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RESUMO

Pinto NC. Analise do efeito do laser de alta poténcia em valvas mitrais cardiacas de suinos:
estudo experimental [tese]. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Medicina, 2014.

Introducdo e Objetivo: No Brasil, procedimentos valvares representam no minimo 30% das
cirurgias cardiacas realizadas no pais. Em nosso meio ainda predominam as lesGes valvares
decorrentes da febre reumatica e doencas degenerativas. Nos pacientes reumaticos, a valva mitral
€ a mais acometida, predominando a estenose devido a fusdo comissural e lesGes no plano
subvalvar; porém espessamento e retracdo de clspides também sédo comuns, determinando dupla
lesdo ou insuficiéncia desta valva. Em processos degenerativos, as cordas tendineas podem se
apresentar alongadas. Na tentativa de utilizacdo futura do laser como método auxiliar na correcéo
cirirgica dessas valvopatias, iniciamos estudo experimental com o objetivo de comparar
histologicamente o tecido valvar mitral de suinos (cordas tendineas e cuspides) submetido com e
sem o laser de alta poténcia (LAP). Métodos: Foram estudadas cordas tendineas e cuspides
mitrais de suinos jovens e saudaveis, divididos em 6 grupos: G1-Aplicacdo do laser em cordas
tendineas com o tempo de 15 s; G2- Aplicacdo do laser em cordas tendineas com o tempo de 20
s; G3- Aplicacdo do laser em cordas tendineas com o tempo de 30 s; G4- Grupo controle
relacionado a G1, G2 e G3; G5- Grupo cuspide submetido a corte com lamina de bisturi; G6-
Grupo cuspide submetido a corte com laser. As cordas tendineas dos grupos G1, G2 e G3
receberam tratamento com laser de diodo (A=980 nm, P=3,0 W) e o grupo G6 com laser de diodo
em outros pardmetros (A=980 nm, P=9,0 W, T=12s). Termografia e tomografia por coeréncia
Optica foram utilizadas durante o experimento. Parte da amostra foi preservada em formaldeido e
glutaraldeido para andlise microscopica e a outra parte foi preservada em solugédo fisioldgica
0,9% para analise mecanica. Resultados: Houve um decréscimo significante no comprimento das
cordas tendineas apos aplicagdo do laser quando comparado ao comprimento inicial (p=0,005 em
G1 e G2 e p=0,004 em G3). A microscopia Optica, G1, G2 e G3 apresentaram areas hialinas
ocupando quase a totalidade da espessura da corda, quando coradas pela Hematoxilina-Eosina
(HE), areas vermelho-escura na regido central da corda quando coradas pelo Tricrémico de

Masson e areas com birrefringéncia diminuida quando coradas pelo Picrosirius vermelho. Na



avaliagdo mecénica, 0os grupos lasers apresentaram diminuicdo da rigidez do material, assim
como na forca méxima durante a ruptura, entretanto o deslocamento foi maior em relacdo ao
grupo controle (p=0,005). No G5, evidenciamos auséncia de qualquer alteracdo histologica. No
G6 foram identificadas areas de menor birrefringéncia do coldgeno quando corado pelo
Picrosirius vermelho, areas estas que apresentavam aspecto basofilico hialino no HE e coloragdo
vermelho-escura ao Tricromico de Masson. Concluséo: As cordas tendineas de valvas mitrais de
suinos submetidas ao laser de alta poténcia apresentaram reducdo do seu comprimento final,
diminuicdo na birrefringéncia e alteracdo na distribuicdo dos feixes de colageno. Além disso,
apresentaram queda da rigidez, maior fragilidade de rotura e maior deslocamento ao teste de
tracdo mecanica quando comparada ao grupo controle. Com relacdo as cuspides, os danos
térmicos encontrados no grupo corte com laser de alta poténcia foram maiores do que em relacéo

ao bisturi de lamina, quando evidenciados pela microscopia Optica.

Descritores: Estenose da valva mitral; Cordas tendinosas; Terapia a laser; Febre reumatica;

Insuficiéncia da valva mitral; Valva mitral; VValvas cardiacas; Suinos.



SUMMARY

Pinto NC. Analysis of high power laser effect in swine cardiac mitral valves: experimental study

[thesis]. S&o Paulo: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Medicina; 2014.

Introduction and Objective: In Brazil, valvar procedures represent at least 30% of cardiac
surgeries performed in the country. It still predominate valvar lesions resulting from rheumatic
fever and degenerative diseases. In rheumatic patients, the mitral valve is the most affected,
predominantly stenosis due to commissural fusion and lesions in the subvalvar plane, however,
thickening and retraction of the leaflets are also common, causing double lesion or mitral
insufficiency. In degenerative process, the chordae tendineae may present elongated. In an
attempt to further use of the laser as an auxiliary method in the surgical correction of valvar heart
disease, we started experimental study with the purpose of comparing the histological swine
tissue mitral valve (chordae tendineae and cusps) with and without high-power laser (HPL)
application. Methods: Normal porcine mitral valve chordae and cups were studied and divided
randomly into the following 6 groups: G1- Laser in the chordae tendineae with time of 15s; G2-
Laser in the chordae tendineae with time of 20s; G3- Laser in the chordae tendineae with time of
30s; G4- Control Group; G5- Cusp group cut with a scalpel blade; G6- Cusp group cut with laser.
Chordae tendineae from G1, G2 e G3 received diode laser (A=980 nm, P=3,0 W) and G6 diode
laser with other parameters (A=980 nm, P=9,0 W, T=12s). Termography and optical coherence
tomography were included during the procedure. Part of the sample was preserved in
formaldehyde and glutaraldehyde for microscopic analysis and another part was stored in 0.9%
saline for mechanical analysis. Results: There was a significant decrease in chordae length after
laser application when compared to the initial length (p=0,005 to G1 and G2; p=0,004 to G3). In
laser groups, histological analysis revealed a typical hyaline areas occupying almost the entire
thickness of the chordae, when stained with Hematoxylin-Eosin (HE); dark red central areas
when stained with Masson Trichrome and a birefringence decrease when stained with Picrocirius
red. In mechanical analysis, we found lower stiffness, maximum rupture force decrease and
larger displacement compared with the Control Group (p=0,005). In G5, was evidenced absence

of any histological abnormality and a homogeneous blue appearance, typical of the cusp.



However in G6, a basophilic hyaline aspect was found focally when stained with HE, dark red
areas when stained with Masson Trichrome and a birefringence decrease when stained with
Picrocirius Red. Conclusion: Chordae tendineae of normal porcine submitted to a high-power
laser presented with reduced length, birefringence decrease and the collagen bundles organized
into different orientations. Besides, presented lower stiffness, maximum rupture force decrease
and larger displacement compared with the control group. Regarding cups, thermal changes were
bigger in the cusp group cut with laser compared cusp group cut with scalpel blade, observed by

optical microscopy.

Descriptors: Mitral valve stenosis; Chordae tendineae, Laser therapy; Rheumatic fever; Mitral

valve insufficiency; Mitral valve; Heart valve; Swine.



1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Salde, as doencas cardiovasculares séo
responsaveis por 5 a 12 milhdes de mortes anuais em paises desenvolvidos e por 10 a 40 milhdes

de 6bitos anuais em paises em desenvolvimento®.

A maioria das cirurgias cardiovasculares tem a capacidade de mudar a histdria natural da
doenca em evolucdo. As cirurgias cardiacas englobam o tratamento das doencas cardiacas
coronarianas, enfermidades congénitas do coracdo, doencas das valvulas cardiacas e as
cardiomiopatias®. Um total de 2572 cirurgias cardiacas foram realizadas no InCor-HC, no ano de

2013, dos quais 609 foram para tratamento cirdrgico de cardiopatias valvares®.

A doenga cardiaca reumatica continua a ser um grave problema de salde em paises em
desenvolvimento, levando a 233.000 mortes/ano. No Brasil, a incidéncia de febre reumatica (FR)
diminuiu 75% nos ultimos 10 anos, entretanto a estatistica da FR aguda ainda € alta, alcancando
5000 novos casos em 2002*°,

A lesdo mais frequente da valva mitral com acometimento reumatico € a estenose,
traduzida por fusdo comissural e alteragcdes dos componentes anatdmicos do plano subvalvar, tais
como: espessamento das cordas tendineas e sinequia papilovalvar dos musculos papilares. A
técnica cirurgica até hoje utilizada na resolucdo da estenose mitral consiste em seccdo da fusdo
comissural com bisturi de 1dmina, e quando necessario a divisdo dos papilares fusionados, assim
chamadas de comissurotomia e papilarotomia mitral, respectivamente®. Em pacientes com
insuficiéncia mitral de origem reumatica, existem maiores dificuldades de se realizar a plastica
mais adequada. No entanto, esses pacientes muito se beneficiam quando é possivel a cirurgia
conservadora. Esta técnica é mais complexa, incluindo anuloplastia, encurtamento das cordas,
resseccdo das cuspides, transposicdo de cordas e comissurotomia associada nos pacientes que
apresentam dupla lesdo da valva mitral (em até 28% dos casos)”.

Vaérios relatos demonstram a existéncia de reestenose tardia ap6s a comissurotomia. A
necessidade de reoperacdo varia de 11 a 27% no decorrer de oito anos. Nos pacientes que

apresentam insuficiéncia mitral por degeneracdo mixomatosa, ndo é incomum a presenca de



cordas tendineas alongadas que necessitam de correcdo cirlrgica deste alongamento. Varias
técnicas sdo utilizadas, porém ndo encontramos relatos na literatura de retracdo técnica com o
laser de alta poténcia (LAP) dessas cordas para 0 encurtamento das mesmas. Sendo assim, a
plastica da valva mitral na febre reumatica é bastante discutida na literatura e os seus resultados
sdo discordantes em varias publicacGes, pois a reconstrucdo valvar ndo € facil e os resultados
tardios sofrem a interferéncia de novos surtos da doenca®.

O LAP é muito empregado com finalidade cirargica para ressec¢do de tumores, ablacao
de lesdo, bem como corte delicado e preciso de tecido-alvo em estruturas nobres. Dependendo do
coeficiente de absorcdo do tecido, pode-se ocasionar vaporizacdo, carbonizacdo, coagulacéo ou
desnaturacdo de suas proteinas. Existem vérias vantagens em se utilizar esse tipo de laser em
distintas cirurgias, tais como: evitar e reduzir sangramento, infeccdo, dor e edema; além da

precisdo no corte cirdrgico’.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CORACAO - ANATOMIA E FISIOLOGIA

O coracdo € um dos 6rgdos do mediastino, que se encontra situado no torax, retroesternal,
ladeado pelos pulmdes, dentro do saco pericardico. Na sua base encontram-se 0s grandes vasos,
aorta e pulmonar. In situ, ocupa uma posicdo assimétrica, com o apice apontando para diante,
para baixo, e cerca de 60° para a esquerda. Suas quatro camaras estdo dispostas em dois pares
funcionalmente semelhantes, separados um do outro pelo septo cardiaco. Cada par consiste em
um &trio de parede delgada e um ventriculo de parede mais espessa®.

O atrio e o ventriculo direitos sdo separados um do outro pelo sulco atrioventricular
(coronariano) direito, no qual se encontra a artéria coronaria direita, inclusa em variavel
quantidade de gordura. A esquerda do ventriculo direito vé-se um pequeno segmento do
ventriculo esquerdo, separado pelo sulco interventricular anterior®.

No éatrio direito encontramos uma parte posterior de parede lisa, derivada do seio venoso
embrionario, na qual desembocam as veias cavas superior e inferior, e outra trabeculada com
parede muito fina. Estas sdo separadas pela crista terminal®.

A cavidade ventricular direita pode ser dividida em uma camara de enchimento, péstero-
inferior que contém a valva tricispide, e uma camara de esvaziamento, antero-superior, da qual
se origina o tronco da pulmonar que bifurca-se dando origem as artérias pulmonares direita e
esquerda. VVarios musculos papilares prendem as cuspides da valva trictspide a parede ventricular
direita por meio de alguns filamentos delgados, fibrosos, chamado cordas tendineas® (Figura 1).

O étrio esquerdo consiste em uma camara de parede lisa, sendo esta nitidamente mais
espessa do que a do atrio direito. Esta camara recebe duas veias de cada pulmdo. No ventriculo
esquerdo estdo as valvas mitral e adrtica, localizadas adjacentes uma a outra. Elas sdo separadas
apenas por uma faixa fibrosa da qual se originam a maior parte da cuspide anterior (adrtica) da
valva mitral e as por¢des adjacentes das cuspides esquerda e posterior da valva adrtica. A

espessura média da parede ventricular esquerda é cerca de trés vezes a espessura da parede



ventricular direita, sendo que, usualmente, se observam dois conjuntos de musculos papilares. A
dupla origem embrionaria de cada um deles é muitas vezes revelada por seus &pices bifidos,

sendo que cada um destes recebe cordas tendineas de ambas as clspides da valva mitral®.

Cuspide posterior da valva mitral ~ Atrio esquerdo

Cuspide semilunar direita
da valva aértica

Atrio direito

Ventriculo direito

Cuspide anterior da
valva tricispide

Cordas tendineas da valva mitral
Musculo papilar posterior esquerdo

Ventriculo esquerdo

Figura 1 - Anatomia interna do cora¢do humano (visdo de um corte sagital).

2.1.1 ANATOMIA DA VALVA MITRAL

A valva atrioventricular esquerda € a estrutura anatbmica que esta posicionada entre o
atrio esquerdo e o ventriculo esquerdo dos coragdes humanos normais. Foi chamada de Valva
Mitral por Andréas Vesélius, anatomista belga do século XVI, por sua semelhanga com a mitra
papal®. O fluxo de sangue pelo 6stio atrioventricular esquerdo é regulado pelo aparelho valvar
mitral, composto de: anel valvar, 2 folhetos (cuspides), cordas tendineas, que em conjunto
formam a cordoalha, musculos papilares (Figura 2), bem como a participacdo da parede



ventricular esquerda e parede posterior do atrio esquerdo’®. O funcionamento perfeito da valva
mitral depende da acio coordenada desses elementos™.

O anel valvar mitral ou anel fibroso mitral na sua porcéo anterior faz parte do esqueleto
fibroso do coracéo, estando diretamente relacionado aos trigonos fibrosos direito e esquerdo. As
cuspides da valva mitral formariam uma “cortina” fixa a circunferéncia do anel mitral. A margem
livre desta cortina se desprende na cavidade ventricular esquerda e é dividida por incisuras, as
quais nao atingem o anel. Alguns autores descrevem quatro cuspides na mitral: duas principais e
duas acessorias, as comissuras, embora a maioria aceite a existéncia de apenas duas cuspides. A
anterior, também chamada de direita, interna, maior, adrtica, septal ou ainda antero-medial, e a
posterior designada de esquerda, externa, menor, mural ou péstero-lateral’®.

Os pontos anatbmicos de unido entre as clspides anterior e posterior, isto €, as incisuras
citadas acima, sdo conhecidas como comissuras. Nestes pontos encontramos 6 a 7 milimetros
(mm) de tecido valvar™.

A cuspide anterior denota uma forma trapezoidal, cuja base € fixa a porcdo inicial da aorta
e suas bordas laterais livres se prendem aos musculos papilares do ventriculo esquerdo atraves
das cordas tendineas. Seu corpo apresenta duas faces, a face atrial e a face ventricular. Na face
atrial, acompanhando a margem inferior, a uma distancia de 0,8 a 1,0 centimetros (cm) de sua
borda livre, nota-se uma crista bem definida, constituindo a linha de fechamento valvar.
Distalmente a esta, a cuspide é opaca a transluminacéo, apresentando um aspecto rugoso, aspero
a palpacdo pelo que € chamada de zona aspera. Em forma decrescente, é mais larga na porcao
apical e se estreita em direcdo as comissuras, onde ndo é encontrada. Proxima a esta zona aspera,
a clspide apresenta-se lisa e transllcida, constituindo a chamada zona clara. O aspecto descrito
de zona 4spera é dado pela insercéo das cordas tendineas na face ventricular®.

A cuspide posterior € geralmente uma estrutura de 3 gomos ou lobos, 0 gomo central
sendo 0 maior em 90% dos coracOes. Esta cuspide também apresenta zonas rugosa e clara além
de uma zona basal. A cuspide posterior ocupa cerca de 65% da circunferéncia anular e a anterior
aproximadamente 35%, embora com mais tecido funcionante®.

Existem dois musculos papilares principais; o antero-lateral, Gnico em 70% dos casos € 0
postero-medial, que € multiplo ou com 2 ou 3 pontas em 60% dos casos. Destes musculos, as
cordas tendineas se estendem em forma de leque até ao tecido da cuspide adjacente, as

comissuras. As cordas identificam as comissuras com precisdo, visto que a extensdo de cada



comissura é definida pela inser¢do das cordas da comissura. Este € um ponto especialmente
importante, visto que essas cordas raramente sdo alongadas, proporcionando um ponto de
referéncia exato na operacdo, a fim de determinar o plano de fechamento correto das ctspides™®.

Vérias sdo as classificaces das cordas tendineas, de acordo com o seu ponto de inser¢édo
nas clspides'?.

As cordas tendineas se inserem nas zonas asperas tanto na cuspide anterior quanto da
posterior, assim como na zona basal da cuspide posterior. Cada corda da zona aspera divide-se
em trés outras logo apos a sua origem no musculo papilar, uma das quais se insere na margem
livre da cuspide, uma préxima a juncdo das zonas aspera e lisa, e outra entre as duas.
Classicamente, duas das cordas da zona aspera anterior sdo grandes e espessas, conhecidas como
cordas de refor¢o por causa de sua importancia para a funcéo da cuspide, sendo que uma surge no
musculo papilar. Ja a antero-lateral é uma do mdsculo papilar péstero-medial. As cordas asperas
da cuspide posterior sdo um pouco mais curtas e delgadas do que as da cuspide anterior. Cordas
basais da cuspide posterior sdo encontradas em cerca de 60% dos pacientes e sdao estruturalmente
menos importantes que as cordas da zona aspera®.

A valva mitral tem em média 25 cordas tendineas, 9 na cuspide anterior, sendo 2 de
reforco e 7 da regido aspera; ademais 14 na cspide posterior e 2 comissurais™.

As diversas técnicas cirdrgicas empregadas na reconstrucdo da valva mitral ndo podem ser
empregadas efetivamente a ndo ser que as estruturas anatdmicas sejam perfeitamente
reconhecidas e compreendidas*?.

A pressdo transmitral exercida nas cuspides da valva mitral causa fechamento total
durante a sistole, produzindo assim a tenséo nas cordas tendineas, as quais sdo inseridas em areas
diferentes da cuspide. A forca exercida pelas clspides nas cordas tendineas é diretamente
proporcional ao gradiente de pressao transmitral e para a area coberta pelas cuspides. Essas forcas
sdo transmitidas para os musculos papilares, os quais estdo localizados na parede posterior do
ventriculo esquerdo. Durante a sistole, uma mudanca ocorre na configuracdo do anel mitral com
sua reducdo excéntrica do tamanho. Assim, o movimento do ventriculo esquerdo produz um
deslocamento na base do musculo papilar. O subsequente deslocamento e contracdo do musculo
papilar, per se, afeta as distancias entre as por¢des dos musculos papilares e o plano do anel
mitral, que € um aspecto normal de movimento. Sabe-se 0 quanto é importante manter a

integridade do mdasculo papilar, das cordas tendineas e das cuspides da valvula mitral,



preservando o formato conico do ventriculo esquerdo quando esta valva é substituida™.

Folhetos
(cUspides)

Anel valvar

Cordas tendineas

Mdsculo papilar

Figura 2 - Valva mitral do coragcdo humano

2.1.2 ESTRUTURA DA CORDA TENDINEA

A corda tendinea da valva mitral, assim como o tenddo patelar, é altamente especializada
em tecido tendinoso que suporta e transmite as forgas de tensdo. Elas sdo compostas por fibrilas
de colageno, elastina, proteoglicanos (PGs), fibroblastos e dgua, dos quais 0os mais abundantes
sd0 as fibrilas de colageno™*.

Certamente o coladgeno é o maior e 0 mais importante componente de suporte de carga da
valva mitral'*. Nesta encontram-se o colageno tipo I, Il e V. O colageno tipo I, também
encontrado em tenddo, osso e pele, é o mais abundante na valva mitral, constitui 74% do
colageno da valva mitral***°. O colageno tipo 111, encontrado em pele, vasos e membranas fetais,
constitui 24%, e o tipo V, 2 % do total de colageno da valva mitral***®,

A corda tendinea possui duas camadas distintas de tecido conjuntivo. Um largo nucleo
fibroso, composto por densos feixes colagenos e uma camada de fibras elasticas ao redor (Figura
3). Ambos, cuspide e corda tendinea sdo recobertos por uma simples e continua camada de
células endoteliais*®. Na porcdo fibrosa da cuspide e da corda tendinea, as fibras colagenas est&o

intermixadas com fibras elasticas, ambas associadas com proteoglicanos*®1"*8. As cordas



tendineas exibem uma quantidade de colageno significantemente maior e menos elastina do que
nas cuspides mitrais. Entretanto, nas clspides hd uma quantidade de &gua maior e mais
glicosaminoglicanos™®.

As cordas tendineas de humanos e suinos revelam arquiteturas similares. Ambas cobertas
pelo endotélio, com também as camadas internas compostas por feixes de colageno longitudinais
e obliquos entremeados por fibras elasticas?®®. Na juncdo musculo papilar-corda tendinea do
coracdo humano, as bandas de colageno mostram um arranjo mais organizado, formando uma
malha com as fibras dispostas em angulos ortogonais. Diferentemente, no coracdo de suinos as
fibras neste local estdo dispostas ao acaso®.

A funcdo das cordas é semelhante a dos tenddes e ligamentos, exceto que as cordas estdo
sobre carga repetitiva continua, com uma frequéncia relativamente alta (70 ciclos/minuto).
Embora pressfes maiores estejam presentes no ventriculo esquerdo no coracédo, ndo ha diferencas
no diametro das fibras de colageno das cordas tendineas quando comparado com o lado direito do
coracéo de humanos®.

A configuracdo das fibrilas do colageno varia com o tipo de corda e esta associado com a
condicdo de estresse na corda. Em estudo com suinos, as cordas marginais apresentaram
diametros menores, mas com uma densidade de fibrila maior do que nas cordas basais e de
suporte (principais)®®.

Os PGs estdo ligados a fibrilas de colageno, perpendicularmente, em uma situacdo sem
carga e tornam-se distorcidas quando as cordas estdo com carga. O angulo médio de assimetria
acresce com a carga aplicada e, portanto, aumenta a tensdo na corda. A observacdo na distor¢éo
das PGs com a aplicacdo da carga demonstra que em cordas tendineas mitrais, ocorre o
deslizamento interfibrilar e que as PGs desempenham um papel na interagédo fibrila a fibrila e
provavel transferéncia de forca®.

Em estudo com coragdes humanos, o padrdo de colageno regular ondulado observado em
individuos jovens muda gradualmente com a idade, pela deformacdo do padrdo da onda. Em
idosos, o nucleo denso de coladgeno denota uma area de seccdo transversal reduzida que pode

levar ao alongamento e eventual ruptura dessas cordas tendineas®.



Colageno

Fibras elasticas

Coléageno

Fibras elasticas

Camada externa de células

Figura 3 - Modelo esquematico dos principais componentes da corda tendinea da valva mitral.

2.1.3 ESTRUTURA DA CUSPIDE

As cuUspides anterior e posterior da valva mitral sdo constituidas por um nucleo fibroso
denso, a lamina fibrosa. Esta é continua, proxima com o anel valvar e disposta distalmente das
cordas tendineas, que se inserem na superficie ventricular dos clspides com exce¢do apenas da
zona central da cuspide mitral anterior. H& uma quantidade varidvel de tecido conjuntivo frouxo
no aspecto atrial da lamina fibrosa, mais acentuada em tecidos jovens®.

As cuspides sdo constituidas, principalmente, por feixes colagenos dispostos
paralelamente, no sentido do maior eixo das valvas, cobertas pelo endocardio atrial e ventricular.
Estes feixes colagenos continuam-se no anel fibroso, constituindo, praticamente, uma Unica
estrutura. Na regido antero-medial, onde o anel fibroso é incompleto, os feixes colagenos
provenientes da cuUspide anterior da valva mitral confundem-se com os do trigono intervalvar
(regido mitroadrtica). Observam-se também delgadas fibras elasticas no interior das cuspides

valvares e a presenca de feixes musculares no interior da cuspide anterior da valva mitral. Estes
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feixes provenientes do miocardio atrial possuem trajetoria obliqua, tendentes a longitudinal, em
relacdo ao maior eixo da valvula, e se estendem da base da cuspide valvar até as proximidades de
sua regio central®®.

Os feixes colagenos, principal elemento fibroso das valvas, dispdem-se,
predominantemente, em sentido longitudinal, em relacdo ao seu eixo maior, de modo que as
cordas tendineas de 22 e 32 ordens cruzam perpendicularmente os feixes colagenos da valva,
formando uma espécie de rede de sustentacdo®. Alguns autores citam a presenca de fibras
elasticas no interior das cuspides valvares e afirmam que essas fibras estdo presentes em maior

quantidade nas valvas mitrais prolapsadas®.

2.1.4 RESISTENCIA MECANICA

O comportamento mecanico das cordas tendineas da valva mitral esta intimamente
relacionada ao arranjo microestrutural dos componentes fibrosos?®’. Como diferentes cordas se
inserem em diferentes locais das cuspides, elas estdo expostas a diferentes condi¢des mecanicas,
sendo assim, ndo é surpreendente que elas tenham estruturas internas diferentes?” %%, Cordas
mais espessas sdo0 mais extensiveis que cordas finas. Em trabalho com cordas tendineas de
suinos, as mais finas apresentaram menores diametros médio de fibrilas, contudo com densidade
média de fibrilas maiores?’.

Com relagdo as propriedades mecanicas das cordas tendineas mitrais humanas normais e
calcificadas, alguns autores observaram que as cordas normais sao de 3 a 7 vezes mais rigidas ou
mais resistentes do que as moderadamente calcificadas. Entretanto, ndo houve diferencas
significantes com relacéo a tensdo no momento da ruptura®.

N&o ha estudos na literatura médica mundial abordando ou testando a resisténcia das
cordas tendineas ap0s o uso do laser de alta poténcia. Apenas alguns estudos com interesses
similares, como o estiramento maximo que as cordas tendineas podem sustentar foi quantificado
em um estudo realizado por JESEN et al (2001) com cordas tendineas de suinos®. Outro estudo
evidenciou que a resisténcia das cordas tendineas da valva mitral de humanos esta relacionada

com a sua espessura e o0 deslocamento no momento da ruptura durante o estiramento, sem relagédo



11

com o seu comprimento™.

RITCHIE et al (2006) desenvolveram uma técnica ndo-destrutiva para medir a tensdo na
corda da valva mitral de suinos, permitindo uma investigacdo no comportamento de tecidos
bioldgicos sob condiges de carga fisiolégica™. As medices geométricas permitem concluir que
as posigdes anatdbmicas da corda estdo relacionadas com o ponto de inser¢cdo no musculo papilar,
de modo que as cordas exercem as mesmas forgas mecénicas de cada lado do folheto anterior.
Um platd de tensdo é atingido durante o fechamento da valva que suporta a hipotese que ha um
minimo de deformacéo nas cordas durante o fechamento da valva. Embora a estrutura da corda
antero-lateral e postero-medial tenham significantes comprimento e didmetro diferentes, eles

expressaram a mesma tenséo e taxa de deformacao®®,

2.2 PROLAPSO DA VALVA MITRAL

O prolapso da valva mitral é uma sindrome caracterizada pela proliferacdo mixomatosa da
cuspide aumentando-a secundariamente de maneira a torna-la proeminente, para dentro do éatrio,
no momento da contracdo sistélica, podendo produzir um estalido. A principal etiologia é a
presenca de proliferacdo mixomatosa da valva na qual o tecido esponjoso, isto é, 0 componente
frouxo da camada média, é proeminente e a quantidade de mucopolissacarideo é aumentada
secundariamente ao metabolismo anormal do colageno™..

O prolapso da valva mitral decorrente da degeneragdo mixomatosa pode estar associado a
calcificagdo do anel mitral, principalmente em pacientes idosos, e evolui com uma variedade de
sindromes clinicas. Elas incluem a insuficiéncia mitral nos seus mais variados graus. O
mecanismo mais freqiiente desta insuficiéncia é o alongamento ou rotura de cordas®’. Segundo
SAVAGE et al (1983), a calcificacdo do anel mitral em valva mixomatosa é um processo
degenerativo que envolve o esqueleto fibroso do coragéo, resultando em aumento do estresse no

aparelho valvar mitral®

. Calcificacdo macica do anel valvar mitral é encontrada em 0,2% de
necropsias em pacientes com mais de 51 anos de idade, com incidéncia maior nas mulheres®*.
Para ALBUQUERQUE et al (2005), a degeneracdo mixomatosa representa 25,9% da

etiologia dos pacientes submetidos & plastica da valva mitral, em uma experiéncia de 12 anos™.
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2.3 FEBRE REUMATICA

A febre reumatica (FR) € uma doenca reumatica, inflamatdria, de origem autoimune e
recidivante, como resposta do organismo a infeccGes pelo estreptococo (Streptococcus pyogenes)
do grupo A de Lancefield. Existem cepas ditas reumatogénicas, 0 que se deve a viruléncia
diferenciada desse subgrupo, rico em proteina M e &cido hialurdnico na sua capsula,
determinando propriedades antifagociticas®. Esta condicdo caracteriza-se por um inicio febril,
acompanhado de artrite grave, porém temporaria e, sendo esta a caracteristica mais comum,
presente em 60%-80% dos pacientes. A cardite é a manifestacdo mais séria da doenca, ocorre
dentro de poucas semanas apds uma infeccao de garganta pelo Streptococcus pyogenes em 30%—
45% dos pacientes”.

A febre reumatica leva a uma pancardite, porém os seus efeitos sdo mais sentidos no
endocérdio e nas valvas cardiacas (regurgitacdo mitral e aértica)*. Quando submetidas & analise
de sua espessura média, as valvas reumaticas revelam medidas superiores e uma quantidade
acentuada de musculo e colageno. Com o avancar da idade, ha incremento de espessura, sem
alteracéo significativa da composicéo valvar®.

No Brasil, a doenga reumatica é um relevante problema de salde publica, acometendo
criancas e adolescentes e deixando como seqiielas lesées valvulares ***'. A incidéncia da doenca
reumatica em criancas, adolescentes e adultos jovens corresponde a 0,3% a 3% dos individuos®.
O periodo etario mais atingido pela febre reumatica estd na faixa entre 3 e 15 anos®. Para
NETTER (1962), a freqliéncia com que a FR se segue a uma infeccdo estreptocdcica varia de 3%
nas epidemias™.

Realce-se que a FR apesar de contar com a profilaxia por antimicrobianos ndo possui
vacina que solucionaria melhor sua profilaxia®. Entretanto, em estudo de SAMPAIO et al
(2007), os achados histolégicos abrem possibilidades para um novo caminho de imunoterapia®.
Neste foi demonstrado a presenga de infiltrado inflamatdrio valvar denso e nodulos de Aschoff
no miocardio em 21% de pacientes com doencga cardiaca. Infiltrados de células T foram
principalmente o CD4+ em biodpsias de tecido cardiaco de pacientes com atividade reumatica.
Além disso, infiltrados de células T, clone CD4+ e CD8+, reconhecem as proteinas do tecido
cardiaco e peptideos M estreptococos®.
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2.3.1. Estenose Mitral

A estenose mitral é a lesdo mais comum da febre reumatica recorrente. Anatomicamente,
constitui o resultado de crises recorrentes que deixam a valva altamente deformada e obstruida. A
medida que as vegetacOes valvulares da FR aguda se curam, causam n&do apenas espessamento
fibroso das cuspides, mas também alteragfes mais importantes, como interaderéncia entre as
cuspides ao nivel de comissuras e alteracdes nas proprias cordas tendineas. A cura das vegetacdes
sobre as superficies das cordas é responsavel por sua fusdo, com obliteracdo dos espacos entre
elas. Na valva mitral normal o sangue flui ndo somente através da parte do orificio que esta entre
0s musculos papilares, como também através dos espacos entre as cordas, lateralmente aos
musculos papilares. Apds a aderéncia intercordal, as passagens secundarias para o fluxo
sanguineo sdo obliteradas®®.

Devido & inflamacéo recorrente, as cordas tendineas se tornam encurtadas, sendo este o
fator responsavel pelo retesamento das cuspides, que sdo mantidas numa posicdo para baixo. As
cordas relacionadas com cada comissura exibem a forma de um leque. A base do leque esta presa
as cuspides, e o apice ao musculo papilar. A medida que as cordas se tornam encurtadas e
tracionam as cuspides para baixo, trazem a base do leque no sentido do apice. Isso tende a manter
as cuspides unidas e favorece a aderéncia entre elas ao nivel comissural, conforme ocorre a cura
das vegetacOes valvares. O processo de encurtamento cordal, com a resultante fixacdo das
cuspides constitui provavelmente o fator principal na reestenose apds a realizacdo de uma

comissurotomia®®.

2.3.2. Insuficiéncia Mitral

A insuficiéncia mitral (IM) é uma das valvopatias de mais dificil abordagem, em
decorréncia da estrutura complexa do aparelho valvar mitral. Sua competéncia depende da
integridade de seus componentes: lacineas, cordas tendineas, musculos papilares, ventriculo

esquerdo, atrio esquerdo e anel valvar. Além disso, depende da pré-carga e pds-carga ventricular.
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Geometria, diametro, funcdo ventricular esquerda tem crucial importancia na competéncia dessa
valva®.

A dilatacdo do anel mitral € a causa mais comum da insuficiéncia mitral. Ele é formado
por uma parte anterior e posterior. A porcdo anterior estd fixa pelos trigonos fibrosos direito e
esquerdo do coracdo e a posterior pela parede livre do ventriculo esquerdo. Durante a sistole
ventricular o anel se contrai como um esfincter, permanecendo com aspecto reniforme. Quando
existe dilatacdo do anel mitral, a parte posterior se afasta da anterior, aumentando o diametro
antero-posterior*.

A insuficiéncia mitral pode ocorrer em situacdes de agressdo inflamatdria ou degenerativa
da estrutura valvar, como febre reumatica, degeneracdo mixomatosa, ou ainda, devido a doenca
isquémica do coracdo®.

O paciente pode ser assintomatico, e/ou apresentar sintomas ou complicacdes, tais como:
insuficiéncia cardiaca, fibrilacdo atrial ou endocardite infecciosa. Os sintomas podem ser,
primeiramente, observados em situacfes de maior sobrecarga hemodindmica como gestacao,
anemia ou infeccdo. No exame fisico, encontra-se o classico sopro sistolico apical, com

irradiacdo para axila e abafamento da primeira bulha®.

2.4 CORRECAO CIRURGICA NA DOENCA REUMATICA

Quando se opta por um tratamento cirdrgico, resta-se a troca valvar (bioprétese ou prétese
mecanica) ou uma plastia valvar®.

Utiliza-se o termo plastica da valva mitral ou reconstru¢do da valva mitral quando é
realizado procedimento cirdrgico conservador em valvas que apresentam refluxo, isto é dupla
lesdo ou insuficiéncia. Vérias s@o as técnicas que podem ser utilizadas, destacando-se as
anuloplastias. Os pacientes atingem muitas vezes um grau avangado de les@o sendo necessario na
maioria deles, para a realizacdo de uma plastica adequada, a escolha de um tipo de anuloplastia,
com ou sem anel protético, além de técnicas associadas, como por exemplo, encurtamento de
cordas tendineas. Na literatura, os primeiros relatos referem-se a solucGes para valvas estenoticas,

seguindo-se as tentativas em valvas insuficientes®.
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A insuficiéncia da valva advem de dilatacdo do proprio anel, alteracdes nos seus folhetos,
alongamento ou rupturas de suas cordoalhas. Para a plastia da valvula mitral encontramos vérias
técnicas, desde pontos em X nas suas comissuras, levando a uma reducdo do anel mitral,
passando por outras técnicas como a colocacdo de um anel protético de Carpentier e de Duran

(técnicas que visam a uma diminuicao do anel)®.

Vérios autores se interessam em reparar cordas tendineas destacando-se FRATER et al
(1983)* que relatam cordas tendineas confeccionadas com pericérdio bovino conservado em
glutaraldeido, e a de GREGORI et al (1986)*, em nosso meio, que criam novas cordas a partir da
prépria cuspide. Técnicas para encurtamento, fenestracdo, translocacdo e retirada de cordas
tendineas curtas na reconstrucéo da valva mitral foram descritas na literatura mundial™®*+*.

Vérias evidéncias clinicas e experimentais apdiam-se na manutencdo da continuidade
anulopapilar e ndo excisao de todas as cordas na troca valvar da mitral. Os relatos na literatura
apontam mortalidade operatoria que varia de zero a 9,5% para 0s grupos submetidos a troca
valvar mitral com preservacéo de cordas. No estudo de DANCINI et al (2004)*, os pacientes
submetidos a pléstica valvar tiveram melhor preservacdo da funcdo ventricular, ndo havendo
diferenca significativa no desempenho cardiaco entre os grupos submetidos a troca valvar mitral
com preservacado das cordas.

As complicacBes causadas pelo implante de préteses valvares tém motivado grande
interesse pela preservacdo das valvas nativas, através de diversas técnicas de valvoplastia. Além
disso, a alta prevaléncia da doenca reumatica em nosso meio, principalmente na populacdo menos
favorecida, impGe, muitas vezes, uma indicacdo cirdrgica mais precoce, em pacientes mais
sujeitos a atividade reumatica recorrente ou persistente®.

A plastica da valva mitral pode ser realizada em pacientes com doenga reumatica, mesmo
em atividade. Nos pacientes que apresentam calcificacdo intensa do aparelho valvar, a plastica

nio é o método ideal*

. Segundo estudo de SAMPAIO et al (2007), o procedimento cirdrgico
durante a fase aguda da doenga melhora a qualidade de vida de pacientes com doenca cardiaca
reumatica®.

Avancos na técnica cirargica permitiram reduzir a mortalidade imediata ap0s a cirurgia de
correcdo de IM. Em pacientes com IM de origem reumatica, existem maiores dificuldades de
plastica adequada. No entanto, esses pacientes muito se beneficiam quando é possivel a cirurgia

conservadora. Um dos complicadores da cirurgia conservadora em jovens reumaticos € a
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presenca de atividade reumaética persistente, encontrada em cerca de 30% dos casos. A técnica é
mais delicada e inclui anuloplastia (com ou sem inser¢do de anel), encurtamento das cordas,
resseccdo de lacineas, transposicdo de cordas e comissurotomia (em até 28% dos casos). A
mortalidade operatéria imediata varia de 2,6% a 4%; ja a tardia € de 15%; e a necessidade de
reoperagdo varia de 11 a 27% no decorrer de oito anos. A presenga de cardite ativa tem efeito
negativo sobre o reparo®. No InCor, a anuloplastia posterior com tira de pericardio bovino é uma
técnica que tem sido largamente utilizada nas plasticas da valva mitral, com taxa de mortalidade
em 3,3%".

A pléstica da valva mitral, na febre reumaética, é bastante discutida na literatura e os seus
resultados sdo discordantes em vérias publicacdes, pois a reconstrucdo valvar ndo é facil. Os
resultados tardios sofrem a interferéncia de novos surtos da doenca, diferente da degeneracao
mixomatosa, onde os resultados da plastica ja estdo bem definidos. Isto, porém, ndo invalida a
pléstica valvar na febre reumatica, pois, no geral, os resultados sdo superiores & troca®®. Além
disto, os resultados também dependem do estado da valva no momento da reconstrucéo, ou seja,
quanto maior for o seu acometimento, tanto piores os resultados a longo prazo®.

Segundo POMERANTZEFF et al (1998), a incidéncia de reoperacdes no pos-operatorio
foi de 11,4% em 10 anos, sendo 14,7% no Grupo 1( idade até 16 anos) e 9,8% no Grupo 2 ( idade
acima de 16 anos), sendo a mortalidade de 2%, bem abaixo dos valores da substitui¢do valvar na
literatura nacional e internacional. As causas de faléncia da plastica mitral sdo a indicacdo
errdnea, o emprego de técnicas inadequadas e a progressdo da doenca reumatica, esta ultima
relacionada ao grupo jovem®.

No estudo de SILVA et al (2009), a necessidade de reoperacdo com indicagédo para troca
valvar antes dos quatro anos ocorreu em 19% dos casos; muito elevada se comparada com 0s
outros autores’. POMERANTZEFF et al (1999) relataram a sobrevida livre de reoperacées em
70% ap6s 17 anos™. Pacientes com doenca valvar reumética tém tido alta incidéncia de
reoperacdo e a necessidade de nova cirurgia ocorre entre 8% e 10%°*

Em relacdo as complicacGes pos-operatdrias, estas podem ocorrer sob a forma de
endocardite bacteriana, tromboembolismo e hemolise. Estudos mostram que essas complicacdes
s30 baixas e que a maioria dos eventos tromboembélicos ocorre no pés-operatdrio imediato*. No
estudo de POMERANTZEFF (1990), estes tipos de complicacdes n&o existiram®.
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Até hoje ndo foram encontramos na literatura uniformidade de resultados da reconstrucéo
valvar mitral em pacientes portadores de lesdes decorrentes da febre reumatica. A explicacdo
poderia estar relacionada a interferéncia de novos surtos reumaticos na evolucdo desses

pacientes®?.

2.5 LASER - ASPECTOS HISTORICOS E CONCEITO

O desenvolvimento do laser s6 foi possivel gracas ao advento da Fisica Quéntica, que
possibilitou o trabalho com modelos de estrutura atbmica e radiacdo eletromagnética. Em 1900,
Max Planck realizou importantes descobertas e concluiu que os atomos podiam néo irradiar
continuamente, mas apenas em "quanta”, Einstein postulou que a luz ndo eram "ondas continuas",
e sim "quanta”, que ele cunhou de “fotons™>.

Sendo assim, os principios que tornariam possivel, a tecnologia médica através do
emprego de laser, foi introduzido em 1916 por Albert Einstein, como parte de seu trabalho em
mecanica quantica. Cerca de 40 anos depois, Theodore Maiman desenvolveu pela estimulacéo de
um cristal de Rubi o primeiro aparelho de LASER (Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation). Desta forma, a palavra laser € um acrénimo e significa em portugués Luz
Amplificada pela Emissdo eStimulada da Radiacdo. Pouco tempo depois, os pesquisadores de
todo o mundo desenvolveram uma ampla gama de materiais, que foram capazes de criar
diferentes tipos de Laser, abrindo caminho para o célebre desenvolvimento destes em aplicacbes
médicas e afins, tendo sido aplicado na Medicina pela 12 vez pelo Prof. Dr. Leon Goldman da

University of Cincinnati em 1961°*.

2.5.1 Caracteristicas e Principios do Laser

Durante a aplicagdo do laser, varios eventos biofisicos ocorrem concomitantemente, como a

reflexdo, refracdo, transmisséo, dispersdo e absorcdo do feixe luminoso, resultando em efeitos
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primarios bioelétricos e bioenergéticos nos diversos tecidos-alvo, que sdo a base de sustentacdo
do uso terapéutico deste tipo de irradiacéo.

O que diferencia o laser das demais formas de radiacdo de ondas eletromagnéticas é as
suas caracteristicas Unicas. Sua luz é colimada, ou seja, todos os raios caminham para uma Unica
direcdo, com pouco ou nenhuma divergéncia, conforme véo se distanciando®. Ele também é
monocromatico, consistindo de uma Unica cor pura (um Unico comprimento de onda-A), e
coerente, com todos os raios caminhando em fase no tempo e no espacgo. Além disso, possui uma
alta concentracdo fotonica®’.

A radiacdo eletromagnética do laser interage com sistemas fisicos e bioldgicos, tais como:
atomos, moléculas, ions, células e diferentes tecidos bioldgicos, mediante transferéncia de
energia entre esses sistemas. O funcionamento das fontes de laser baseia- se no principio da
emissdo estimulada, descrita no artigo “Zur Quantum Theorie der Stralung” postulado por
Einstein (recebendo por isso o prémio Nobel em 1924), inferindo que, quando um féton incide
sobre um atomo excitado, este pode absorvé-lo e emitir um féton idéntico a ele, isto &, com a
mesma energia do féton incidente. Esses dois fétons emitidos estardo em fase e na mesma

direcdo, com energias idénticas™.

2.5.2 Classificagdo dos Lasers

Segundo CHAVANTES et al (2004) podemos classifica-los, de acordo com seus efeitos
terapéuticos, em dois grupos principais®:

Os equipamentos de laser que empregam uma alta poténcia (LAP), para fins médico-
cirurgicos sdo conhecidos como laser cirdrgico, ao passo que o laser empregando uma poténcia
baixa, também conhecida como: laser terapéutico ou, simplesmente, por laserterapia®®.

Os lasers de alta poténcia utilizam o calor para coagular, cortar e/ou vaporizar o tecido.
Né&o obstante, de forma diferente, os lasers empregando uma poténcia baixa, também conhecidos,
como: laser de baixa intensidade (LBI) tem a capacidade de modular o comportamento celular
através de uma resposta fotobiomolecular, sem exceder a 1° Celsius no tecido alvo. Estes Lasers

(LBI) tem comprimento de onda especifico que atuam a nivel molecular, celular - tissular, atraves
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da fotobiomodulacdo. O meio para producdo de LBI pode ser gasoso (Hélio-Nednio ou He-Ne)
ou eletronico, baseado num diodo semicondutor (Arsenieto-de-Galio ou As-Ga e Arsenieto-de-

Galio-Aluminio ou As-Ga-Al)*®.

2.5.3 Interagdo do Laser com os Tecidos

Toda luz que retorna da pele é proveniente de reflexdo ou retroespalhamento. Cerca de
5% da luz que atinge a superficie da pele é refletida em decorréncia da alteracdo subita do indice
de refragdo entre o ar (n=1) e a camada cornea (n=1,55). Uma vez no interior da pele, os 95%
restantes da luz podem ser absorvidos, dispersos ou transmitidos através do tecido®>. A absorcdo
é o efeito tecidual de importancia clinica primaria, como foi descrito na lei de Grothus-Draper,
que estabelece que a absorcdo da luz seja sempre necessaria para se obter um efeito quimico
(bioquimico)®”. Se ndo houver absorcdo ndo havera o efeito clinico especifico esperado
(bioldgico). A luz laser é absorvida pelos componentes croméforos do tecido-alvo, convertendo a
energia luminosa em calor ou em formacéo de plasma®®.

Os equipamentos de laser de diodo de alta poténcia geralmente estdo compreendidos em
comprimentos de onda que variam desde o visivel (0,4 um) até a faixa do vermelho
infravermelho proximo ndo ionizante (+/- 0,9 um). Todos os comprimentos de onda de diodo
lasers sdo altamente absorvidos por tecidos pigmentados. Os tecidos pigmentados podem possuir
cromoforos absorvedores como a hemoglobina ou a melanina que promovem uma boa absor¢édo
dos comprimentos de onda dos lasers de diodo de alta poténcia (Figura 5).

Uma vez que o corpo humano € constituido majoritariamente de agua, a absorcéo da luz
pela agua € de fundamental importancia para as aplicacdes biomédicas de lasers, como também
para os danos bioldgicos envolvendo uma operacdo a laser. A luz laser que é absorvida pela dgua
aguece o volume absorvedor que pode ser vaporizado ou este calor pode ser difundido
determinando a coagulacéo do tecido®.

No emprego do laser na medicina, 0 mecanismo de conversdo da energia do foton em
energia térmica (calor), € o tipo de conversdao mais frequentemente utilizada (ex.: ablacdo, corte,
coagulagdo e vaporizacdo de tumores). Ja, o emprego de laser com poténcia baixa prevalece a

absorcéo de energia pelos fotoaceptores, na conversio de energia fotofisico-quimica®.
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Os efeitos fototérmicos conhecidos incluem: corte, vaporizacdo, carbonizacdo e
coagulagdo tecidual®. Os efeitos empregando sempre uma poténcia baixa, ou seja, do LBI, pode-

se ocasionar alteracoes fotoelétrica, fotoenergetica, fotoquimica, enfim, multifotonicos.
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Figura 4 — Gréfico da absorgdo dos diferentes comprimentos de onda e cromdforos absorvedores
(Autorizado por Chavantes MC, 2009)°".

2.5.4 Efeitos do Laser de Baixa Intensidade (LBI)

Um dos pioneiros na pesquisa da aplicacdo da terapia a laser de baixa intensidade, nas
areas biomedicas, foi o Professor Dr. Endre Mester. As primeiras publica¢des sobre a terapia com
LBI datam de mais de duas décadas®".

O LBI (em inglés conhecido como Low Level Laser Therapy - LLLT) denota sempre
poténcia inferior a 1W e temperatura tem que ser menor que 1°C no tecido-alvo. Desta maneira, a
acdo biologica, afora ter o efeito cumulativo, ndo € decorrente de efeito térmico, apresentando um

efeito fotofisicoquimico, sendo o laser mais empregado atualmente para tratamento clinico®®.
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2.5.5 Efeitos do Laser de Alta Poténcia (LAP)

Segundo CHAVANTES et al (2009), podemos classificar o efeito fototérmico no tecido
segundo a acdo da temperatura no alvo bioldgico. Para um efeito de hipertermia, a temperatura
atinge até os 45°C no tecido. Para um efeito de soldadura, a temperatura varia de 45 a 60°C. Para
coagulacao, de 60-100°C. Acima de 100°C, temos carbonizacdo e acima dos 400°C vaporizagdo
do tecido sendo que acima de 1.500°C teremos um corte com alta precisdo no tecido biolégico .

O laser de alta poténcia determina agdes no tecido-alvo podendo ser divididas em quatro
tipos de efeitos: fototérmico, fotomecanicoactstico, fotoablativo e fotoionizante™.

- Efeito Fototérmico

Os efeitos mais conhecidos por suas aplicacfes séo de corte, vaporizacdo e coagulagéo,
consistindo na transformacdo da energia eletromagnética em térmica. Tais efeitos sdo obtidos
apenas com o uso de aparelhos lasers de 1 a 100 W de poténcia. O que essas reacdes tém em
comum € a destruicdo ou alteracdo permanente da estrutura do tecido. Os tipos de lasers mais
utilizados sdo CO; (10.600 nm), Nd:YAG (1.060 nm), argonio (488-514 nm), rubi (694 nm) e
diodo (810 nm), dentre outros.

- Efeito Fotomecanicoacustico

Este efeito € essencialmente nao-térmico, sendo provocado por pulsos curtos de alta
energia, com largura maxima de 10-6 segundos. Os altos niveis de energia do pulso laser
resultam em processos de rapida expansdo ou na formacgdo de ondas de choque capazes de causar
ruptura mecanica. A quebra da molécula, causada por uma onda de choque acustica, ocorre pela
conversdo de fotons de alta energia em energia vibracional. Esta provoca a remogdo mecanica
com alta velocidade do tecido sobre a lesdo, em virtude de altissima densidade de poténcia em
um tempo muitissimo curto, ocorrendo minimo dano térmico a area. Temos como exemplo deste
processo 0 Heart Laser empregado durante a revascularizagdo transmiocérdica com CO, — 800
Watts (RTML)%.
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- Efeito Fotoablativo

Este fendbmeno gera a formacdo de plasma, e seu efeito é também essencialmente nédo
térmico, incluindo a fotodisrupcéo e a fotodissociacdo das moléculas atingida por essa energia, 0
que produz as quebras estruturais do tecido. Observa-se a geracdo de um campo elétrico que
provoca separacOes eletronicas, causando localmente uma ruptura intermolecular. A
desintegracdo do tecido a ser removido ocorre por meio de ondas de choque, produzindo quebra
estrutural do tecido, como, por exemplo, no caso da quebra de pedras (litiase) dentro do sistema
biliar ou urinario. Na dermatologia, esse efeito também é encontrado na remocdo de lesbes

pigmentadas, tatuagem, epilacéo e depilacao.

- Efeito Fotoionizante

Fotoionizacdo € o resultado da quebra da ligacdo da cadeia quaterndria do DNA,
resultando em penetracdo extremamente superficial - cerca de 0,5 pm a 25 um no tecido,
dependendo do comprimento de onda empregado. Os lasers mais utilizados s&o os Excimer
(dimeros excitados): ArF de 193 nm, XeCl de 308 nm, afora a terceira harménica de Nd:YAG em
355 nm. Essa absorcdo seletiva produz-se nos comprimentos de onda situados no espectro entre
200 nm e 350 nm do ultravioleta, e esses comprimentos sdo absorvidos nos primeiros

micrémetros do tecido, levando o corte a ser extremamente superficial e sem necrose.

2.5.6 Tipos de Lasers Cirurgicos

De todos os tipos, os lasers semicondutores (diodo) séo certamente os mais conhecidos,
produzidos e utilizados, em razéo da expansdo das telecomunicacfes e da armazenagem de dados
por meios Opticos, tendo também menor custo que os demais lasers. Existem varios arranjos,
como em um LED (Light emitting diode), a jungdo é diretamente polarizada e a recombinacéao de
cargas, que ocorre quando os elétrons passam da camada n para a camada p, produz fétons de luz
visivel ou infravermelha™.

Tal laser € extremamente versatil, ja que possui equipamentos com poténcias de 1 Watt a

60 Watts, sendo aplicado em procedimentos cirargicos em virtude do efeito fototérmico. Tem
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comprimento de onda de 810 nm, apresentando penetragdo de poucos milimetros no tecido-alvo

(0,5 mm a 3 mm)*®,

2.5.7 Efeito Residual do Laser Cirargico

Quando um feixe de laser cirargico incide sobre o tecido observamos primariamente em
sua regido central uma zona de vaporizacdo e carbonizacdo em virtude da concentracdo de
energia na regido. A medida que nos afastamos da zona central em direcdo a periferia, a
concentracdo de energia decresce. Nessa area periférica, temos um aumento infimo de
temperatura, sem causar mudancas em nivel macroscopico a estrutura do tecido. Porém, Oshiro e
Calderhead demonstraram haver nessa regido a fotoativacdo do tecido, denominada de Efeito X
do laser, ou, simplesmente, efeito residual do laser, com alteracao fotofisico-quimico dessa zona,

incorrendo em ativacao fotobiomolecular do tecido com uma resposta de biomodulacio®®.

2.5.8 Parametros do Laser

Os parametros, que segundo CHAVANTES et al (2009) devem ser levados em
consideracdo, para o tratamento com LAP, sdo: comprimento de onda (), poténcia do aparelho
de laser, densidade de poténcia ou irradiancia, densidade de energia ou fluéncia, tipo de regime
de operacdo do laser (CW ou Q-Switched) e dados 6pticos do tecido-alvo, como caracteristicas
de absorcéo e espalhamento®.

O comprimento de onda (1), € quem define a profundidade de penetracdo no tecido
biolégico, é mensurado em nandmetro (nm). Diferentes comprimentos de onda denotam
diferentes coeficientes de absor¢do para um mesmo tecido.

A densidade de poténcia (DP), também conhecida como irradiancia é definida como
sendo a poténcia de saida do laser em Watts, dividida pela 4rea irradiada em cm? E a grandeza
fisica que avalia a possibilidade de dano microtérmico. Para intensidades superiores a 500

mW/cm? pode ocorrer dano celular.
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A densidade de energia (DE) ou fluéncia € a grandeza fisica que avalia a possibilidade de
estimulagao, inibicdo ou a ndo manifestacio dos fendmenos dos efeitos terapéuticos. E calculada
multiplicando-se a irradiancia pelo tempo de exposicdo dado em segundos, ou seja, refere-se a
quantidade de energia por unidade de area transferida a matéria (tecido ou células em cultura),
geralmente, medida em J/cm?.

Classifica-se os modos de operacdo dos diferentes tipos de laser de alta poténcia em 2
principais grupos*:

- Laser Continuous Wave (CW) — Emissdo continua de energia, podendo haver, contudo, pulsos
simples, de repeticdo, superpulsado e ultrapulsado. Podemos programar o tempo, o intervalo e a
largura do pulso que desejarmos (variando geralmente de 0,1s até 9,9 s).

- Laser Q-switched (Quality-switch) — Emissdo com um sistema de chaveamento, utilizando
tempos extremamente curtos e poténcias elevadas. Conhecido também por chaveado (modulado
tanto da forma eletroptica ou dpticoacustica) denota poténcias muito elevadas e fortes pulsos,
vindo com a largura e o intervalo de pulso programados de fabrica, ndo sendo possivel modificar

tais parametros, geralmente pulsado em nanossegundos (107s).

2.5.9 Laser na Area Cardiovascular

Historicamente, o primeiro emprego de laser nesta especialidade foi realizado no Instituto
do Coracdo, Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
(InCor-HC/FMUSP), pelo Prof. Dr. Radi Macruz, no final da década de 1970, em aortas usando
laser de argbnio. Novos aparelhos de laser foram usados a medida que foram surgindo inimeros
equipamentos distintos de laser, passando a se empregar esse novo método terapéutico®.

Atualmente, em casos em que ndo se pode realizar angioplastia e/ou cirurgia classica de
revascularizacdo do miocérdio, temos uma nova opc¢ao cirdrgica que foi iniciada no InCor em
1996, que é conhecida como revascularizagdo transmiocardica com laser de CO,. Em muitos
casos, esse e o0 ultimo recurso disponivel para melhorar a intensa angina (dor precordial) de um
grupo especifico de pacientes com coronariopatia acentuada®. O laser de CO,, que possui
altissima poténcia (800 Watts), e vem sendo utilizado sobre o musculo cardiaco (miocéardio), é

capaz de realizar pequenos pertuitos no musculo cardiaco isquémico (pouco irrigado) e suprir
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essa regido com novo fluxo de oxigénio e nutrientes, como uma nova via alternativa, melhorando
a angina e a qualidade de vida®®*.

O laser a frio (atérmico) &€ empregado intraluminalmente em procedimentos de
angioplastia coronariana desobstrutiva, sobretudo ao ocorrer oclusédo de stent (prétese coronaria),
como também na remocéo transvenosa de eletrodos defeituosos do marca-passo e desfibriladores,
sem a necessidade de abrir cirurgicamente o térax (toracotomia ou mesmo em esternotomia) para
retirar os fios, que estariam dentro da cavidade cardiaca. Este laser de XeCl (A = 308 nm)
apresenta energia elevada e minima variacdo de temperatura (cerca de 1,5° C), sendo sua
penetracdo extremamente superficial de 0,5-50 um no tecido-alvo. E fundamental que se saiba
qual o tipo de laser a ser empregado nas patologias cardiacas®.

O laser de baixa intensidade esta sendo utilizado na prevencdo de complicacdes pos-
cirurgicas na especialidade cardiovascular, revelando bons resultados e prevenindo eficazmente a
temida deiscéncia. Os lasers de As-Ga e As-Ga-Al operam no comprimento de onda no vermelho
e no infravermelho préximo, proporcionando, respectivamente, melhor cicatrizagdo, por meio dos
efeitos antiinflamatdrio, antiedematoso e antidlgico. KARU et al (2003) descreveu os efeitos
primarios, secundarios e sistémicos, induzidos mudancas na homeostase celular/tecidual por
intermédio da producdo de ATP pela mitocondria, nas membranas celulares nas bombas de sddio
e potassio, como também em canais de calcio®. A laserterapia auxilia em uma regeneracéo
tecidual rapida, reduzindo a morbidade cirdrgica e, dessa maneira, abreviacdo do tempo de
hospitalizagdo, tanto para o paciente quanto para a Instituicdo envolvida®®. O laser de baixa
intensidade age em nivel de citosinas, prostaglandinas, COX-2 e tem uma acdo anti-inflamatoria.
O LBI atua ainda aumentando a producdo do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e
facilitando a neoangigénese, bem como em fatores quimiotaxicos, auxiliando a drenagem
linfatica (acdo anti-edematosa). A acdo em células sanguineas, como em macro6fagos, neutrofilos,
plaquetas, linfocitos, € capaz de facilitar a fagocitose, e em nivel de fibroblastos ajuda na
producéo de colageno que serdo utilizados durante o processo de reparacao tissular, facilitando a
cicatrizagdo de lesfes. Da mesma forma, inumeros trabalhos relatam a agéo analgésica do LBI,
por meio da producdo de endorfinas, dopaminas, serotoninas. Atualmente, os sinais de acdo

|69,70

hemodindmica e hemorreoldgicas ja sdo identificados por meio da aplicacdo de LB , abrindo

uma nova fronteira utilizando o laser (LBI) no tratamento de diversas patologias em medicina.
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2.5.10 Atuacéo do Laser de Alta Poténcia sobre o Colageno

Lasers de diodo emitem luz no comprimento de onda vermelho e infravermelho, o qual é
absorvido seletivamente pela melanina e hemoglobina da pele™. No estudo de DANG et al
(2011), eles foram os primeiros a investigar o efeito do laser de diodo (A=800nm) na sintese de
novo colageno e na histologia da pele utilizando um modelo animal. Eles observaram que este
laser induziu a sintese de novo colageno atraves da via de sinalizacdo TGF-beta/Smad. Além
disso, detectaram elevacao do procolageno tipo | e expressdo IV na pele de ratos em niveis de
proteina e mMRNA na pele apés a irradiagdo. Esses dados fornecem forte evidéncia que o laser
diodo melhora a estrutura da pele e aumenta a espessura dérmica, sem causar danos epidérmicos,
sendo assim efetivo para tratar rugas na pele’.

Estudos mais recentes’® mostram um forte processo de remodelacdo do colageno com
uma distribuicdo e arranjo peculiares avaliado pela microscopia confocal em pacientes. Um tipo
de colageno recém-formado também estava presente, apresentando fibras longas e retas apds o
tratamento com laser de CO, fracionado na pele. A remodelacdo do colageno ainda estava
presente apos os 3 meses, confirmando o efeito a longo prazo do tratamento. Outro estudo
utilizando esse mesmo laser mostrou que em pacientes com cicatrizes de queimaduras maduras
na pele tratados com laser foi encontrado semelhante perfil de subtipo de colédgeno (colagenos
tipo I e 111) como de uma pele sem lesdo’™.

Em estudo com laser em cultura de fibroblastos, WENG et al (2011) encontraram niveis
elevados de hidroxiprolina (um marcador da sintese de colageno) nos trés grupos de lasers
estudados (532 nm potassium-titanyl phosphate, 1064 nm Q-switched Nd:YAG e 1064 nm long-
pulse Nd:YAG) quando comparado com 0s grupos controles nao irradiados, indicando que 0s
lasers foram efetivos em acelerar a producdo de novo colageno, sem induzir dano tecidual”.
Além disso, os niveis das enzimas antioxidantes superoxido dismutase glutationa perioxidase
aumentaram, indicando melhora na capacidade antioxidante dos fibroblastos. Assim como houve
diminuicdo no malondialdeido nos grupos irradiados, sugerindo uma inibi¢cdo na perioxidacao
lipidica. Esta reducdo no estresse oxidativo pode contribuir para sintese de novo colageno.

A relevancia do tema, suas consequéncias e as poucas possibilidades terapéuticas ainda

realizadas durante a intervencdo cirurgicas, faz se mister a busca de novos procedimentos
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3 OBJETIVO

1)

2)

3)

Comparar histologicamente cordas tendineas de valvas mitrais de suinos com e sem
aplicacdo do laser de alta poténcia, submetidas a variacdo de energia entregue ao tecido-

alvo;

Comparar a resisténcia mecanica de cordas tendineas de valvas mitrais de suinos com e

sem aplicacdo do laser de alta poténcia;

Avaliar histologicamente as cuspides do tecido valvar mitral de suinos submetidas ao

corte com bisturi de 1dmina fria e com o laser de alta poténcia.
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4 METODOLOGIA

O projeto deste estudo foi inicialmente submetido e aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa do InCor/HC numero 343/12.

4.1 CRITERIO DE SELECAO DAS VALVAS CARDIACAS

Trata-se de um estudo experimental, descritivo, onde foram utilizadas 7 valvas mitrais de
suinos jovens (6-12 meses de idade) e saudaveis, de ambos 0s sexos, provenientes de um
abatedouro submetido a fiscalizacdo do Departamento de Inspecdo Federal do Ministério da
Agricultura e Departamento de Vigilancia Sanitaria da Secretaria de Salde Estadual. Neste
mesmo local, as valvas foram lavadas em solucgéo fisiol6gica e conservadas imediatamente em
um recipiente contendo glicerina liquida estéril a temperatura ambiente durante o periodo de 48

horas, segundo indicacbes de estudos anteriores’® '

. Em prosseguimento, o material foi
transportado ao Centro de Lasers e Aplicacdes (CLA) do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN-USP). Neste laboratério, as valvas mitrais foram reidratadas em 3 recipientes
contendo solucéo fisioldgica 0,9%, permanecendo 30 minutos em cada recipiente em temperatura
ambiente.

13,79

Depois de reidratadas, 38 cordas tendineas de primeira ordem e 4 cuspides destas

valvas foram selecionadas aleatoriamente e divididas em 6 grupos, a saber.

Grupo 1 (G1) : Aplicacao do laser na corda tendinea, tempo= 15 segundos (n=9)
Gla: cordas submetidas a avaliacdo mecanica (n=2)
G1b: cordas submetidas & microscopia dptica (n=6)

G1c: corda submetida & microscopia eletronica (n=1)



Grupo 2 (G2) : Aplicacao do laser na corda tendinea, tempo 20 segundos (n=9)
G2a: cordas submetidas a avaliacdo mecénica (n=2)

G2b: cordas submetidas & microscopia optica (n=6)

G2c: corda submetida & microscopia eletronica (n=1)

Grupo 3 (G3) : Aplicacdo do laser na corda tendinea, tempo 30 segundos (n=9)
G3a: cordas submetidas a avaliacdo mecénica (n=2)
G3b: cordas submetidas a microscopia 6ptica (n=6)

G3c: corda submetida a microscopia eletronica (n=1)

Grupo 4 (G4) : Grupo controle : Corda tendinea sem aplicagdo do laser (n=11)
G3a: cordas submetidas a avaliagdo mecénica (n=5)

G3b: cordas submetidas a microscopia éptica (n=5)

G3c:corda submetida a microscopia eletronica (n=1)

Grupo 5 (G5) : Grupo cuspide cortado com lamina de bisturi (n=4)

Cuspides submetidas a microscopia 6ptica (n=4)

Grupo 6 (G6) : Grupo cuspide cortado com laser (n=4)

Cuspides submetidas a microscopia optica (n=4)
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O grupo controle (G4) foi comparado com os grupos G1, G2 e G3. E o G5 foi comparado

com o G6.

4.2 APLICACAO DO LASER DE ALTA POTENCIA (LAP)

As cordas tendineas dos grupos G1, G2 e G3 receberam tratamento com laser de diodo

(DMC, Sao Carlos, SP, Brasil), modelo MediLaser, emitindo comprimento de onda (1) de 980

nm, com uma poténcia de 3,0 W, 4rea do spot de 0,0016 cm?, didmetro do spot de 0,0451 cm,

modo de operacdo continuo e empregando uma fibra de 400 pum. O laser permaneceu

perpendicular a amostra fixada, a uma distancia de 1 mm da corda tendinea.

As cuspides cortadas com laser (G6) receberam tratamento com laser de diodo (DMC,
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Séo Carlos, SP, Brasil), modelo MediLaser, emitindo comprimento de onda (A) de 980 nm, com
uma poténcia de 9,0 W, tempo de aplicacdo de 12 segundos, modo de operacdo continuo e
tamanho da fibra de 400um. O laser foi sempre aplicado perpendicularmente a cuspide, através
de modo contato.

A poténcia do laser foi aferida através do equipamento Power Meter (FieldMaster GS,
Coherent Instruments, USA) a cada irradiacdo. O procedimento de aplicacdo do laser foi
realizado por um Unico operador, juntamente com trés auxiliares, todos utilizando 6culos de
protecdo, especificos para o comprimento de onda do laser de diodo e demais equipamentos de
protecdo individuais.

A valva mitral juntamente com suas cordas tendineas foram posicionadas sobre um
isopor, que estava em uma superficie plana de uma bancada. A hidratacdo da valva mitral com

solucdo fisioldgica a 0,9% foi realizada sempre que necessario durante o experimento.

Figura 5 - Laser de alta poténcia, diodo (a) e amostra posicionada sobre a bancada (b)
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Figura 6 - Durante aplicacdo do laser nas cordas tendineas

4.3 METODO DE MENSURACAO COMPUTADORIZADA DAS CORDAS TENDINEA

O software utilizado para a mensuragdo das cordas tendineas foi o Image J, versdo 1.6.
Uma foto do paquimetro foi captada pela camera termografica em abertura de 10 mm. O
programa calculou 111 pixels para a medida de 10 mm. Sendo assim, calculou-se que 1 pixel
equivalia a 0,09 mm, tornando-se possivel o calculo do comprimento e didmetro das cordas
tendineas.

Foi analisado o comprimento e a espessura das 38 cordas tendineas antes da irradiacdo do
laser de alta poténcia e apds a aplicacdo foram analisadas essas mesmas medidas nos grupos G1,
G2eG3.

4.4 TERMOGRAFIA

Um aparelho de termografia (ThermaCam FLIR SC3000 Systems, USA) foi utilizado
durante a aplicacdo do LAP para analise da temperatura sobre a corda tendinea. Neste
equipamento, imagens no infravermelho foram gravadas a frequéncias de 60 Hz. A temperatura

do laboratério manteve-se constante a 22°C durante todo o experimento. A emissividade da corda
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tendinea foi considerada 0.98 para o ajuste da cdmera térmica. A camera estava conectada a um
computador, sendo que as imagens foram capturadas e analisadas pelo software do fabricante,
ThermaCAM Research (FLIR System, USA).

Para aquisicdo das imagens, a camera foi posicionada a 0.1 m de distancia das
amostras, para obtencdo do foco na corda tendinea. Como a irradiacdo do laser foi perpendicular
a corda, a camera foi posicionada na lateral da amostra a fim de que a temperatura do feixe do

laser ndo pudesse interferir nas medicdes da analise de temperatura das amostras estudadas.

Figura 7- Aparelho de termografia conectado ao computador (a) e imagem térmica das cordas tendineas
da valva mitral na tela do computador (b)

45 TOMOGRAFIA POR COERENCIA OPTICA (OPTICAL COHERENCE
TOMOGRAPHY - OCT)

Um aparelho de tomografia por coeréncia 6ptica-OCT (OCS1000SS-Thorlabs, Inc
USA) foi empregado durante a aplicagdo do LAP. Esta técnica de diagndstico produz imagens de
um corte transversal, com alta resolugédo espacial, de microestruturas internas de um tecido de
forma ndo invasiva. O equipamento estava conectado a um computador e as imagens foram
capturadas do sistema. O equipamento permite realizar imagens da seccdo transversal das
amostras baseadas nas propriedades Opticas de espalhamento da luz e de polarizagdo, onde os
dois tipos de imagens foram adquiridas e armazenadas® .
As imagens foram registradas antes, durante (em tempo real) e ap0s a irradiacdo do
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laser. Foram também geradas imagens tridimensionais antes e apds aplicacdo do laser para

andlise a posteriori.

Figura 8 - Aparelho de OCT a esquerda (a); imagem da superficie e abaixo da corda tendinea na tela do

computador em tempo real durante o experimento (b)

4.6 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Parte das amostras foram preservadas em formalina e glutaraldeido e encaminhadas ao
Laboratorio de Anatomia Patol6gica do InCor/HC-FMUSP para andlise microscépica. A outra
parte das amostras foi preservada em solugdo fisiol6gica 0,9% e encaminhada imediatamente ao

Instituto de Ciéncias Biomedicas (ICB-USP) para anélise mecanica.

4.7 AVALIACAO HISTOLOGICA

4.7.1 Microscopia Optica

As amostras foram mantidas em recipiente identificado contendo formalina a 10%. Em
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seguida foram submetidas a processamento histoldgico convencional e ap06s inclusdo em
parafina, foram obtidos cortes de cinco micrémetros (um) de espessura, utilizando-se micr6tomo
(Leica RM 2145). Os cortes foram pescados em laminas de vidro previamente tratadas com
organosilano e levados a temperatura de 37°C para desparafinacdo e colagem. Para coloracédo
foram utilizadas as técnicas de Hematoxilina-Eosina (HE), Tricrdmico de Masson e Pricosirius
vermelho.

A analise foi realizada em microscopico éptico (Nikon Eclipse 80i) onde foi feita uma
analise qualitativa e semi-quantitativa dos cortes histoldgicos. Foram analisados a arquitetura das
estruturas celulares e matriz de cuspides e cordas, bem como a presenca ou auséncia de areas com
alteracdo na coloracdo esperada para uma determinada estrutura ou tipo de tecido (&reas hialinas
e acidofilicas nos cortes corados pela Hematoxilina-Eosina, areas vermelhas nos cortes corados

pelo Tricrdmico de Masson e areas de birrefringéncia pelo Picrosirius vermelho).

4.7.1.1 Medida da Area Corada das Cordas Tendineas e Clspides

As medidas morfométricas foram realizadas por meio de um sistema computadorizado
interativo de andlise de imagens (Programa Axio Vision Rel.4.7, Zeiss). Uma cadmara de video
(Zeiss) conectada ao microscopio optico (Axio Imager Al, Zeiss) transmite ao sistema cada
campo microscopico, que é entdo transformado em uma imagem digital binaria. Uma
seqliéncia de operacGes matematicas e morfoldgicas permite identificar e quantificar todas as

estruturas de interesse.

Cortes histologicos das cordas tendineas dos quatro grupos, corados pelo método de
Tricomico de Masson foram estudados. Este método cora caracteristicamente o colageno em
azul, os nucleos celulares em castanho-escuro enegrecido e os tecidos musculares em
vermelho. Em nosso material, observamos que os tecidos submetidos ao laser apresentavam
areas de colageno com alteracdo da cor esperada, ou seja, coradas em vermelho. A

quantificacdo dessas areas foi entdo realizada.

Utilizando o sistema computadorizado de anélise de imagens citado acima, quantificou-se

a fracdo de area de Masson vermelho através da cor, por meio da marcagdo prévia de uma
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regido sabidamente preenchida por esta proteina, de forma que o programa reconhecesse
automaticamente todas as estruturas coradas no mesmo tom (vermelho) como ‘“Masson
vermelho”. Ajustes manuais fortuitos foram necessarios a fim de adicionar ou remover areas
ndo marcadas ou reconhecidas incorretamente pelo sistema. Com lente objetiva de 1X e 2,5X,
49 campos foram analisados e o resultado expresso como porcentagem da area ocupada por
Masson vermelho. Com relagéo as cuspides, foi realizada manualmente a medida do maior
comprimento a partir da borda de corte até a periferia da area com coloracgéo alterada (Masson

vermelho).

4.7.1.2 Andlise da birrefringéncia

Cortes histologicos das cordas tendineas dos quatro grupos e das cuspides nos dois
grupos, corados pelo método de Picrosirius vermelho foram estudados. Este método cora em
vermelho as fibras colagenas, que se mostram birrefringentes a luz polarizada. Em nosso
material, observamos que os tecidos submetidos ao laser apresentavam areas de colageno com
menor birrefringéncia, ou seja, areas menos brilhantes. A quantificacdo dessas areas foi entdo
realizada através do sistema computadorizado interativo de analise de imagens (Programa Axio

Vision Rel.4.7, Zeiss) e com lente objetiva de 1X, citados anteriormente.

4.7.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Imediatamente apds a coleta das amostras de tecidos, foram recortadas cortes transversais
ao maior eixo da corda sobre uma gota de fixador glutaraldeido 3% (Electron Microscopy
Sciences, Fort Washington, EUA) preparado em tampdo fosfato 0,1M pH 7,3 e deixadas neste
fixador por 3 horas a 4°C . Em seguida, o glutaraldeido foi retirado e as amostras foram pds-

fixadas em tetroxido de 6smio 1% (Electron Microscopy Sciences , Hatfield, EUA) preparado em
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tampdo fosfato 0,1% pH 7,3 por 2 horas a 4°C. Ap0s esse processo, as amostras foram lavadas
em solucéo salina 0,9% contendo 1,78 % de sacarose pH 7,4 e deixados até o dia seguinte em
acetato de uranila 0,5 % (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, EUA) com 13,3 % de
sacarose (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, EUA) a 4°C.

A desidratagéo foi realizada da seguinte forma: lavagem em solucdo salina 0,9% contendo
1,78% de sacarose pH 7,4. Desidratacdo em: 1) etanol 70% (3x 10 min); 2) 2,2-dimetoxipropano
acidificado, 100 pl de HCI 1IN em 100 ml de dimetoxipropano, (1x 5 min) e 3) acetona com a
parte superior do sulfato de cobre anidro, 4 g de sulfato de cobre em 100 ml de acetona, (1x 2
min).

Ap0s esse processo foi realizada a infiltragdo com uma mistura contendo acetona e resina
previamente preparada na proporcdo de 1:1 por 30 min a temperatura ambiente. A seguir a
mistura foi desprezada e os fragmentos emblocados em moldes flexiveis de silicone contendo
resina preparada e deixados por 24 horas numa estufa a 60°C para a polimerizacdo. No dia
seguinte, as formas de silicone contendo o material incluido foram retiradas da estufa e deixadas
sobre a bancada por 30 minutos para que a resina endureca. Posteriormente, os fragmentos foram
cortados num ultramicrétomo (Sorvall- modelo MT2-B, EUA) numa espessura de 0,5 um. Os
cortes foram colocados em laminas histoldgicas e corados com uma mistura 1:1 de Azul de
Metileno a 1% (Merck, Germany) em Bérax 1% (Reagen ,Rio de Janeiro, Brasil) e Azur 1l a 1%
em agua destilada (Merck, Germany).

A partir da observacdo e analise ao microscépio éptico destes cortes semi-finos foram
selecionados os blocos mais representativos para o corte ultra-fino a 60 -70 nm de espessura
feitos em um ultramicrétomo Leica ,modelo Ultracut UCT-Austria. Os cortes foram realizados
com faca de diamante marca Diatome- Switzerland e colocados em telas de cobre 200mesh
(Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, EUA).

A seqguir as telas foram contrastadas com acetato de uranila a 5% (Sigma, St Louis, EUA)
por 30 minutos a temperatura ambiente, lavadas com 3 passagens de agua destilada e logo apds
contrastadas com citrato de chumbo (Sigma,St Louis, EUA) por 20 minutos. Depois as telas
foram lavadas novamente em &gua destilada 3 vezes e secas com papel de filtro (técnica de
Reynolds, 1963).

Posteriormente, as telas puderam ser observadas ao microscopio eletrdnico de transmissao
(Electron Microscope JEOL- JEM-1010).
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4.8 AVALIACAO MECANICA

Um aparelho de tragdo mecénica (EMIC linha DL-200 MF) foi utilizado para avaliar as
propriedades mecénicas das cordas tendineas. Foram analisados: forga méxima (Fméx),
deslocamento maximo (Desl méx) e rigidez.

O comprimento médio das cordas analisadas foi de 12 mm. Sendo assim, o material foi
dividido em 3 regides, deixando a parte central para fixacdo, permitindo alongar somente a corda
tendinea, ao invés dos elementos conectados a elas (musculo papilar e cuspide). Foi utilizado 1/3
do total do comprimento da corda tendinea para fixacéo na parte superior da maquina e outro 1/3
para fixacdo na parte inferior da méaquina, finalizando sempre com o valor exato de 4 mm
(posicdo inicial ou Ly) para o comprimento do material em que foi realizado o ensaio mecanico.
Neste tecido foi aplicado um teste monot6nico de tracdo até a ruptura do material. Foi utilizado

uma velocidade de tracdo de 5 cm/min até o0 momento da ruptura e parada do ensaio.

a b c

Figura 9- Corda tendinea com parte da cuspide e do musculo papilar (a); aparelho de teste mecanico (b)
e corda tendinea fixada nas garras do aparelho (c).

4.9 IMAGEM FOTOGRAFICA

As imagens da valva cardiaca e suas respectivas cordas, assim como as imagens dos
aparelhos utilizados durante o experimento foram capturadas por uma méaquina fotografica digital
(Sony, modelo Cyber-shot de 16.1 megapixels).
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente todas as varidveis foram analisadas descritivamente. Para as variaveis
quantitativas esta andlise foi feita atraves da observacdo dos valores minimos e maximos, e do
calculo de médias, desvios-padrdo e mediana. Para as varidveis qualitativas calculou-se
frequéncias absolutas e relativas.

Para a comparacdo de médias de dois grupos foi utilizado o teste t de Student®. Para a
comparacéo de trés ou mais grupos foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis®® com
teste de Dunn®®, pois a suposicao de normalidade dos dados foi rejeitada.

Para se testar a homogeneidade entre as proporcdes foi utilizado o teste exato de Fisher®
(pois ocorreram frequéncias esperadas menores de 5). Para a comparagdo dos momentos pré pos
em cada grupo foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon®.

O nivel de significancia utilizado para os testes foi de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 ALTERACOES ENCONTRADAS NA CORDA TENDINEA ANTES E APOS
IRRADIACAO DO LASER

A poténcia utilizada nos grupos G1, G2 e G3 foi a mesma para os trés grupos, 3W.
Variou-se o tempo de aplicacdo em cada grupo. Para o G1, utilizou-se um tempo de 15 segundos,
energia de 45 J, densidade de poténcia de 1875 W/cm? e densidade de energia de 28125 J/cm?.
Para o G2, utilizou-se um tempo de 20 segundos, energia de 60 J, densidade de poténcia de 1875
W/cm? e densidade de energia de 37500 J/cm® Em G3 utilizou-se um tempo de 30 segundos,
energia de 90 J, densidade de poténcia de 1875 W/cm? e densidade de energia de 56250 J/cm?.
Calcula-se que a energia total despendida na corda tendinea variou de 45 a 90J.

A poténcia utilizada no G6 foi de 9 W e o tempo de aplicacdo foi de 12 segundos,
totalizando uma energia de 108 J na clspide, densidade de poténcia de 5625 W/cm? e densidade
de energia de 67500 J/cm?.

Com relacdo ao comprimento e didametro das cordas tendineas, elas apresentaram medidas
equivalentes entre si nos quatro grupos G1l, G2, G3 e G4, ndo havendo diferencas
estatisticamente significantes (p=0,562 e p=0,542 , respectivamente) (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 - Medidas do comprimento inicial das cordas tendineas nos 4 grupos (G1,G2,G3 e G4)*

GRUPO MEDIA MINIMO MAXIMO
(COMPRIMENTO) | (COMPRIMENTO) | (COMPRIMENTO)
Gl 15,35 7,70 27,18
G2 15,04 4,63 25,60
G3 12,53 7,10 24,03
G4 12,93 6,79 15,35

*p=0,562



41

Tabela 2 - Medidas do diametro inicial das cordas tendineas nos 4 grupos (G1,G2,G3 e G4)*

GRUPO MEDIA MINIMO MAXIMO
(DIAMETRO) (DIAMETRO) (DIAMETRO)
Gl 0,91 0,43 1,69
G2 0,76 0,27 1,60
G3 0,77 0,35 1,50
G4 0,88 0,50 1,41
*p=0,542

Houve um decréscimo significante no comprimento das cordas tendineas ap6s aplicacéo
do laser quando comparado ao comprimento inicial (p=0,005 em G1 e G2 e p=0,004 em G3)
(Grafico 1). Entretanto no diametro da corda a alteracdo ndo foi significativa para nenhum dos
grupos (p=1,00 em G1, p=0,345 em G2 e p=0,317 em G3) (Grafico 2).

As cordas tendineas apresentaram medidas semelhantes entre si nos trés grupos (G1, G2
e G3) apds aplicacdo do laser, ndo havendo diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos. O G2 alcancou temperaturas significantemente menores com a aplicacdo do laser, quando

comparado com os outros grupos (G1 e G3) (Grafico 3).

Gréfico 1 - Medidas do comprimento inicial das cordas tendineas (Pré Laser) e medidas finais

(P6s Laser) nos grupos estudados, estatisticamente significantes
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Gréfico 2 - Medidas do didmetro inicial das cordas tendineas (Pré Laser) e medidas finais (P6s

Laser) nos grupos estudados
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Gréfico 3 — Temperatura alcangada na corda tendinea durante aplicacéo do laser. Nota-se que o

G2 obteve uma temperatura menor que nos outros grupos, considerado estatisticamente significante
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Uma grande porcentagem das amostras do G3 (60%) apresentaram areas com maiores

guantidades de Masson vermelho-escuro na corda tendinea quando comparadas com 0S outros
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grupos em que foi aplicado o laser (G1 e G2), entretanto ndo foram estatisticamente significantes
(p=0,413) (Grafico 4). Observou-se fracdo de area maior de Masson vermelho nas cordas

tendineas em que a temperatura estava mais alta, porém também ndo podemos dizer que foram
significativas (p=0,055) (Gréfico 5).

Gréfico 4 — Fracdo de area (porcentagem) de Masson vermelho na corda tendinea

(microscopia Optica)*
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Gréfico 5 - Correlacdo da temperatura e presenca de Masson vermelho na corda tendinea*
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5.2 ESTUDO TERMOGRAFICO

A figura 10 mostra uma imagem da camera termogréafica durante a irradiacdo com o
laser. Para esta analise, a area da imagem da corda tendinea foi selecionada e a temperatura
maxima desta regido foi registrada durante o procedimento com o laser. Na figura 11,
observamos que no intervalo de tempo de 30 segundos, a temperatura maxima alcancada na corda
tendinea foi de 48°C.
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Figure 10 - Imagem térmica da corda tendinea durante a irradiagdo com o laser
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Figure 11 - Curva tempo-temperatura mostra a temperatura méxima alcancada na corda tendinea (48°C)

5.3 ESTUDO MICROSCOPICO DAS CORDAS TENDINEAS

5.3.1 Microscopia Optica

A microscopia optica, encontramos as estruturas valvares preservadas no grupo controle
como esperado para um tecido colagenizado normal quando coradas pela Hematoxilina-Eosina e
de cor homogénea e azulada, quando submetidas a técnica do Tricromico de Masson (Figura 12 a
e b). Quando corado pelo Picrosirius vermelho, nota-se a birrefringéncia do colageno,
evidenciando os tipos | e Ill de coladgeno (Figura 12 c). Entretanto, observou-se alteragdo na
coloracdo para as cordas tendineas nos grupos laser (G1, G2 e G3) que apresentaram areas
hialinas ocupando quase a totalidade da espessura da corda, quando coradas pela Hematoxilina-
Eosina e areas vermelho-escura na regido central da corda quando coradas pelo Tricromico de
Masson (Figuras 13aeb, 14 aeb, 15ae b). Para os grupos G1, G2 e G3 o colageno mostrou-se

com uma menor birrefringéncia (Figuras 13 c, 14 c, 15 c).
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Figura 12 — Cortes histolégicos da corda tendinea normal de suino (grupo controle). Corte corado com
Hematoxilina-Eosina (a); corte corado pelo Tricrémico de Masson, onde se nota coloragdo homogénea e
azulada, como esperado para um tecido colagenizado normal (b); e corte corado pelo Picrosirius

visualizado sob luz polarizada, onde se nota a birrefringéncia do colageno (c).
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Figura 13 - Cortes histoldgicos da corda tendinea normal de suino submetida ao laser (G1). Corte corado
com Hematoxilina-Eosina, onde se observa area irregular hialina ocupando quase a totalidade da
espessura da corda (a); corte corado com Tricrdmico de Masson, onde se observa coloracdo vermelho-
escura nas areas centrais correspondentes ao aspecto hialino da figura (b); e corte corado com Picrosirius e

visualizado sob luz polarizada, onde se nota a biorrefringéncia diminuida do coldgeno nas mesmas areas

(c).
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Figura 14 - Cortes histoldgicos da corda tendinea normal de suino submetida ao laser (G2). Corte corado
com Hematoxilina-Eosina, onde se observa area irregular hialina ocupando quase a totalidade da
espessura da corda (a); corte corado com Tricrdmico de Masson, onde se observa coloracdo vermelho-
escura nas areas centrais correspondentes ao aspecto hialino da figura (b); e corte corado com Picrosirius e

visualizado sob luz polarizada, onde se nota a birrefringéncia do coldgeno pouco diminuida (c).
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Figura 15 - Cortes histoldgicos da corda tendinea normal de suino submetida ao laser (G3). Corte corado
com Hematoxilina-Eosina, onde se observa area irregular hialina ocupando as extremidades da corda (a);
corte corado com Tricrémico de Masson, onde se observa coloragdo vermelho-escura correspondentes ao

aspecto hialino da figura (b); e corte corado com Picrosirius e visualizado sob luz polarizada, onde se nota

areas de menor birrefringéncia do colageno nas mesmas areas (c).
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5.3.2 Microscopia Eletrénica de Transmissdo

Na microscopia eletronica, evidenciamos no grupo controle (G4), a ultraestrutura de uma
corda tendinea com as fibras de coldgeno adensadas e seccionadas transversalmente, como
esperado para um tecido normal. Entretanto, nos grupos laser (G1, G2 e G3), as fibras de
colageno se mostraram separadas e seccionadas em diversas orientacdes. Aparentemente as fibras
de colageno tiveram diametros menores quando comparado com o grupo controle (Figuras 16 e
17).

Fibras de
colageno
adensadas

Figura 16 - Fotomicrografia eletronica da ultraestrutura de uma corda valvar normal (grupo controle).
Notam-se fibras de colageno adensadas e seccionadas transversalmente. Aumento original 10000 x (a) e
25000 x (b).



51

Fibras de
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Figura 17 - Fotomicrografias eletronicas da ultraestrutura de uma corda valvar submetida ao laser de alta
poténcia. Notam-se fibras de coladgeno separadas e seccionadas em diversas orientacdes. Aparentemente as
fibras de colageno sdo menores em diametro, quando comparado com o grupo controle. Aumento original
10000 x (a) e 25000 x (b).

5.4 ESTUDO MICROSCOPICO DAS CUSPIDES

Com relacdo ao corte com bisturi de lamina nas cuspides, evidenciamos pela coloragdo
Hematoxilina-Eosina, pela coloracdo Tricrdmico de Masson e coloracdo Picrosirius vermelho
auséncia de qualquer alteracdo histologica, ou seja, matriz extracelular valvar com colédgeno
frouxo na regido central da cuspide e mais adensado na periferia, azulado e homogéneo ao
Masson e com birrefringéncia usual (Figura 18). No grupo em que foi realizado o corte com laser
nas cuspides, um aspecto basofilico hialino foi encontrado focalmente quando corados pela
Hematoxilina-Eosina (Figuras 19 a, d). Quando corado pelo Tricromico de Masson, se observa
coloragdo vermelho-escura nas bordas e areas de menor biorrefringéncia nas bordas do tecido

quando corado pelo Picrosirius vermelho (Figuras 19 b, c, e, f).
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Figura 18 - Cortes histoldgicos da cuspide normal de suino submetido ao corte com lamina de bisturi
(G5). Corado com Hematoxilina-Eosina (a); corado com Tricrémico de Masson, onde nota-se aspecto
histoldgico tipico da cuspide e coloracdo azulada homogénea (b); e corado com Picrosirius e visualizado

sob luz polarizada, onde observamos a birrefringéncia do colageno (c).
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Figura 19 - Cortes histolégicos da cuspide normal de suino submetido ao corte com laser (G6). Aspecto
basofilico hialino, focalmente em cortes corados pela Hematoxilina-Eosina (a, d); corte corado com
Tricrédmico de Masson, onde se observa coloracdo vermelho-escura nas bordas correspondentes ao aspecto
hialino da figura (b, €); e corte corado com Picrosirius e visualizado sob luz polarizada, onde se observa

areas de menor birrefringéncia do colageno nas mesmas areas (c, f).

5.4.1 Medidas da extensdo do corte com o Laser

A afericdo das distancias entre o ponto inicial do corte da cuspide e o final da lesdo
demonstrada histologicamente, indicou uma maior extenséo nas laminas coradas com Picrosirius
quando comparamos as coradas pelo Tricomico de Masson (Figura 20). No primeiro segmento da
primeira cuspide (CU 1A) Tricbmico de Masson e Picrosirius, mediram respectivamente, 381,5
um e 742,7 um e no segundo segmento (CU1B) mediram 240,4 pum e 268,7 um. Na segunda

cuspide (CU2) Tricbmico de Masson e Picrosirius, mediram 3559 pm e 612,3 um,
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respectivamente. Na terceira cuspide (CU 3A) Tricobmico de Masson e Picrosirius, foram
respectivamente, 299,5 um e 977,9 um. No primeiro segmento da quarta cuspide (CU 4A)
Tricdmico de Masson e Picrosirius, foram respectivamente, 731,3 um e 1285,1 um. No segundo
segmento da quarta cuspide (CU 4B) Tricomico de Masson e Picrosirius, foram respectivamente,
491,71 pm e 785,14 um (Gréfico 6).

As distancias médias medidas nos preparados corados pelo Tricdmico de Masson e pelo
Picrosirius a partir da borda de corte com a aplicacdo de laser foram respectivamente: 416,7 um e
778,6 um, consideradas estatisticamente significantes (p=0,044) (Gréfico 7).

A relacdo entre as distancias pelo Masson e Picrosirius foi de 0,58, ou seja, a distancia a
partir da borda nos preparados corados pelo Masson foi 42% menor do que nos preparados

corados pelo Picrosirius.

Gréfico 6 - Distancias a partir do corte com o laser (p=0,044)
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Gréfico 7 - Média das distancias avaliadas nas laminas coradas pelo Tricomico de
Masson e Picrosirius (p=0,044)
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Figura 20 - Distancias a partir do corte com o laser, na coloracdo Tricbmico de Masson (a); e na

coloracdo Picrosirius vermelho visualizado sob luz polarizada (b).
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55 ESTUDO DA CORDA TENDINEA E CUSPIDE PELA TOMOGRAFIA POR
COERENCIA OPTICA

Utilizando a técnica de tomografia por coeréncia éptica (OCT), mostramos imagens da
corda tendinea e da cuspide durante a aplicacdo do laser, capturadas em tempo real, de forma ndo
invasiva e sem irradiacdo ionizante (Figura 21 e 22). Durante o experimento, notamos alteracao
nas propriedades de birrefringéncia da corda tendinea (faixas claras e escuras) evidenciando o seu

movimento que traduzia a sua provavel retracéo.

Figura 21 - Imagens da corda tendinea da valva mitral normal pelo método de OCT mostrando a
viabilidade da técnica. As imagens foram realizadas em tempo real de forma ndo invasiva durante a

aplicagdo do laser (a e b). A mesma imagem em 3D da corda tendinea da valva mitral (b).
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Figura 22 - Imagem da cuspide da valva mitral no momento em que foi cortada pelo laser. As imagens da
OCT foram realizadas em tempo real de forma ndo invasiva e mostra a viabilidade da técnica.

5.6 ESTUDO MECANICO

No teste de tracdo, cada grupo foi representado por uma curva que expressa a média de 6
amostras do mesmo grupo. A curva geralmente denota uma regido linear onde o angulo (o)
formado pelo eixo X e pela curva tem o valor maximo. Quanto maior este angulo, mais riigido é
o0 material. A medida espacial de cada corda tendinea foi levada em consideracdo e a distancia
inicial entre os fixadores metélicos do aparelho que determina a distancia inicial antes do teste de

tracdo (LO=4mm) foi mantida a mesma para todas as amostras.
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Gréfico 8 - Tragdo mecénica das cordas tendineas dos grupos laser e grupo controle até

a ruptura do tecido
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O gréfico 8 representa o ensaio de tracdo mecanico das cordas tendineas até seu ponto de
ruptura. O Eixo Y representa a forca em Newton (N) e nos permite avaliar qual material
apresentou maior forga até 0 momento da ruptura, descrevendo também o material mais resistente
ao ensaio de tracdo. O ponto maximo representa a forca maxima apresentada por cada material no
momento de sua ruptura. O Eixo X representa o deslocamento do material em (mm) durante o
ensaio de tracdo. A relacdo entre estes dois eixos (X e Y) ou Forca e deslocamento permite
avaliar determinadas propriedades mecanicas do tecido.

Este tipo de ensaio permite a observacdo de algumas caracteristicas mecanicas do
material. Os resultados apresentados neste grafico demostram algumas diferencas entre os grupos
controle e laser. O grupo laser denotou valores menores no angulo (a2) que determina a rigidez
do material, assim como na for¢a maxima durante a ruptura. Ou seja, este se rompeu com uma
forca menor (menor resisténcia) e apresentou uma rigidez menor quando comparada ao grupo
controle. Em relacdo ao deslocamento, o grupo laser apresentou valores maiores em relacéo ao

grupo controle, isto é, a fibra sofreu maior distengdo no grupo laser.
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6 DISCUSSAO

Na insuficiéncia mitral € comum a presenca de cordas tendineas alongadas que necessitam
de correcdo cirurgica, principalmente na doenca mixomatosa e em algumas criancas acometidas
pela febre reumética. Em relagéo a estenose mitral reumética, a fusdo comissural € a principal
caracteristica e a reestenose € prevalente. A incorporagdo de inovacdo tecnoldgica e
aprimoramento na técnica cirurgica sao imprescindiveis para melhoria de resultados.

Com a introducédo do laser de alta poténcia na medicina, houve um avanc¢o inimaginavel
em determinadas areas médicas no ultimo meio século de seu desenvolvimento. Além de cortes e
vaporizacdo de tumores, devido ao seu efeito fototérmico, sendo ainda capaz de proporcionar
reducdo de infeccdo bacteriana e hemostasias a0 mesmo tempo, permitiu sua disseminacdo em
cirurgias uroldgicas, cardiovasculares, neuroldgicas, sobretudo em oftalmologia e dermatologia.
O laser de diodo cirargico disponivel comercialmente na década de 90 vem tomando espago em
suas aplicacdes devido a possibilidade de aplicacdo de fibra 6ptica em 6rgdos internos, por meio
de endoscopias, de forma segura e menos invasiva.

O encolhimento térmico do coladgeno tem sido utilizado ha muitos anos na area da
oftalmologia para tratar descolamento de retina e criar soldagem seletiva do colageno na
membrana de revestimento interna posterior, sem afetar o epitélio da cérnea®. Na ortopedia,
estudos in vitro indicam uma diminuicdo precisa na frouxiddo ligamentar de humanos
reconstruidos, através do encurtamento do coldgeno com o laser Nd:YAG. Esses autores
observaram um local bem demarcado de desnaturacdo difusa e degeneracdo dos elementos do
colageno. Colageno normal estava presente ao redor dessas mudancas térmicas®>. Além disso, em
alguns estudos, o tratamento com laser na area cardiaca resultou em retracéo cicatricial evitando
expansdo do infarto e reduziu o volume apds infarto agudo do miocardio. No estudo de
RAHMAN et al (2010), verificaram que houve uma reducdo sobre a estrutura rica de coldgeno no
anel valvar mitral quando utilizaram a radiofrequéncia in vivo sobre o anel valvar mitral com o
propésito de tratar a regurgitacdo mitral®®. Entretanto, com relacdo & aplicacdo do laser sobre
cordas tendineas e cuspides cardiacas, ndo encontramos estudos na literatura a respeito do

assunto.
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No presente trabalho, o estudo histologico revelou que as cordas tendineas submetidas ao
laser apresentaram alteracdes na coloragdo, na birrefringéncia do colédgeno e na distribuicdo nos
feixes de colageno. Nas cuspides cortadas com laser, aspecto basofilico-hialino no tecido,
presenca de Masson vermelho e diminuicdo da birrefringéncia também foram observados. O
aspecto hialino do coldgeno é um achado comum nos tecidos submetidos a trauma por
temperatura, e nos encontrados em espécimes cirargicos de tecidos submetidos a bisturi elétrico.
O aspecto Masson vermelho encontrado neste estudo € conhecido ha alguns anos na literatura,
como descrito por CHVAPIL et al (1984)%". Eles notaram que as caracteristicas azul-esverdeada
do colageno nativo da pele de suinos sofriam modificacdes para o vermelho, se o colageno fosse
afetado em trauma por temperatura®’. No estudo de WHITTAKER et al (2000), observaram que a
birrefringéncia do colageno diminuiu acima de 70°C e, que, acima de 80°C esteve associado com
mudancas na organizacdo nas fibras de coldgeno de ondulado para estirado, apds utilizacdo da
radiofrequéncia em coracdes de cdes in vitro e in vivo®. Eles sugerem que lesées causadas por
temperaturas mais baixas poderiam nao se estender devido ao colageno ndo danificado resistir ao
estiramento. Sendo assim, a coloracdo por Picrosirius vermelho associada a luz polarizada
revelou uma assinatura histologica da temperatura correspondendo a desnaturacdo do colageno.

Em doenca humana, IGLESIAS (2007) descreveu na endomiocardiofibrose uma faixa de
tecido colagenizado que evidenciava essa mesma caracteristica de alteracdo tintorial do colageno,
sem, entretanto fornecer explicagdo para o fenomemo®. E possivel que esse achado morfolégico
seja um marcador de lesdo tecidual ou apenas de desestruturacdo espacial das fibras de colageno
nas cordas tendineas e cuspides do presente modelo experimental. No entanto, uma limitacao
deste trabalho é que ndo existiu reacdo vital, ja que os tecidos-alvo foram submetidos ao laser
apos a sua retirada do coracdo do animal no abatedouro. Serdo necessarios estudos adicionais
para se verificar qual o padrdo de regeneracao tecidual induzida pelo laser nas valvas cardiacas e
suas cordas.

FURLANETTO et al (1984)% utilizaram laser de argénio (A=314-488nm, poténcia de
0,5W a 2,5W, por 2 a 105 segundos) em cordas tendineas mitrais de cadaveres com menos de 12
horas de oObito e obtiveram um encurtamento de 22,8% e uma resisténcia a tracdo que variou
pouco, mas nao significativamente, em relacdo as cordas ndo submetidas a acdo do laser. No
estudo histologico, observou-se necrose de coagulacdo do tecido conjuntivo das cordas.

Entretanto neste estudo encontramos poucos dados relativos aos parametros dosimétricos do
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laser. J& em nosso estudo foram utilizados comprimento de onda (A=980nm), poténcia (3W) e
tempos (15-30 segundos) diferentes, onde observamos um decréscimo significante no
comprimento das cordas tendineas apos aplicacdo do laser nos trés grupos estudados (G1, G2 e
G3) quando comparado ao comprimento inicial.

O comportamento mecéanico do tecido esta relacionado a trés aspectos, sendo eles: carga,
tipo do material e geometria do mesmo® e estes sdo interpretados através da curva de forca-
deformacéo. Ao aplicar-se uma forca, ou seja, um alongamento no tecido, este sofre também uma
distensdo. Esta representa a quantidade de deformacdo em relacdo a carga aplicada. A rigidez é
uma resposta mecanica do tecido bioldgico que depende do estresse aplicado e da deformacao
ocorrida®.

Mudangas estruturais no tecido podem ocorrer devido a acdo do laser de alta poténcia e
essas alteracdes celulares podem influenciar na degradacéo de colageno e na morte celular. Desta
forma, a quantidade de colageno, no caso da corda tendinea, colageno tipo | e tipo Il podem
estar alterados ou ainda, suas fibras podem apresentar alteracbes em sua orienta¢do. Todos estes
fatores possuem grande influéncia na resposta mecanica do tecido.

Foi demonstrado neste trabalho que o modelo de lesdo utilizado conseguiu alterar algumas
propriedades mecanicas da corda tendinea, tais como a forca maxima no instante da ruptura do
tecido que foi menor nos grupos laser, assim como o angulo que se formou na regido linear de
cada curva, indicando que os grupos laser apresentaram menor rigidez no tecido (Gréfico 6).
Embora o grupo laser tenha evidenciado uma deformacédo maior com relacdo ao grupo controle, a
corda tendinea se rompeu com uma for¢a menor. Neste estudo foi aplicado apenas um modelo de
ruptura de forca maxima. Sendo assim, ndo € possivel comentarmos sobre a elasticidade do
tecido, pois para isso testes ciclicos deveriam ser empregados. E importante ressaltar que esses
dados encontrados foram em cordas tendineas de suinos saudaveis submetidas ao laser. Nao
podemos inferir que este comportamento mecanico estaria presente em cordas humanas
acometidas por alguma doenca valvar. Trabalhos anteriores demonstraram que tenddes calcaneos
de ratos apos processo inflamatorio agudo induzido por colagenase, apresentou aumento da
rigidez do tenddo®®. Neste aspecto, talvez a reducdo desta rigidez com o laser poderia contribuir
para uma propriedade mecéanica mais proxima do tecido original. Porém, mais trabalhos devem

ser realizados para explicar estes aspectos.



62

Em estudo de LOBO et al (2006) foi demonstrado que a resisténcia da corda tendinea
primaria humana da valva mitral esta relacionada com sua espessura e com o alongamento no
momento da ruptura & tracdo, ndo estando relacionada ao seu comprimento'®. Em relacio ao
alongamento no momento da ruptura, esta apresenta correlacdo com a resisténcia relativa a
espessura e com a espessura da corda tendinea primaria humana, ndo estando relacionada com o
comprimento da mesma.

Durante o procedimento em que aplicamos o LAP nas cordas tendineas foi possivel
identificar alteracOes estruturais da propria fibra e seu encurtamento através da técnica de
tomografia por coeréncia déptica o que permitiu essa visualizagdo em tempo real do tecido
estudado. Além disso, pudemos controlar a temperatura do tecido atraves da termografia, ja que o
nosso intuito foi o de alcancar temperaturas mais baixas (<48°C).

No estudo de AZEVEDO (2005), ratos foram submetidos a dano tecidual com bisturi
convencional, bisturi elétrico e laser de alta poténcia, observando-se dano tecidual
significantemente menor (area de necrose) com o bisturi convencional®. Entretanto, todos os
instrumentos cirirgicos geraram um processo reparacional semelhante. Outros autores® afirmam
que o laser de alta poténcia tende a evidenciar um processo reparacional mais demorado em razéo
do efeito térmico gerado. Em nosso estudo, observamos algumas diferencas na estrutura da
cuspide (pelas técnicas HE, Tricrdmico de Masson e Picrosirius vermelho) quando comparamos o
grupo cortado com bisturi de lamina com o grupo cortado com laser e os danos térmicos
encontrados com este ultimo foram bem maiores do que em relacdo ao instrumento convencional
de corte. Ndo é possivel estabelecer com seguranca se essa lesdo descrita histologicamente
corresponde a necrose irreversivel do tecido ou apenas a alteracdo estrutural das proteinas da
matriz extracelular decorrente da aplicacdo do laser. Verificamos que a distancia da borda de
corte do tecido quando avaliado através da coloracdo de Tricrémico de Masson foi 42% menor do
gue nos preparados corados pelo Picrosirius, indicando que este Gltimo nos revela maiores
detalhes, aparentemente detectando de forma mais precisa o envolvimento da extensdo causada
pelo laser na amostra.

Além disso, as distancias médias das areas com lesdo do colageno (coradas pelo
Tricdmico de Masson e Picrosirius) a partir da borda de corte a laser nas cuspides revelaram
sempre valores menores que 1 mm (416,7 um e 778,6 um, respectivamente). Isto indica que,

mesmo que essas areas correspondam a necrose tecidual, a distancia a partir da borda (sob as
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condigdes de tempo e poténcia do laser descritos no presente estudo) foi sempre inferior a Imm.
Este achado deve guiar futuras investigacdes em animais vivos, quando se pretendera estudar os
aspectos locais de regeneracdo espontanea ou secundaria a sutura local. Uma tese apresenta
conclusdes, mas abre espaco para muitas indagacGes. Bordas de cUspides ap6s a comissurotomia
com laser dificultariam uma fusdo dessas estruturas em longo prazo? Postergariam o
procedimento cirdrgico decorrente da reestenose mitral? Algum dia poderemos reduzir cordas

tendineas com laser transcateter?
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7 CONCLUSAO

1)

2)

3)

A histologia das cordas tendineas de valvas mitrais de suinos submetidas ao laser de alta
poténcia com variagdo da energia demonstrou area irregular hialina, colora¢do vermelho-
escura, diminuicdo na birrefringéncia e alteracdo na distribuicdo dos feixes de colageno.

Quanto maior a energia aplicada maiores foram estas alteragdes.

As cordas tendineas de valvas mitrais de suinos submetidas ao laser de alta poténcia
apresentaram menor resisténcia mecanica, maior distencdo e redugdo do seu comprimento

final quando comparadas ao grupo controle.

Os danos térmicos encontrados no grupo corte com laser de alta poténcia foram maiores
do que em relagdo ao bisturi de 1dmina, quando evidenciados pela microscopia éptica. As
distancias médias de lesdo do coladgeno nas cuspides a partir da borda de corte com a

aplicacdo do laser de alta poténcia revelaram valores menores que 1 mm.
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