,0002
o LV +LIV 334+6,9 32,3*
LV 31,8+7,1 30,9 .
LIV Tardio 34,3£55 33,4* Kruikglg)vgoalhs
LV+LIV 33,1+8,3 32,6* p=

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho. Os * indicam os pares com diferenca estatistica.
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Figura 29. Efeito agudo e tardio de 1 dose ou 8 doses na area das fibras musculares
estriadas das pregas vocais de suinos tratados com LBPs (LV, LIV, LV+LIV). A dose
Unica e aguda do LV e LIV aumentou a area das fibras, comparado ao controle, enquanto
que o LIV foi maior do que LV ou LV+LIV (ANOVA, p < 0,0001); também, as 8 doses dos
dos LBPs aumentaram a area das fibras, comparado ao controle (Kruskal-Wallis, p =
0,0002). Tardiamente, 1 dose do LV aumentou a area das fibras comparado ao controle e
ao LIV (ANOVA + Student-Newman-Keuls, p = 0,0012), assim como, LV e LV+LIV
aumentaram o didametro comparado ao controle (Kruskal-Wallis, p < 0,0001). Estéo
mostradas as medianas, quartis, valores maximos e minimos e pontos extremos.

4.3.3.4. Integridade/Justaposicéo das fibras musculares

Os efeitos agudo e tardio dos LBPs na integridade e justaposicdo das
fibras musculares na laringe de suinos estdo apresentados na tabela 15 e figuras
30 e 31.

Os resultados mostraram que a expressao das fibras reticulares
associadas ao endomisio das fibras musculares estriadas das pregas vocais ndo
diferiu entre os grupos, controle ou tratados com LV, LIV ou LV+LIV, tanto para a

dose unica ou multiplas doses, efeito agudo ou tardio (Kruskal-Waliis, p > 0,05).
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Tabela 15 Efeito agudo e tardio da aplicacdo de 1 e 8 doses dos LBPs na integridade e
justaposicao das fibras musculares das pregas vocais de suinos.

Total de doses | Tratamento | Efeito Mediana Tes\}zlg?tggsgico
0 Controle - 2,0
LV 2,0
LIV Agudo 2,0
LV +LIV 2,0
1 LV 2,0
LIV Tardio 3,0 Kruskal-Wallis
LV+LIV 2,0 p>0,05
LV 2,0
LIV Agudo 2,0
. LV +LIV 2,0
LV 2,2
LIV Tardio 3,0
LV+LIV 2,0

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho.
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Figura 30. Efeito agudo e tardio de 1 ou 8 doses na expressdo das fibras reticulares
associadas as fibras musculares estriadas (4 x 200 pum?) das pregas vocais
(justaposicéo/integridade) de suinos. A expressdo das fibras reticulares associadas ao
endomisio das fibras musculares nao diferiu entre 0os grupos, controle ou tratados com
LV, LIV ou LV+LIV, para 1 ou 8 doses e mesmo para o efeito agudo ou tardio (Kruskal-
Waliis, p > 0,05). Estdo mostradas as medianas, quartis, valores maximos e minimos e

pontos extremos.
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Controle

Figura 31. Fotomicrografias representativas da integridade/justaposicdo das fibras
musculares estriadas das pregas vocais da laringe de suinos, avaliadas pela expresséo
das fibras reticulares (preto). N&o houve diferenca entre os grupos, controle ou
experimetais (LV, LIV, LV+LIV, 1 ou 8 doses). Coloracdo: impregnacdo argéntica
(reticulina). Barra de aumento = 25 um.

4.3.3.5. Intensidade das fibras nervosas associadas ao musculo estriado

O efeito dos LBPs na expressdo das fibras nervosas associadas ao
musculo estriado esta mostrado na tabela 16 e nas figuras 32 e 33.

Os resultados mostraram que 1 dose dos lasers ndo afetaram a
expressao de fibras nervosas associadas ao musculo estriado das pregas vocais,
de forma aguda ou tardia, comparado ao controle ou entre os LBPs (Kruskal-
Wallis, p > 0,05). De forma aguda, 8 doses do LV ou LV+LIV aumentaram e,
tardiamente, o LV aumentou a expressao de fibras nervosas, na comparagdo com

o grupo controle (Kruskal-Wallis + Dunn, p < 0,05).
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Tabela 16. Efeito agudo e tardio de 1 e 8 doses dos LBPs da expressédo de fibras
nervosas associadas ao musculo estriado da prega vocal da laringe de suinos.

Total de doses | Tratamento | Efeito Mediana Teste estatistico
valor de p
0 Controle - 1,0%**
LV 2.0
LIV Agudo 1,0 _
1,0 Kruskal-Wallis
1 LV +LIV 0> 0,05
LV 3.0
LIV Tardio 1,0
LV+LIV 10
LV 2.0%
LIV Agudo 1,8 _
2 0* Kruskal-Wallis
8 LV +LIV , 5<0,05
LV 2,0*
LIV Tardio 1,0
LV+LIV 1,0

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho. Os * indicam os pares com diferenca estatistica.
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Figura 32. Efeito agudo e tardio de 1 ou 8 doses dos LBPs na expressao de fibras
nervosas associadas ao musculo estriado das pregas vocais de suinos (4 x 200 pm?). A
dose Unica dos LBPs, ndo afetaram a expressdo, aguda ou tardia, de fibras nervosas,
comparado ao controle ou entre os lasers (Kruskal-Wallis, p > 0,05). Aguda ou
tardiamente, 8 doses do LV ou LV+LIV e LV, aumentaram a expressdo das fibras
nervosas comparado ao controle, respectivamente (Kruskal-Wallis, p < 0,05). Estdo
mostradas as medianas, quartis, valores maximos e minimos e pontos extremos.
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Controle

Efeito agudo Efeito tardio

1 dose 8 doses 1 dose 8 doses

Figura 33. Fotomicrografias representativas da expressdo das fibras nervosas
associadas ao musculo estriado das pregas vocais dos grupos controle ou experimentais.
Os circulos vermelhos indicam as fibras nervosas marcadas em cor marrom. Coloragéo:
imuno-histoquimica para a proteina S100. Barra de aumento = 25 pm.

4.3.3.6. Intensidade de células em mitose associadas ao musculo estriado

Os resultados mostraram que o efeito agudo e tardio de 1 dose ou tardio
de 8 doses dos LBPs (LV, LIV, LV+LIV), ndo afetaram o total de células em
mitose associadas ao musculo estriado das pregas vocais, quando comparado ao
controle ou entre os tratamentos (Kruskal-Wallis, p > 0,05). No entanto, de forma
aguda, 8 doses os lasers combinados (LV+LIV) aumentaram o total de células em
mitose na comparacao com o LIV (Mann-Whitney, p = 0,040) (Ver tabela 17 e na
figura 34).
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Tabela 17. Efeito agudo e tardio da aplicacdo de 1 e 8 doses dos LBPs no total de
células em mitose associadas ao musculo estriado das pregas vocais de suinos.

Total de doses Tratamento Efeito Mediana Teste estatistico
valor de p
0 Controle - 1,5
LV 1,0
LIV Agudo 0,0 Kruskal-Wallis
L LV +LIV 0,1 p > 0,05
LV 1,0
LIV Tardio 0,0
LV+LIV 0,0
LV 1,0 )
LIV Agudo 0,0% ManT—Whltney
g LV +LIV 2,0% p=0,040
LV ) 0,1 Kruskal-Wallis
LIV Tardio 0,0
LV+LIV 0,0 p>005

LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho. Os * indicam os pares com diferenca estatistica
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Figura 34. Efeito e tardio de 1 ou 8 doses no total de células em mitose associadas ao
musculo estriado das pregas vocais de suinos, tratados com LV, LIV ou LV+LIV. O efeito
agudo e tardio de 1 dose ou tardio com 8 doses dos 3 LBPs, ndo afetaram o total de
células em mitose, comparado ao controle ou entre os tratamentos (Kruskal-Wallis, p >
0,05), mas o LV+LIV, de forma aguda, aumentou as células em mitose na comparacao
com o LIV (Mann-Whitney, p = 0,040). Estdo mostradas as medianas, quartis, valores
maximos e minimos e pontos extremos.
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4.4. Sumario dos resultados

Tabela 18. Sumario dos resultados

Idade e LV LIV LV +LIV LV LIV LV +LIV
doses dos @ Teste estatistico (valor de p)
LBP Temperatura antes do LBP (°C) Temperatura depois do LBP (°C)
Termografia Jovem (1) | 36:2* 37+1* 37:1 37+2 38+1 37:1 3742 AN+SNK, p = 0,032
Adulto (1) 31+2 32+2 32+3 32+2 32+2 32+3 32+2 AN+SNK, p > 0,05
Jovem (8) 3642 36+2*; 36 35+1%; 35 36+1*; 36 37+1*; 36 36+1*; 36 37+1%; 37
AN ou KW (p < 0,05); TP (p<0,05)
Adulto (8) 31+2* 32+2; 31 33+2*; 33 32+2; 32* 32+2; 32 34+1%; 34 32+2; 33*
. o LBPs LV LIV LV +LIV LV LIV LV +LIV
Andlises histologicas (doses) C -
Efeito agudo Efeito tardio
1 2+1 1+0** 1+0* 1+0* 1+0 1+0
Largura da mucosa 2 (QFH Rk AN+SNK; p < 0,01
8 1+0* 1+0* 0,8+0* 1,0+0,5 0,9+0,4 1+0*
i o 1 21%3; 21+2 2043 2248 19+2* 19+2* 25+1
Total fibroblastos/fibrocitos 21+3 AN+SNK (p =0,0028 e p = 0,0029)
8 ik 19+2 21+5 20+3 22+5* 21+2* 15+3%%*
Intensidade das fibras 1 ke Ok 2+1;1 2+1; 2 1+1; 1 1+£1;1 1+0; 1 1+0; 1 KW+D (p > 0,01)
colagenas 8 o 2+1; 2 3+1*% 3 1+1%1 2+0,5; 2* 2+1; 2 2+1; 2** AN+SNK; KW+D (p < 0,01)
Intensidade das fibras 1 351 3* 3+0; 3 2+0 2+0;2 3£1;2 2+1;2 2+1;1 AN+SNK (p > 0,01)
elasticas 8 - 1+1;1 2+1%; 2 2+1%; 2 2+1; 3 2+1;1 1+1; 1* AN+SNK (p = 0,033); MW (p = 0,031)
Intensidade das fibras 1 1% 2 2 2 2 1 2 KW+D (p > 0,01)
nevosas (mucosa) 8 3 2 2 3* 2 2 KW+D (p = 0,049)
i & 1 3 4 3 1 3 1
InFenS|dade células em o KW+D (p = 0,033): MW (p = 0,030)
mitose (mucosa) 8 1 1% 4 6* 0 1*
Tecido conjuntivo 1 Edema Normal Edema Inf. inflamatério (-); lesdo epitelial (-)
qualitativo 8 Edema Normal Edema Normal
i 1 20+6* 30+6* 32+6** 375 3517 324
Tota_ll de fibras musculares 3342 AN+SNK (p =0,033): AN+SNK (p > 0,01)
estriadas 8 27+6 27+3 30+7 32+3 29+3 34+7
Total de miontcleos 1 31+3**; 39+7;37 36+2;36 39+10;39 50+5%;49 43+7%,44 42+3%,42 AN+SNK (p > 0,01); AN+SNK (p < 0,001);
8 31+3; 31* 41+7; 38* 35+2; 35 34+7; 32 41+3%; 41 41+9'*; 42 34+6*;32 AN+SNK (p = 0,0035); KW+D (p = 0,049)
Area das fibras musculares 1 2845+ | 43+13*:42 | 45+16*%46 | 31+9%;31 264827 33+10%:32 31+7°:30 AN+SNK (p < 0,001)
estriadas 8 287 | 34110:32% | 3448;32 33+7:32* 32+7;31 34+6:33* 338:33* | KW+D (p < 0,001)
i ica 1 2 2 2 2 3 2
Integ_rldade / Justaposicgao 2 KW+D (p > 0,01)
das fibras musculares 8 2 2 2 2 3 2
Intensidade das fibras 1 . 2 1 1 3 1 1 KW+D (p > 0,01); KW+D (p < 0,05);
nevosas Dol N N KW+D (b < 005
(msculo estriado) 8 2 2 2 2 1 1 (p <0,05)
Intensidade de células em 1 1 0 0 0 0 0 . _
Mitose (musculo estriado) 8 2 1 o or 0 5 5 KW-+D (p > 0,01); MW (p = 0,040)

AN+SNK: ANOVA + Student-Newman-Keuls; KW+D: Kruskal-Wallis + Dunn; tp: teste t pareado; W: Wilcoxon; MW: Mann-Whitney
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5. DISCUSSAO



Na Fonoaudiologia, por escassez de estudos cientificos na area de voz,
tem-se utilizado direcionadores clinicos baseados nas publicacbes de outras
areas da saude, principalmente Odontologia, Fisioterapia e Dermatologia, por
meio de inferéncias. Sabe-se que as pregas vocais tém uma estrutura de corpo-
cobertura (mucosa, lamina prépria e muasculo) muito especifica e com
comportamentos bem diferentes de outras estruturas musculares do corpo, iSso
gera inseguranca no momento da escolha da dose e tipo de laser que se deve
utilizar, pois ndo se sabia, ao certo, o impacto histolégico que o LBP poderia, de
fato, causar na laringe em curto e/ou longo prazo (efeito agudo e efeito tardio).

Em 2013, Marinho et al. analisaram o efeito protetor das terapias Unicas e
combinadas com laser de baixa poténcia nas doses de 2,1J e 2,1+1,2J com
tempo total de irradiacéo de 30s e 30+30s, na laringite de refluxo por complicacao
clinica da intubacao nasogastrica induzida em ratos Wistar. O estudo mostrou que
houve reducdo na atividade da mieloperoxidase e diminuicdo da gravidade da
resposta inflamatéria, além de melhora no tecido de granulagcdo no grupo que
recebeu o tratamento combinado e sequencial de laser de baixa poténcia. A
guantidade de mastécitos reduziu nos grupos sem tratamento e no grupo que
recebeu dose Unica do tratamento. O grupo que recebeu tratamento combinado e
sequencial também apresentou melhor padrdo de colagenizacdo. Os autores
concluiram que a terapia combinada (780nm e 660nm) modulou com sucesso a
resposta inflamatéria e a colagenizacdo em modelo experimental na laringite de
refluxo por complicagéo clinica da intubacdo nasogastrica.

Em 2014, Marinho et al. realizou outro estudo com o objetivo de analisar
os efeitos da laserterapia em um modelo de laringite induzida por refluxo. O
estudo foi feito com ratos Wistar divididos em grupo controle (sem intubacao) e
grupo com intubacdo nasogétrica e grupo com intubacdo nasogértica e com
terapia de laser. A irradiagdo do LBP foi feita em regido laringea, comprimento de
onda 780nm, 3 pontos, 4 sessdes, intervalo de 48h, 4,2J por ponto. O estudo
mostrou que o LBP melhora a resposta inflamatéria e a colagenizacdo no modelo
de laringite induzida por refluxo em roedores. O LBP, nesse protocolo, acelerou o
desenvolvimento de tecido de granulacdo, considerado um importante evento

bioldgico associado ao processo de cicatrizagcdo. Tecido de granulacdo é
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um tecido umido granulado vermelho ou rosa composto de vasos sanguineos
novos, tecido conjuntivo, fibroblastos e células inflamatarias.

A causa mais comum de laringite € a doenca do refluxo laringofaringeo.
Os sintomas da laringite podem ser rouquidao, globus, tosse cronica, fadiga vocal,
dor de garganta e disfagia (Zois et al. 2007). E isso também é observado observar
na pratica clinica com profissionais da voz. Muitos apresentam a doenca do
refluxo laringofaringeo. Diante disto, os estudos de Marinho et al. (2013, 2014)
foram utilizados como direcionadores para a elaboracdo do projeto da presente
pesquisa.

Nesta discussdo serdo apresentadas as analises encontradas neste
estudo e comparadas com os achados da literatura. O suino foi selecionado para
essa pesquisa por ter algumas semelhancas ao ser comparado com 0s seres
humanos, o que pode permitir algumas translacdes e inferéncias para a pratica
clinica, na area de voz, na Fonoaudiologia.

O porco, assim como o ser humano, é um animal homeotérmico (Alves et
al. 2023), ou seja, capaz de regular a temperatura corporal, apesar da
temperatura do ambiente. Além disso, por uma perspectiva estrutural, um estudo
mostrou que 0s porcos tém pregas vocais com dimensdes, comprimento e
propriedades mecanicas similares as dos seres humanos. O esqueleto laringeo
do porco aproxima-se do esqueleto laringeo humano, com trés cartilagens unicas,
a epiglote, a tireoide e a cricoide e duas pares, as corniculadas e aritenoides.
Contudo, a lamina prépria do homem adulto difere da lamina prépria do suino,
que possui duas camadas pouco diferenciadas, a camada superficial, com
predominio de fibras elasticas e a camada profunda, com o predominio de fibras

colagenas (Ledo et al. 2010).

5.1. Efeito do LBP na temperatura da laringe de suinos

Na terapia vocal também é possivel observar 0 que aconteceu neste
estudo, como efeito adverso ou reagdes adversas, tais como o eritema. Conforme
foi observado durante esta pesquisa na pele de suinos, relatos de casos clinicos
mostraram essa mesma reagdo com pacientes em inicio de tratamento com LBP.
Todavia, ap0s algumas sessfes, essas reacdes deixam de acontecer e 0s

beneficios do LBP podem ser relatados. Provavelmente, o eritema com 0S suinos,
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assim como em humanos, ocorreu apés o LBP devido a sua interacdo com a pele.
Quando o laser é aplicado na pele, ele emite uma energia que € absorvida pelos
tecidos. Esta absorcdo de energia pode causar o aquecimento dos tecidos e
provocar uma resposta inflamatoria, resultando em vermelhiddo da pele. Além
disso, o LBP pode provocar a dilatacdo dos vasos sanguineos na area tratada.
Isto acontece devido a estimulacdo da producdo de Oxido nitrico, que € uma
substancia que dilata os vasos sanguineos. A dilatacdo dos vasos sanguineos
produz aumento do fluxo sanguineo na regido e pode ocasionar o eritema. No
entanto, vale ressaltar que o eritema causado pelo LBP é geralmente temporario
e desaparece em poucos dias (Avci et al. 2013). Contudo, se a reacao persistir ou
se tornar mais intensa, como queimaduras ou irritacdo da pele, é importante
considerar o tratamento com LBP como evidéncia terapéutica negativa.

A temperatura da pele de suinos adultos pode variar em condi¢des
normais, mas geralmente estd em torno da temperatura corporal normal para
mamiferos, que é de aproximadamente 38 a 39 graus Celsius. Porém, diferentes
partes do corpo podem ter temperaturas diferentes (Alves et al. 2023). E
importante mencionar que existem algumas partes do corpo consideradas partes
guentes ou frias (Roberto & Souza, 2014) e a laringe € classificada como uma
regido fria (Zhang et al. 2021), ou seja, com a temperatura com alguns graus
abaixo da temperatura do corpo.

Os resultados desta pesquisa mostraram que ha variacdo, manutencao,
aumento ou diminuicdo da temperatura ap6s a aplicacdo de dose Unica e doses
multiplas de LBP, vermelho e infravermelho, isolados ou em combinagédo, nos
tecidos da laringe de suinos in vivo, por meio de analise fototermogréfica. Antes
do tratamento, a temperatura média da laringe dos animais adultos foi de 31,2 +
2,0 °C e, apoés o ultimo dia de tratamento, a temperatura média foi de 32,45 + 1,8
°C. Em suinos jovens, a temperatura média na laringe foi de 35,7 + 1,7 °C antes
do tratamento e apos o ultimo dia de tratamento foi de 36,7 £ 1,05 °C. De acordo
com Alves et al. (2013), pode-se destacar que a mesma luz em diferentes doses e
em animais com diferentes idades e composi¢Oes corporais pode afetar a
temperatura de forma diferente. A temperatura corporal pode variar em fungéo de
fatores como a idade do animal, o0 ambiente em que se encontra e 0 seu estado

geral de saude. Neste estudo, a temperatura média da laringe dos suinos jovens

64



era 12% mais elevada do que a temperatura média dos suinos adultos antes do
tratamento com LBP.

A mudanca de temperatura pode ocorrer devido a uma alteracédo no fluxo
sanguineo e a outros processos termorreguladores (Charkoudian 2003; Gémez-
Prado et al. 2022; Mota-Rojas et al. 2022) e a termografia, utilizada nesta
investigacdo, pode detectar problemas de saude precocemente e também
identificar problemas como inflamacéo, infeccdes, lesbes ou microlesdes
(Sivachenko et al, 1988; Tattersall 2016). Além disso, também pode ser Gtil para
avaliar a eficacia das técnicas de reabilitacdo e monitorar o progresso do
tratamento. Essa técnica pode ser usada para analisar o padrdo de aguecimento
e resfriamento/desaquecimento da laringe e da regido do trato vocal durante a
producdo vocal e/ou uso de recursos terapéuticos e pode fornecer informacgdes
importantes sobre a saude e o funcionamento das estruturas envolvidas na
producédo da voz (Broaddus-Lawrence et al. 2000; Fogaca et al. 2006; Schneider
& Sataloff, 2007).

A temperatura natural da laringe humana pode variar entre individuos,
mas geralmente fica em torno de 36 a 37 graus Celsius, que é a temperatura
corporal considerada normal (Charkoudian, 2003). No entanto, durante a
producao vocal, seja na fala ou no canto, ocorrem diversos processos fisiol6gicos
gue podem gerar alteracdes térmicas na regiao da laringe, devido ao aumento do
fluxo sanguineo e do metabolismo local (Broaddus-Lawrence et al. 2000; Fogaca
et al. 2006; Schneider & Sataloff, 2007; Mello & Silva, 2008).

O suino, tal como o ser humano, é um animal homeotérmico (Alves et al.
2023), ou seja, capaz de regular a sua temperatura corporal, independentemente
da temperatura do meio ambiente. Além disso, do ponto de vista estrutural, um
estudo demonstrou que 0s suinos possuem pregas vocais com dimensoes,
comprimento e propriedades mecéanicas semelhantes as dos humanos (Ledo et
al. 2010).

Este estudo mostrou o efeito termorregulador do laser como uma resposta
aguda a 1 e 8 doses de LBP na laringe de suinos. Os resultados mostraram que a
temperatura na laringe dos animais jovens é maior do que a temperatura na

laringe dos animais adultos antes da aplicagdo do laser de baixa poténcia. Além
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disso ndo houve diferenca entre as temperaturas da laringe antes e ap0s o0s
diferentes lasers LV, LIV ou LV+LIV nos animais adultos com 1 dose.

A temperatura da laringe aumentou, nos animais jovens com 1 dose,
apenas no LV. Nao houve variacdo na média+DP da temperatura antes da
aplicacdo do LBP nos animais jovens, sendo a maior no segundo dia e a menor
no sexto dia. Houve variacdo na mediana da temperatura na laringe dos animais
jovens apos a aplicacao do LV, sendo a maior apos o segundo dia e a menor do
sexto ao oitavo dia. Nao houve variacdo da temperatura nos animais jovens nas
aplicacdes das 8 doses do LIV, contudo a temperatura da laringe aumentou nos
animais jovens apos aplicacdo LV+LIV, nas multiplas doses.

N&o foi observada variacdo na temperatura da laringe, durante os 8 dias do
ensaio, para os animais jovens de todos 0s grupos, antes da intervencao e depois
das mudltiplas doses do LV, nas andlises individuais, mas a temperatura da laringe
dos animais jovens aumentou apds as aplicaces multiplas do LV+LIV, sendo
esta maior do que observada em LV e LIV quando comparados. Houve variacéo
na temperatura da laringe dos animais adultos antes da aplicacdo mdultipla do LV,
sendo a maior ao terceiro dia e a menor ao sétimo dia. E, apés a aplicacédo
multipla do LV ndo houve diferenca entre as temperaturas. No conjunto, a
temperatura da laringe também nao diferiu apés as mudltiplas doses nesses
animais.

N&o houve diferenca entre as temperaturas da laringe de suinos adultos
antes e apés cada dia de aplicacdo do LIV. Contudo houve aumento na
temperatura ap6s as multiplas aplicagcdes do LIV. A temperatura da laringe no
grupo de animais adultos aumentou apés a aplicagcdo multipla de LV+LIV e houve
diferenca entre as temperaturas antes e ap6és o LV+LIV.

Piva et al. (2011) demonstraram em um estudo que a terapia com laser de
baixa intensidade induz a vasodilatagdo, aumentando, imediatamente, o fluxo
capilar e a perfusao tecidual em individuos saudaveis e depende do comprimento
de onda utilizado e modificado pela temperatura da pele. Esses achados estdo
relacionados a parametros fisiolégicos associados a sensibilidade ou resisténcia a
LBP. Os autores afirmam que ha um aumento do fluxo microcirculatério durante a
irradiagdo com o laser infravermelho e ndo ha variacdo com a irradiacdo com o

laser vermelho e que essas alteracdes ou ndo na temperatura estéo relacionadas
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com a temperatura da pele antes da aplicagcdo. Existe uma diferenca entre a
temperatura de regibes do corpo entre os individuos e algumas regides sdo
consideradas frias ou quentes e sdo parametros individuais.

Durante a fonacgdo, funcdo motora dos musculos e fibras, € natural que
ocorram microlesdes e inflamagdes, que, por sua vez, causam sintomas vocais
em decorréncia de traumas mecanicos devido ao uso da voz por um determinado
periodo de tempo. Esse processo inflamatério pode se apresentar de diferentes
formas, porém, considerando um periodo prolongado de uso da voz, o mais
comum € o aparecimento de edema, ou seja, acimulo de liquido nas pregas
vocais e fadiga vocal (Timbie et al. 2012; Behlau; Carroll, 2022). Na pratica
clinica, o tratamento da fadiga vocal vai desde a reducéo do esforco fonatorio até
exercicios e orientacbes de higiene vocal, que reduzem a resposta inflamatoria
(Murad, 2017; Behlau et al. 2022). Quando um processo inflamatério é
desencadeado, o tratamento busca a reparacdo tecidual para manter a
funcionalidade muscular. A inflamacéo do tecido laringeo, incluindo as pregas
vocais, impede a livre vibracdo da mucosa, o que altera a qualidade da voz.
Nesse sentido, qualquer acdo que promova a otimizacdo dessa drenagem e
acelere o processo inflamatorio, teoricamente, pode trazer beneficios importantes
(Ferreira et al. 2010).

O LBP, quando aplicado na regido da laringe, pode ajudar a reduzir a
inflamacé&o laringea causada pelos efeitos da fonagcdo, promover a cicatrizacao
dos tecidos e aliviar a dor. Além disso, pode estimular a circulagdo sanguinea
local e pode aumentar a temperatura local devido ao efeito térmico do laser. No
entanto, vale ressaltar que ainda sdo poucos (2) os estudos que descrevem e
utilizam a termografia e a laserterapia na area da voz (Behlau et al. 2022).

Neste estudo, foi possivel verificar o efeito termorregulador do laser como
efeito agudo de 1 e 8 doses no protocolo utilizado na laringe de suinos. Isso pode
ser um direcionador clinico para o uso do LBP em humanos. Este estudo teve
como objetivo avaliar a temperatura antes e apés a aplicacdo em dose Unica e em
doses multiplas (8 doses) do laser vermelho e infravermelho LBP, isoladamente

ou em combinagdo, nos tecidos laringeos de suinos.
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5.2. Efeito do laser de baixa poténcia nos tecidos da laringe de suinos

Como os métodos de coloracédo requerem uma boa fixacdo do tecido que
depende de algumas variaveis, tais como temperatura, espessura do tecido,
penetracdo, tempo de fixacdo, escolha do fixador, relacdo do volume
fixador/tamanho do espécime, estocagem apropriada, pH do fixador,
osmolaridade da solucéao fixadora, adicdo de sais na mistura e concentragcao dos
fixadores, algumas laminas e materiais foram perdidos durante a realizacéo desta
pesquisa.

Foi possivel observar diferentes efeitos agudos e tardios apds a aplicagéo
do laser de baixa poténcia, com diferenca nos achados dependendo da dose e do
comprimento de onda utilizado.

Acerca da mucosa da prega vocal, os resultados mostraram reducéo nas
larguras nos suinos jovens e adultos,

Com relacédo a largura da mucosa associada a prega vocal de suinos,
como efeito agudo verificou-se uma reducéo na largura apos a aplicagcdo de uma
Unica dose de laser infravermelho (LIV) e LV+LIV comparados ao controle e
reducdo apdés o LV quando comparado a combinacdo do laser vermelho e
infravermelho (LV+LIV). Com oito doses, todas as aplicagdes (LV, LIV e LV+LIV)
demonstraram uma diminuicdo consistente na largura da mucosa da laringe.
Entretanto, ndo foram identificadas diferencas significativas entre as aplicacoes
para essa dosagem. Em relacéo ao efeito tardio, houve uma reducdo observada
na largura da mucosa da laringe apos a aplicacdo de uma dose Unica de laser
infravermelho (LIV) e da combinacao do laser vermelho e infravermelho (LV+LIV).
Adicionalmente, apos oito doses de todas as aplicacbes (LV, LIV e LV+LIV)
demonstraram uma reducéo consistente na largura da mucosa da laringe. Nao foi
observada diferenca significativa entre as aplicacfes para essa dosagem.

A diminuicdo da largura da mucosa observada neste estudo sugere a
reducdo de edema e de possiveis processos inflamatérios causados pela fonacao
continua do suino. O laser de baixa poténcia vem sendo estudado e referido por
seus efeitos anti-inflamatérios, devido a reducéo da inflamacdo por estimulos de
reabsorcdo de exudatos e eliminagdo de substancias alégenas, pode haver
interagdo na sintese de prostaglandinas, interferéncia na microcirculagdo, reducéo

do consumo de oxigénio e glicose nas células. O laser promove um efeito
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antiedematoso devido ao aumento da microcirculagdo, que beneficia a drenagem
do plasma e provavel acéo fibrinolitica (Gomes & Schapochnik 2017). Estudos
trazem que tanto o laser infravermelho (Mufioz et al. 2013; Alves et al. 2014;
Andrade & Villalpando 2015; Coca et al. 2016), quanto o laser vermelho (Alves et
al. 2014), podem reduzir edema e que devem ser associados com a terapia
miofuncional e que cada laser terd uma acao diferente a depender do tecido que
ele estara irradiando.

Com o uso do laser infravermelho, pode acontecer a reducao de edema e
melhora do trofismo muscular, associado aos exercicios miofuncionais (Andrade
& Villalpando 2015) e, além de favorecer a eliminacdo do edema pode ser
utilizado em ganglios linfaticos axilares facilitando as manobras de esvaziamento
da mama (Coca et al., 2016), minimizar o trofismo muscular e reduzir a
parestesia. O laser vermelho para promover a analgesia e reducdo de edema
(Alves et al. 2014). Neste estudo foi observada reducédo da largura da mucosa
tanto no laser vermelho quanto em 8 doses efeito agudo e tardio, como no
infravermelho e nos dois lasers combinados vermelho e infravermelho em 1 e 8
doses, efeito agudo e tardio.

Observou-se, nesta pesquisa, com relacdo ao numero de fibroblastos, no
tecido conjuntivo da laringe de suinos, que ndo houve variacdo no numero de
fibroblastos/fibrocitos nas aplicagcbes dos LPBs (LV, LIV, LV+LIV) quando
comparado ao grupo controle ou entre eles, no efeito agudo ou tardio com 1 dose.
Contudo houve diminuigdo no nimero de fibroblastos/fibrécitos no LV ou no LIV,
no efeito tardio de 1 dose, na comparacdo com o grupo controle. O numero de
fibroblastos/fibrocitos foi menor com as mdultiplas doses dos lasers combinados
(LV+LIV), comparados ao controle e aos grupos tratados com LV ou LIV.

Apesar de haver evidéncia cientifica de que o laser de baixa intensidade,
em certos parametros, promove um efeito bioestimulador nas células reticulares
fibroblasticas, ainda ha davidas quanto a dependéncia do estado fisiolégico das
células. Um estudo feito com queloides humanos revelou que o estado fisioldgico
das células afeta os resultados do efeito do laser de baixa poténcia e que as
células de alta taxa metabdlica e ciclo celular curto ndo respondem ao tratamento
com laser. Com dose de 3J reduziu significativamente a morte celular, mas nao

estimulou o ciclo celular. Mas com dose de 21J os efeitos foram negativos nas
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células, pois aumentou a morte celular e inibiu a proliferagéo celular (Frigo et al.
2010). Na presente pesquisa, com o laser vermelho ou laser infravermelho 1 dose
de 4J o efeito tardio foi a diminuicdo do numero de fribroblastos e com a
combinacdo do vermelho e infravermelho também reduziu. Com 8 doses de 4J
cada, em 8 dias consecutivos, observou-se diminuicdo do nimero de fibroblastos
com o laser vermelho ou vermelho e combinados. Portanto, o terapeuta deve
decidir a dose e o tipo de laser baseado no objetivo terapéutico.

Na analise da intensidade da expressao das fibras colagenas (colageno
tipo 1) no tecido conjuntivo da laringe de suinos apos a aplicagdo do laser de baixa
poténcia, observou-se aumento na intensidade das fibras coldgenas na aplicacéo
do laser infravermelho e a aplicacdo combinada do laser vermelho e diminuicédo
na aplicacao do infravermelho como efeito agudo de 8 doses. Como efeito tardio,
apos oito doses de aplicacdo, observou-se um aumento na intensidade da
expressao das fibras colagenas em todas as aplicacdes (LV, LIV e LV+LIV). Se o
objetivo terapéutico for o aumento de fibras colagenas pode-se sugerir para efeito
agudo o laser infravermelho ou a combinacéo do laser vermelho e infravermelho 8
doses de 4J e, para o efeito tardio, os trés lasers (LV, LIV e LV+LIV), 8 doses de
4). Se o objetivo for a reorganizar da deposicdo de fibras colagenas, para
promover a regeneracdo do tecido, sem cicatriz, provavelmente, o comprimento
de onda mais indicado, no efeito agudo, sejam mudultiplas aplicacbes do
infravermelho, nesse tratamento proposto. E no efeito tardio sejam multiplas
aplicagcdes do LV+LIV.

Com relacdo as fibras do sistema elastico, observou-se auséncia de
variacdo no efeito agudo com dose do LV, LIV ou LV+LIV, aumento da
intensidade das fibras elasticas no efeito agudo com as mdltiplas doses do LIV na
comparagao com LV+LIV. Auséncia de variacdo da intensidade no efeito tardio
dose unica LV, LIV, LV+LIV e aumentou da intensidade no efeito tardio multiplas
doses no LIV quando comparado ao LV+LIV. Se o objetivo terapéutico for o
aumento das fibras elasticas, pode-se sugerir como tratamento, tendo melhor
efeito agudo ou tardio, 8 doses de 4J do laser infravermelho.

Na intensidade das fibras nervosas na mucosa foi observado o aumento
como resultado do efeito tardio apds 8 doses da aplicacdo do laser vermelho em

comparagcao ao grupo controle. Se o objetivo terapéutico for o aumento das fibras

70



nervosas, pode-se sugerir como melhor tratamento 8 doses de 4J de laser
vermelho, como efeito tardio.

Na observacdo da intensidade das células em mitose associadas a
mucosa, houve aumento do total de células nas multiplas aplica¢cdes de LV+LIV,
comparado ao controle e ao LIV, no efeito agudo e aumentou do total de células
em mitose no LV em comparacdo ao LV+LIV, no efeito tardio multiplas doses. Se
0 objetivo terapéutico for o aumento de células em mitose na mucosa, pode-se
sugerir como melhor tratamento no efeito agudo mudltiplas aplicacdes de 4J de
LV+LIV e no efeito tardio, multiplas aplicac6es de 4J do laser vermelho.

Na avaliacdo qualitativa do tecido conjuntivo sobre o efeito do LBP, foi
possivel observar edema intersticial nas mucosas do grupo controle e dos animais
tratados com 8 doses dos trés LBPs (LV, LIV, LV+LIV, efeito agudo, também nos
animais tratados com 1 dose do LV, efeito agudo, edema na mucosa com a dose
Gnica do LV, LIV e LV+LIV, efeito tardio. E ainda, edema nas mdultiplas doses do
LIV efeito tardio. Contrariamente, nas multiplas doses do LV ou LV+LIV, efeito
tardio ndo foram observados edemas. As células migratorias (leucocitos)
apresentaram-se mais esparsas na mucosa profunda e mais expressivas na
mucosa superficial. Contudo nenhum dos tratamentos com LBPs ou o grupo
controle apresentaram infiltrados inflamatorios.

No tecido muscular estriado, observou-se diminuicdo no total de fibras
musculares estriadas no efeito agudo com a dose Unica do LV e LIV, comparados
com LV+LIV, ndo houve diferenca entre os LPBs e o grupo controle no efeito
agudo com a dose Unica. E auséncia de diferenca entre os grupos para o efeito
tardio da dose Unica ou, agudo e tardio, para as multiplas doses.

Neste estudo verificou-se aumento no total de mionucleos no efeito
agudo com 8 doses do LV na comparacdo com o grupo controle, mas ndo com 0s
demais LBPs. Além disso, aumento com LV, LIV ou LV+LIV no efeito tardio 1
dose comparados ao controle e no efeito tardio 8 doses de LIV, comparado com o
LV ou LV+LIV. Os mionucleos sédo nucleos adicionais encontrados dentro das
fiboras musculares. O aumento de miondcleos, conhecido como hipertrofia
mionuclear, ocorre em resposta ao treinamento de resisténcia e ao crescimento
muscular. Quando um muasculo € submetido a um estresse intenso, como 0

levantamento de peso, ocorrem danos nas fibras musculares. Como parte do
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processo de reparo e crescimento muscular, as células musculares ativam células
satélites para se fundirem as fibras musculares existentes, contribuindo com seus
nacleos adicionais. Isso aumenta a capacidade da fibra muscular de sintetizar
proteinas e, consequentemente, promove o crescimento muscular. Em resumo, o
aumento de miondcleos é um mecanismo adaptativo do corpo em resposta ao
treinamento de resisténcia para promover o crescimento muscular (Gondin et al.
2006; Garanhani et al. 2007).

Com relacéo a area das fibras musculares aumentou a area das fibras no
efeito agudo 1 dose do LV e LIV comparado ao controle, no efeito agudo 1 dose
de LIV na comparacdo com LV ou LV+LIV e no efeito agudo multiplas doses de
LV, LIV e LV+LIV na comparacdo com o controle. O aumento também foi
observado no efeito tardio 1 dose de LV comparado ao controle e com ao LIV e
no didmetro das fibras no efeito tardio, mdltiplas doses do LV e LV+LIV
comparados ao grupo controle.

Essa variacdo muscular pode ser justificada por adaptacées fisioldégicas
e/ou metabdlicas promovidas pelo LBP. Um estudo realizado para investigar o
efeito da terapia com laser de baixa intensidade (LLLT) nos marcadores de dano
muscular e desempenho de forca no biceps braquial, com laser de baixa
intensidade (808 nm; 100 mW; 35,7 W/cm2, 357,14 J/cm2 por ponto, energia de 1
J por ponto aplicada por 10s em quatro pontos do ventre do biceps braquial de
cada braco), revelou que houve atenuacao da atividade da CK (creatinoquina) 72
horas apos a aplicacdo do laser, mas nédo teve efeito positivo na recuperacdo do
desempenho de forgca muscular (Felismino et al. 2014). Nesse sentido pode-se
verificar que a regeneracdo do tecido pode resultar em uma reorganizacdo das
fibras musculares existentes. Isso significa que as fibras musculares podem ser
substituidas por tecido cicatricial ou por um numero reduzido de fibras
musculares. Esse processo pode levar a diminui¢éo do total de fibras musculares.
Ainda, o uso do laser de baixa poténcia também pode levar a diminui¢cdo do total
de fibras musculares devido ao efeito do laser na atividade muscular. O laser
pode causar relaxamento ou reducéo da atividade muscular, o que pode resultar
em uma diminuicdo do numero de fibras musculares ativas (Alves et al. 2019). Por
isso a dose utilizada é extremamente importante, pois ela determinara se o efeito

sera de aumento ou reducdo, estimulo, inibicdo ou modulacdo celular. Vale
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lembrar que neste estudo a dose utilizada foi de 4J em dose Unica ou mdltiplas (8
doses em dias consecutivos).

Na presente pesquisa nao foi observada nenhuma diferenca na
integridade, justaposicdo das fibras musculares, apos as aplicagbes do laser de
baixa poténcia. O que mostra um achado importante e positivo com relacdo ao
uso do LBP, visto que a integridade das fibras musculares é importante para o
funcionamento eficiente do musculo. Quando as fibras musculares estdo bem
justapostas, elas podem transmitir forca de forma mais eficaz e coordenada. 1sso
€ essencial para a producdo de movimento e para o desempenho muscular.
Quando ocorre uma lesdo muscular, como uma ruptura de fibras musculares, a
integridade ou justaposicao das fibras musculares fica comprometida, isso pode
ocasionar perda de forca, funcdo e capacidade do muasculo de produzir
movimento adequado. A reabilitacdo de lesbes musculares geralmente envolve a
restauracao da integridade ou justaposicao das fibras musculares. Isso pode ser
alcancado por meio de terapia fisica, exercicios especificos para fortalecer as
fiboras musculares e promover a cicatrizacdo adequada, além de cuidados
adequados com a leséo (Gondin et al. 2006; Garanhani et al. 2007).

Com relacdo a intensidade das fibras nervosas associadas ao musculo
estriado das pregas vocais de suinos, ndo houve variacdo da expressao de fibras
nervosas com 1 dose de forma aguda ou tardia, comparado ao controle ou entre
os LBPs. Houve aumento da expresséao de fibras nervosas efeito agudo 8 doses
do LV ou LV+LIV comparados ao controle e também aumento da expresséo de
fibras nervosas, efeito tardio 8 doses do LV na comparagdo com o grupo controle.

Referente a intensidade de células em mitose associadas ao musculo
estriado das pregas vocais de suinos ndo houve variacdo no total de células em
mitose associadas ao musculo estriado das pregas vocais o efeito agudo e tardio
de 1 dose ou tardio de 8 doses dos LBPs (LV, LIV, LV+LIV), quando comparados
ao controle ou entre os tratamentos. Contudo houve aumento no total de células
em mitose no efeito agudo, 8 doses de LV+LIV na comparacdo com o LIV. A
mitose € um processo fundamental para o crescimento, desenvolvimento e reparo
dos tecidos do corpo. Durante a mitose, as células se dividem em duas células
filhas geneticamente idénticas a célula mae. Esse processo € importante para a

renovacdo e manutencao dos tecidos. Isso pode ocorrer em resposta a lesdes,
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irritacdes ou inflamagdes na laringe. O aumento das células em mitose pode ser
acompanhado por um aumento no numero total de células nos tecidos. No tecido
conjuntivo da laringe, um aumento na quantidade de células em mitose pode
indicar um aumento na atividade de regeneracéo ou reparo do tecido (Marchi et
al. 2012).

Uma revisdo da literatura foi realizada para demonstrar a aplicabilidade
mais atual da laserterapia de baixa intensidade (LLLT) no tratamento de lesdes
musculares esqueléticas, abordando diferentes lasers, parametros de irradiacéo e
resultados de tratamento em modelos animais. Os 17 artigos criticamente
analisados trouxeram como principais efeitos da LLLT a reducdo do processo
inflamatdrio, a modulacdo dos fatores de crescimento e dos fatores reguladores
miogénicos e 0 aumento da angiogénese. Os estudos analisados demonstram 0s
efeitos positivos do laser de baixa poténcia no processo de reparo muscular, que
sdo dependentes da irradiacdo e dos parametros do tratamento. Os achados
sugerem que a LLLT é um excelente recurso terapéutico para o tratamento de
lesbes musculares esqueléticas em curto prazo (Alves et al. 2014). Um estudo
avaliou o efeito no tratamento da fascite plantar da fotobiomodulagdo. Foram
comparadas nove doses de laser de baixa poténcia com saida de 25 W durante
trés semanas e nove doses de laser de baixa poténcia com saida de 10W durante
trés semanas, ambos 0s grupos receberam a mesma dose total (10J/cm2). Foi
observada a reducéo na dor durante as primeiras trés semanas e depois 0S seus
niveis de dor permaneceram estaveis por mais 6 meses (Ketz et al. 2024).

A bioestimulacdo promovida pelo laser de baixa poténcia ainda ndo tem
comprovacao cientifica robusta, contudo, na literatura os achados sugerem a
ocorréncia de alguns eventos celulares, tais como, proliferacao epitelial, endotelial
e fibroblastica, elevada sintese colagénica, diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos movimentagdo celular dos leucdcitos, fibroblastos e células
(Chung et al. 2012).

Os comprimentos de onda mais utilizado na Fonoaudiologia sdo na faixa
do vermelho (635-700 nandmetros) e infravermelho proximo (808-1100
nanémetros). O efeito do laser usado na terapia por fotobiomodulagdo n&o é
térmico e nem ablativo. O laser usado na clinica vocal é de baixa poténcia, sem

efeitos bionegativos sobre o tecido bioldgico, atuando sobretudo no estimulo a
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fisiologia do organismo. O laser é considerado ndo-ionizante, ou seja, ndo tem
capacidade deionizar a matéria, pois provoca excitacdo temporaria da matéria,
mas nao modifica o DNA das células, apenas modifica 0 metabolismo celular, na
estimulagcdo do ATP, promovendo uma modificagdo bioquimica. O estimulo
luminoso é o gatilho para regulacéo celular (Karu & Kolyakov 2005; Henriques et
al. 2010).

Embora os mecanismos celulares associados a fotobiomodula¢do ainda
nao sejam cientificamente explicados, a literatura reitera que a absor¢céo do
vermelho e do infravermelho ocorra na mitocéndria, mais precisamente na cadeia
respiratoria, favorecendo a producdo de adenosina trifosfato (ATP), a regulacéo
do pH intracelular, a ativacdo de mecanismos antioxidantes e a recuperacao da
homeostase celular (Vanin et al. 2017; Leal-Junior et al. 2019). Pesquisas
apontam que, resultados positivos com o uso da fotobiomodulacdo séo
encontrados nas faixas de comprimento de onda de 655 a 950nm, em uma faixa
de dose de energia de 20 a 60J para pequenos grupos musculares e de 60 a
300J para grandes grupos musculares e poténcia maxima de 200 mW por diodo
(LED) (Behlau et al. 2022).

Um estudo de Lou et al. 2019a, foi realizado com as células epiteliais
primarias de pregas vocais obtidas de um paciente do sexo masculino, 58 anos,
gue foi diagnosticado com carcinoma poés-cricéide sem envolvimento das pregas
vocais e submetido a laringectomia total. As células foram irradiadas em
comprimento de onda de 635 nm (laser vermelho) com fluéncias de 1, 4, 8, 12, 16
e 20 J/cm2 (50 mW/cm2), que correspondem a tempos de irradiacdo de 20, 80,
160, 240, 320, e 400 segundos, respectivamente. A irradiacdo com doses de 8
J/icm2 resultou em aumento da proliferacao celular, com aumento das diferencas
com doses subsequentes as 48 e 72 horas apoés a irradiacdo. Também mostrou
aumento da migragao celular e a expressdo de alguns genes, como EGF, TGF-
B1, TGF-B3 e IL-10, envolvidos no processo de cicatrizacdo tecidual. O estudo
concluiu que o uso do laser de baixa poténcia no tratamento proposto foi capaz de
estimular a proliferacdo e migracdo de células epiteliais das pregas vocais
humanas em cultura, bem como aumentar a expressdo de alguns genes

envolvidos no processo de cicatrizacdo tecidual. Além disso, tratamentos
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sucessivos a laser em intervalos de 24 horas tém um efeito benéfico aditivo na
cicatrizacdo de tecidos lesionados.

Outro estudo de Lou et al. (2019b) avaliou os provaveis efeitos
cicatrizantes do LBP nas pregas vocais por meio de experimentos in vivo e in
vitro. No estudo in vivo, fibroblastos de prega vocal foram irradiados sob laser
com comprimento de onda de 635nm e densidade de energia 8J/cm2. No estudo
in vitro com 15 coelhos, a lamina propria das pregas vocais esquerdas foram
retiradas unilateralmente e 6 delas foram tratados com LPB. Os outros trés foram
utilizados como controle. Apés 3 meses todos os animais foram sacrificados para
obtencao dos resultados. No estudo observou-se que a irradiacdo de 8J resultou
em aumento na proliferacdo celular. A diferenca entre grupo experimental e
controle tornou-se maior apds 48 e 72h de irradiacdo subsequente. O exame
histolégico mostrou que, em comparacao ao grupo de lesdo, o acido hialurdnico
aumentou, a deposicdo de colageno diminuiu e a configuracdo do colageno foi
mais organizada no tratamento com LBP.

Um estudo de Kagan e Heaton (2017) investigou se o LBP atenuaria 0s
sintomas de fadiga vocal. O estudo foi realizado com 16 adultos vocalmente
saudaveis, a triagem feita com o protocolo CAPE-V (Consensus Auditory-
Perceptual Evaluation of Voice) e teste de sensibilidade a luz, divididos em 4
grupos: vermelho, infravermelho, aquecimento e controle. As irradiagbes com 0s
diferentes comprimentos de onda do LPB foram realizadas apds protocolo de
sobrecarga vocal, a saber, leitura em voz alta por 15 minutos, com pausas de 5
minutos, repetidos pelos sujeitos por 3 vezes e um volume de 75dB. Utilizou-se
equipamento de LED para irradiacédo por 20 minutos. A primeira avaliacdo ocorreu
logo apds a irradiacdo e a segunda avaliacao foi feita 1 hora apés a irradiacao. A
luz vermelha se mostrou mais eficaz nos marcadores de todos os efeitos
pesquisados, ndo houve resultado significativo imediatamente apds a aplicacao,
as melhores respostas foram obtidas apos 1 hora da irradiacéo.

O laser de baixa poténcia possui a¢des indiretas que podem proporcionar
efeitos fisioldgicos tais como estimulo da microcirculacdo promover o aumento da
vasodilatagdo e, consequentemente o aumento da temperatura. No grupo
estudado, suinos, esse aumento de temperatura nao foi constante e nao foi linear,

houve uma variacdo na temperatura. Os suinos tém uma grande variacdo da
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temperatura e uma grande tendéncia para a termorregulagdo, o que pode ter
contribuido para os achados desse estudo.

Os lasers de baixa poténcia tanto o vermelho, como o infravermelho tem
efeitos antiedematosos, o que pode ter contribuido para os dados encontrados
nesse estudo, com relagdo a largura da mucosa.

A Dbioestimulacdo promovida pelo LBP ainda ndo tem comprovacao
cientifica robusta, contudo, na literatura os achados sugerem a ocorréncia de
alguns eventos celulares, tais como, proliferacdo epitelial, endotelial e
fibroblastica, elevada sintese colagénica, diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos movimentacdo celular dos leucécitos, fibroblastos e células
epiteliais e aumento da atividade fagocitaria dos macréfagos. Aléem disso, as
acOes vasculares (angiogénese e vasodilatagcdo), que sdo importantes no
processo de reparo tecidual.

Neste estudo, com a dose e tratamento propostos, foi possivel verificar
modificacBes celulares como efeito agudo e tardio do laser de baixa poténcia.
Esses achados mostram que o efeito biologico do laser depende da dosimetria
(tempo, energia e poténcia) e vai ao encontro da Lei de Arndt-Schultz que afirma
gue se os parametros ndo estiverem dentro da janela terapéutica, ndo existirdo
efeitos ou os efeitos serdo inibitérios. A janela terapéutica propde que estimulos
fracos aceleram atividade vital e estimulos mais fortes aumentam, até que um
pico seja alcangado. Estimulos mais fortes suprimem o efeito, aparecendo uma
resposta negativa ou inibitéria de algum tratamento, assim sendo, o laser de baixa
poténcia tem Influéncia sobre as funcdes celulares, no processo de estimulagéo,
modulacéo e/ou inibicdo nos processos bioldgicos.

Com os resultados deste estudo, comparando grupo controle com grupos
experimentais, pode-se afirmar que o efeito do laser na temperatura da laringe
depende da variavel idade. Nos jovens o efeito do laser é observado mesmo com
doses mais baixas (dose Unica ou multiplas). Ja nos adultos os efeitos sdo mais

observados em multiplas doses.
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6. CONCLUSAO



Os resultados da avaliacdo do efeito dos LBPs (LV, LIV) isolados ou
combinados (LV+LIV) nos suinos permitiram as seguintes conclusdes:
1. Avaliacao clinica: temperatura basal foi 12% maior nos suinos jovens; os LBPs
isolados causaram eritema e vermelhidao cuténea transitérios (4 animais);

2. Termografia: dose Unica/LV 1 temperatura nos suinos jovens, assim como as

multiplas doses dos LBPS; nos adultos/8 doses a temperatura 1 LIV e LV+LIV. Largura

da mucosa: efeito agudo/l dose/LIV | mucosa (LIV < LV+LIV e C), | edema; efeito

agudo/8 doses/LBPs | mucosa (LBPs < C), | edema e 1 matriz extracelular; efeito tardio
| mucosacom1 (LV e LV+LIV < C) e 8 doses (LV+LIV < C);

3. Tecido conjuntivo: 1 dose/LBPs/agudo ou tardio ndo afetou os

fibroblastos/fibrocitos, a mitose, as fibras coldgenas, elasticas e nervosas; 8
doses/LBPs/agudo ndo afetaram os fibroblastos/fibrécitos e fibras nervosas (LBPs = C), o
LIV 1 colagenas e elasticas (LIV > LV+LIV), os LBPs combinados 1 mitose (LV+LIV > LIV
e C); efeito tardio/LV+LIV/8 doses 1 fibroblastos/fibrécitos (LV+LIV > LV, LIV e C), as
fibras colagenas (LV+LIV > LV e C) e elasticas (LV+LIV > C) e | mitose (LV+LIV <LV); o
LV 1 fibras nervosas (LV > C);

4. Mdasculo estriado da prega vocal: efeito _agudo e tardio/LBPs/1 dose causou

hipertrofia (LBPs > C), | total/area das fibras (LBPs < C), ndo afetou os mionucleos,
integridade/justaposicéo das fibras, fibras nervosas ou as células mitéticas (LBPs = C); de

forma aguda, 8 doses dos LBPs nao afetaram o total, a integridade/justaposicao (LBPs =

C), mas hipertrofiaram as fibras (LBPs > C); isolados ou combinados, os LBPs 1
mionucleos (LV > C), fibras nervosas (LV e LV+LIV > C) e mitose (LV+LIV > LIV); efeito

tardio/LBPs/8 doses ndo afetaram o total, integridade/justaposicdo das fibras e células

mitoticas, os lasers isolados 1 mionucleos (LV e LIV > C), o LIV e os LBPs combinados 1
area das fibras (LIV e LV+LIV > C), LV 1 fibras nervosas (LV > C) e LIV 1 miondcleos (LIV
> LV e LV+LIV);

O efeito tardio de 1 ou 8 doses dos LBPs foi avaliado em animais adultos,

cuja intervencdo ocorreu 91 dias antes da morte dos animais, enquanto que o

efeito aqgudo foi considerado em animais adultos, cuja intervencao foi realizada

entre 24 horas (dose Unica) ou 8 dias (8 doses) antes da morte.

O conjunto dos resultados mostrou que a dose Unica no efeito tardio dos
LBPs foi capaz de diminuir a largura da mucosa, possivelmente pelo maior
metabolismo inerente aos jovens (temperatura 12% maior que 0s adultos).
Diferentemente, da dose Unica, as mdultiplas doses dos LBPs aumentaram a

matriz extracelular, pelo maior nimero de mioblastos, promoveram a formacéo de
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novos vasos (mucosa e musculo estriado) e a hipertrofia da fibra muscular por
proliferacdo de mioblastos.

O efeito tardio dos LBPs, pontualmente ou ao longo de 8 dias,
possivelmente, concorreu com fatores intrinsecos dos animais em crescimento
(maior agressividade, vocalizacdo aguda e continua) e ambientais (clima,
alimentacdo, imunizacéo) que, em conjunto, influenciaram a estrutura dos tecidos
laringeos ao longo dos 90 dias até a morte.

O conjunto dos resultados mostrou que a dose Unica dos LBPs, de forma
aguda, foi capaz de aumentar a producao da matriz extracelular, por estimular a
atividade metabdlica de fibroblastos/fibrocitos (em repouso) no tecido conjuntivo,
por estimular os angioblastos (pericitos) na formacdo de novos vasos, mas
também pela reducdo do edema, sobretudo com o LIV. No musculo estriado, a
dose Unica hipertrofiou as fibras estriadas, possivelmente por ativar a producao
das proteinas das miofibrilas na auséncia da proliferacdo dos mioblastos.

As multiplas doses dos LBPs nos animais adultos (efeito agudo) foram
capazes de reduzir o edema intersticial, possivelmente pela formacdo de novos
vasos na mucosa laringea. Quanto ao musculo da prega vocal, as multiplas doses
aplicadas nos adultos, causaram a hipertrofia das fibras estriadas por estimular a
proliferacdo dos mioblastos quiescentes, por aumentar a expressao de fibras
nervosas e por estimular a neovascularizagdo em torno do masculo
tireoaritendideo.

Diante dos achados considera-se a utilizagdo de dose Unica ou multiplas
doses, sobretudo, no tratamento das disfonias inflamatérias (nédulos, pélipos,
edemas, paresias e paralisias, por refluxo gastroesofagico e/ou laringo-faringeo,
em decorréncia de inflamacdes de vias aéreas), enquanto que mdultiplas doses na
melhoria funcional em individuos com alta demanda vocal.

Sugere-se futuras pesquisas que analisem mediadores quimicos,
enzimas, espécies reativas de oxigénio e efeito do laser nas glandulas tireoides e

paratireoides.
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7. LIMITACOES E PERSPECTIVAS



7.1. Limitacbes do estudo

A realizacdo de estudos experimentais com suinos € algo oneroso,
devido aos custos com alimentacdo, cuidados veterinarios e instalacdes
adequadas para os animais. Além disso, a quantidade (n) de suinos utilizados em
cada grupo foi pequena e, devido aos métodos histoldgicos utilizados em nos
grupos, alguns materiais foram perdidos. Pela andlise estatistica foi possivel
perceber algumas tendéncias de resultados que, se o numero de suinos fosse
maior, os resultados poderiam ter sido confirmados, comprovados.

Por ter sido um estudo realizado em um periodo de 3 meses para a coleta
dos dados, a logistica foi um grande desafio. O uso de animais em experimentos
aborda questdes éticas e de bem-estar animal e, faz-se necesséario seguir
diretrizes rigorosas, o que dificultou a coleta de dados, principalmente porque a
pesquisa foi realizada em um periodo de pandemia no Brasil. Os resultados
obtidos em experimentos com suinos ndo sdo diretamente aplicaveis a outras
espécies, incluindo humanos.

Os resultados obtidos com o laser de baixa poténcia também podem
variar de acordo com alguns aspectos individuais (fototipo de pele, peso, idade
entre outros). Portanto, € importante interpretar os resultados com cautela e
considerar outras fontes de evidéncia, ndo sendo possivel generalizar os
resultados encontrados nesta pesquisa. O efeito do laser de baixa poténcia pode
depender de varios parametros, como a poténcia, a duracdo do tratamento e a
frequéncia de aplicagdo. Nos estudos disponiveis na literatura observa-se grande
variacdo nos parametros do laser, o que dificultou a comparacédo dos resultados
desta pesquisa.

Nos estudos experimentais disponiveis, € comum comparar o efeito do
laser de baixa poténcia com um grupo controle que nao recebe o tratamento.
Contudo, pode ser desafiador estabelecer um grupo controle adequado, pois o
efeito do laser de baixa poténcia € influenciado por fatores externos,
caracteristicas individuais e variaveis ndo controladas.

No que se refere a fototermografia, a interpretacdo dos resultados dos
estudos experimentais com suinos e pode ser complexa, pois envolve diferentes
fatores, tais como a temperatura ambiente, a salde do suino e o manejo prévio,

gue podem afetar os resultados e dificultar a atribuicdo de causas especificas.
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Neste estudo, o equipamento de laser utilizado estava configurado com a
antiga programacao oferecida pela empresa do laser (DMC), em que as doses de
LV e LIV eram oferecidas pelo equipamento sem reduzirem a fluéncia. Por
exemplo, quando a programagdo de 4J + 4J (LV+LIV) era feita, o aparelho
irradiava 4J ao mesmo tempo. Atualmente, essa configuracdo mudou e nao é
mais possivel irradiar os 4J combinados, deve-se programar as duas luzes em 9 J
e a saida sera de 4,5J, ou seja, reduzida pela metade. Portanto, neste estudo, o
LV e o LIV podem ter interferido nos efeitos de cada luz, quando combinados

Vale ressaltar que o laser de baixa poténcia tem sido amplamente
estudado em varias areas salude e da pesquisa e suas limitacbes podem variar

dependendo do contexto especifico de cada estudo.

7.2. Perspectivas do estudo

Diante do exposto, foi possivel propor um direcionador clinico para a area de voz,
baseado nos efeitos do LBP na temperatura e nos tecidos da laringe de suinos (Anexo
V), no entanto, sdo necessarios estudos clinicos com seres humanos para a proposicao

de um protocolo visado ao tratamento das disfonias e performance vocal.

Tabela 19. Proposta de protocolo para utilizar os LBPs no tratamento de condi¢des
clinicas que afetam as pregas vocais.

CONDICOES CLINICAS JOVENS ADULTOS
Disfonias inflamatérias LIV (dose Unica / 4J)
(nédulos, pélipos, edemas, ou LIV (8 doses / 4J)
IVAs, DRGE e RFL) LIV (8 doses / 4J)
Sulcos em pregas vocais LIV (8 doses / 4J)

Paralisia e paresia em

oregas vocais LV ou LIV (8 doses / 4J)

Preferencialmente, LIV (8 doses / 4J) .
ou Preferencialmente

LIV (dose Unica / 4J) LIV (8 doses / 4J)

Performance e
condicionamento vocal

IVAs; inflamacdes das vias aéreas; DRGE: doencga do refluxo gastro-esofagico com sintomas vocais; RFL: refluxo faringo-
laringeo com sintomas vocais; LV: laser vermelho; LIV: laser infravermelho
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ANEXO A

Declaracdo do comité de ética

=

Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biologicas
Comissdo de Etica no Uso Animal
Brasilia, 07 de agosto de 2020.
DECLARACAO
Decl. que o projeto intitulado “EFEITO DO LASER DE BAIXA POTENCIA NA LARINGE DE SUINOS”, Protocolo n.2 004/2020, sob

responsabilidade do Professor Dr. André Luiz Lopes Sampaio, foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade de Brasilia. Este projeto foi aprovado para utilizagdo de Sus scrofa domesticus (65 machos). A presente declaragdo é vélida pelo

periodo de: 01/01/2021 a 20/02/2024.

f ,

Dr. José Luiz Jivago de Paula Rolo

Coordenador da CEUA - UnB

*Este & restringe 3 avaliagho ctica do projeto supracitado ¢ o substitus cutras licengas ¢ permasdes Que porventura sc facam pecessinas
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ANEXO B

TERMO DE CONCORDANCIA

TERMO DE CONCORDANCIA DA FAZENDA
MIUNCA

O senmbor VALDEMIR MARTINS, gerente da FAZENDA MIUNCA, cstd de acordo com a
realizacio, nosta farends. ds pssquisa EFEITO DA FOTOBIOMODULACAO NA LARINGE DE SUINOS do
responsabilidade do(a) pesquisados(a) ANA CAROLINA NASCIMENTO FERNANDES, para
realk de sua pesqui de doutorado, apés aprovagdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Brasilia (CEL A

O estudo envolve aplicagiio de laser de baixa potencia (LBP) em trés pontos da laringe
de suinos. Tem duragiio de 180 dias, com previsSo de inicio para Novembro/2020.

Brasilia, 25 / MAIO 7 2020

(?w responsdvel pela Fazenda Miunga
A l‘&f’t(li_.c/l;_ﬂmxxifyéi CPFooZA83 4z a3

Nome/Assinatura

Chefia responsével pelo Laboratério de Ensino e Pesquisa em Ororrinolaringologia (LEPO)

" Nomec/Assinatura/
Pesquisador Responsdvel pelo protocolo de pesquisas i
Assinatura
ANA CAROLINA N, FERNANDES
CPF: 739.917.593-49
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ANEXO C

ARTIGO 1 (PUBLICADO)

ARTICLE IN PRESS
Methodological Approaches for Vocal Folds Experiments in

Laryngology: A Scoping Review

“Ana Carolina Mascimento Fernandes, "Marcus Vinicius Nascimento Ferreira, “Lucieny Silva Martins Serra,
'Selma Aparecida Souza Kuckelhaus, 'Eduarde Magalhaes da Silva, and “André Luiz Lopes Sampaio, =

145 || Brziit

Summary; Objective. The aim of this sty was Lo deseribe the methedological approaches adopted in experi-
mental researches in iryngoloey intervention studies,

Methods The siudy was performed as a scoping review nsng the elecirons databases Medline (PubMed), Wb
of Science. Embase, BioMed Central and SO0PUS. These databases were manually searched from 1993 {or its
inception) until the most recently published articles in June 2022, The inclusion ¢riteria were os follows: ah studies
performed with animal moslels inovoice andior larynx therapy, inlervention andior surgery; b stsbies with partici-
pant populations composed with animals o) siudies containimg onginal research; o) siudses performed with a beast
o objective measurement for treatment and or miervention; ) studies reporting at least one method of laryox
intervendion: and I publications written in English, Spanish or Poriuguese. The exclusion criteria were as Follows:
np studies considering without any objective intervention and or treatment;, b) studies without animal models: and
hstudies that reviewed articles or books, These criberin were s2t 1o increase inter-study comparabality,

Results. There were found 26 studies that showed that m experinsental laryngology. There were etrieved four
miin ¢haracteristics in the retrieved studies. 1t was observed five major groups of expenmental models used for
nssessing vacal folds: dog (38,590, ratfmouse (23,1%), pig (23 1%, rabbit (19.2%), human (11,5%), ond sheep
(380 In addition, thres characteristics were observed: sample (up to 20 subjects 88,595, type ol surgerylinter-
vention (1) and duration (up 1o 3 days 61.54%).

Conclusion. [ cxperimenial laryngology, the stale of the an s grounded on mainly indog. ratand pig in vecal
felds assessment, Up o 200 subjects, surgeryfintervention and experimental trial asting ne more than 30 dayvs are
frequent methodological approaches in this research field

INTRODUCTION
The wse of animals in research s important for enabling the
development o new drogs, therapy. surgeries and treal-
ments. 1t helps scientists undersiand better the human biol-
ogy and health amd enpbles desting the efectivensss and
safety of new methads making themn possble do the clinicl
applicabiliny.'

According 1o the lterature, the rat and mouse are the
miost frequently wsed animials. The rabbit, dog and pig fol-
lovwr the list in English language references. In the databazes
of Latin American Hienstiure, the dog exceeds the number of
ctations of rabbits and swine. Primates ane a minority in
citptions in all databases, Svstematic reviews alse have the

Acapied (o pehlication Jaly 24, 1003

Fursding: This stisdy bas no specilic sappar. Ana Caroling Mascimenio Feraandes
poceived o PRl Suden scheda Troms the Mational Coumsel of Technokgionl and
Sl Devclopracnl 10 WPy prog. 1438550003

From ibe *lLabonaiory of Teaching sd Resarch in CHorhinokeryrgalegy, Facdiy
of Medieme, Unmrematy of Hrasdudind - Darcy Eikeiro Deiversty ©3
fRlgalih, Phipseal acviviny ard Bofa vied Basa Aorh (MEALTRCY -BR A groap. Lisiear-
sidack: Foderal do Tocaimins, Toganins. Brosl: [YouhA ik Cafiovealar Risl
i Errviredn Y CARE) Resounch . Sehool of Medicne. Faculfad: dc
hdodimm Ln maide e S Fasle, Sac k1. Bracd; SFuuky of Modiane, Un-
wersity of Hrasifiadnfl - Darcy Bibeirn Universiy Campo: asd ibe |Speeck Las-
puagedtthalygy Uoersa, Liniversiy of Brodbe, Pacebibals o Coikinda, Nraalia ¢
IOF. Brasl,

Addiess porseipandeno: and Teprint seqies 18 Ada Coroling Mesdimems Fer-
narsds, Lubsmalieie de Eesoe ¢ Foapia an (omioekrisgokopia, Froakdade &
biodiim Ummersidade de Brsibs. Cimpe Universideie Daney Bibeo, Aca
Horte, Hrasl D3 F, Braol, 70910088, Eoalk (0 malermurakesimgnailoom

Fovrnal of Vedoo, Yol HEL Mo BE. b BE-

ARET-1F7

B 2002 The Wi Fouisadanio. [Fuf ol by Ebsesien D, &I i ghis sesemved

bunprectdi oo Mg ook 30T i

highest number of citigiens in the rat, the other species ane
cited under equal conditions. The vocal folds of rats have
three lavers, with a morphology and composition of filbrous
proteins similar o the laryngeal mucesa and the healing
process in the vocal folds of rafs, evaluating hyaluronic
ackl, type T eollagen, type I collagen and likronectin, The
relationship berween humans and andmals of ather species
lsas gained, over time, more defined contowrs, the exploita-
tion of other species hos rules and established cthics.” the
induction of the results of the animal for the human species
musl have clear and objective criterta to be falfilled.”

In experimental studies related o Laryngology, it is
observed that the histology of the vocal folds of the swine,
ais well ps the dimensions of the larymx, pre the ones that
come closest 10 that of humans, This affirmation does not
mean that this angmal s pecessanly the best moded for plo-
mafion sudies, in regard 10 clements such as intrinsic
musckes of the laryna, the thickness of the vacal fold, quan-
tity of layers, but the intrinsic musculature of the swine lar-
yox his samiblariises with that of humans i erms of orging
and insertions. Based on histological and  stroboscopic
nspects, the dog is a moded that best approximates the ideal.
In addition to that, the swine is an exezllent mode] for study-
ing vocal fold healing, as 11 presents laryng size and hestolog-
jeal structure of the larvngeal muwcosa similar to that of
humians, that the wound healing process in swine is similar
1 that of humans, as well as the plan ol dissection, so that it
is i Feasible model Tor traimimg ard mmproving surgical skills
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[Introduction: The vocal folds are mirinsically associated wih the thyroarytenold muscle.
'During phanation, microlesons and inflammations can occur due to excessive voics
|izsa, which can hinder the correct wvibration of the mucosa and alier the voice quality. In

addtion 1o vocal hygiene and exercises to reduce phonatory effort, resources such as

{lowelevel laser tharapy (LLLT) are being used in cinical settings. LLLT has been
{reported 1o have a biomadulatory action that can reduce pain and edema in the laryr
[ by accelerating the inflammatory process through lemperature variation. This study
(amed to evaluate the lemperature before and afler the application of single or multiphs
‘doses of red (RL) and infrared (IRL) In the laryngeal lissues of swine. Malerals and
{Method: This descriptive and comparative study was conducted at NuPMIA - FM/UnB
‘and 8t Granja Miunga, located in the rural region of Brasila, The animals were
‘randomly divided #ito 13 groups (n = 5) to evaluate the temperature of tha lenynx

before and after LLLT treatment using phototharmographic analysis. Resubs: The

| study showad the thermoregulatary effect of the laser as an acute response to 1 and &
‘dases of LLLT in the swine larynx. 1 dose of RL increased the temperature of the
|young animals (p = 0.0318); Multiple doses of IRL increased the laryngeal temperature
(of the adult group by 2.1%, with differences between the applications (paired Hest, p =
10.0208). In the combination of lasers (RLYRL), the laryngeal temperaiure in the group
“of aduk animals in d by 0.9%, b e mnimum and maximum temparalure
| bafore apphcation, and betwaen the minimum and maximum temperature after LLLT.
‘Thare was a tiflerence batwesn tha mean temperatures befora (p = 0.0010) and after
‘the combined (RL+IRL) (p = 0.0025). Also, the results showed that young animals with

no LLLT treatment had 12% higher temparature {35.7 + 1.7 °C) than adult animals no

treatment (31.2£1.9). Interpretation: The resuks cemonsirated that thers is an ncrease
‘and decrease in laryngeal temperature after different low-level laser therapy

[ application prolocols and af dfferent doses. These findings could provide a clinical

| guide for the use of LLLT in bumans,
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ANEXO E

ENSAIO PRE-CLINICO COM SUINOS

Efeito agudo e tardio dos LBPs, in vivo

Objetivo Suinos Doses (4 J) Tratamento
1 LV
Avaliar o efeito agudo dos Jovens
LBP na temperatura da 8 LBPs
laringe
Adultos 8 LIV ou LV + LIV

Efeito agudo e tardio dos LBPs nos tecidos laringeos

Ensaio Efeito Doses (4J) | Tratamento
agudo é
Largura da mucosa 1
tardi
ardio 8
1
. . . R agudo
Células mitose associadas a 8
mucosa . 1
tardio
8
- _ 1
Quantificacdo dos fibroblastos, agudo 3 LV
fiboras nervosas (mucosa e 1 LIV
musculo da prega vocal) tardio 3 LV+LIV
agudo 1
Intensidade das fibras de g 8
colageno, elasticas e reticulares i 1
tardio
8
. o . 1
Quantificagdo das fibras agudo 3
musculares estriadas, area e 1
mionucleos tardio 3
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