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Resumo

Nenhum tecido ou substincia ideal foi encontrado para
a injecao em pregas vocais. O objetivo deste estudo pros-
pectivo foi avaliar o uso do Durasphere como substincia de
injecdo na prega vocal canina. Materiais e Métodos: Em seis
caes adultos foram injetados 0,3mL de Durasphere no ter¢o
médio da prega vocal direita no musculo tireoaritenoideo e
0,3mL de soro fisiolégico na prega contralateral. Os animais
foram sacrificados apds 7 dias (trés caes) e 90 dias (trés
caes). Analisamos os processos inflamatérios no musculo
vocal e na lamina prépria das pregas vocais. Resultados:
No musculo vocal com Durasphere havia uma inflamacao
significativamente maior que no musculo controle, formou-
se um infiltrado linfomononuclear moderado apds 7 dias
e leve apds 90 dias. Nao observamos formacao de corpos
estranhos ou granulomas. Ja na lamina prépria houve um
processo inflamatério leve nos dois grupos, sem diferenca
entre eles. Conclusao: Trata-se de uma substincia com
biocompatibilidade comprovada em humanos, com resulta-
dos preliminares e inéditos de sua injecio em pregas vocais
caninas que causou um processo inflamatério moderado no
musculo vocal apds 7 dias e leve apds 90 dias, sem formacio
de corpos estranhos ou granulomas.

Use of pyrolytic carbon coated
beads (Durasphere) to treat
glottic failure: an experimental
study in dogs

Palavras-chave: cordas vocais, laringe, voz.
Keywords: vocal cords, larynx, speech.

Summary

There is no ideal tissue or substance to be injected in
the vocal folds. The objective of the present study was to
assess the use of Durasphere in canine vocal fold injection.
Materials and Methods: in six adult dogs we injected 0.3
mL of Durasphere in the middle third of the thyroarytenoid
muscle and 0.3 mL of saline solution in the contralateral
vocal fold. The animals were slaughtered after seven days
(three dogs) and after 90 days (three dogs). We analyzed
the inflammatory process in the vocal fold and in the lamina
propria of the vocal folds. Results: in the vocal muscle
which received Durasphere there was a significantly more
intense inflammation when compared to the control muscle
- there was a moderate lymphomodular infiltrate after seven
days and mild after 90 days. We did not observe foreign
bodies nor granulomas. On the lamina propria there was
a mild inflammatory process in the two groups, without
difference between them. Conclusion: this is a substance
of proven biocompatibility in humans, with preliminary and
unprecedented results and its injection in canine vocal folds
caused a moderate inflammatory process after seven days
and mild after 90 days, without foreign bodies or granuloma
formation.
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INTRODUCAO

O funcionamento normal da laringe necessita que
as pregas vocais se aproximem para a fonacio e protecio
das vias aéreas inferiores. Quando existe falha nesta apro-
ximacao por paralisia, atrofia ou fibrose da prega vocal,
surge a insuficiéncia glética??. Pacientes incapazes de
fechar adequadamente a glote podem sofrer de sintomas
que incluem voz fraca, soprosa e aspiracao cronica’.

A injecio na prega vocal ¢ uma técnica utilizada
para corrigir este problema. As substancias mais comu-
mente utilizadas para medializar a prega vocal sio: teflon,
gelfoam, gordura autégena, colageno e fascia autéloga®*>.

Nenhum tecido ideal e universalmente aceito para
injecao na prega vocal foi encontrado, sendo que cada
material tem suas vantagens e desvantagens. Uma nova
substancia, o Durasphere (Carbon Medical Technologies,
St. Paul, Minnesota), composta de particulas de carbono
pirolitico suspenso em gel aquoso6 foi aprovado pelo
FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento
da incontinéncia urindria. Sua funcio ¢ promover um fe-
chamento (abaulamento) quando injetado na submucosa
da uretra proximo ao colo da bexiga, restabelecendo a
competéncia vesical.

A substancia ideal para injecao precisa ser biocom-
pativel, durdvel, nao migratoria, pouco imunogénica, de
facil injecio e que nao altere as propriedades viscoeldsti-
cas da prega vocal’. Considerando que o Durasphere tem
potenciais vantagens que podem ser ideais para a injecao
nas pregas vocais, o objetivo deste estudo foi avaliar o
uso do Durasphere como substiancia de injecio na prega
vocal canina para o tratamento da insuficiéncia glotica.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissao de Etica
para Andlise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Di-
retoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo (protocolo
n° 353/04).

Neste estudo foram utilizados 6 caes adultos, de
ambos os sexos do Centro de Bioterismo da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, sem raca definida
e peso médio de 10 kg.

O Durasphere (Carbon Medical Technologies, St.
Paul, Minnesota) corresponde a glébulos revestidos por
carbono pirolitico suspensos em gel aquoso a 2,8% de
glucano (Figura 1). As particulas possuem tamanho que
variam de 251 a 300pm.

Com o animal na posicdo supina e previamente
sedado, realizamos uma laringoscopia de suspensido
para exposicio da regido glética do animal. Foi injetado
sob visao microscopica 0,3mL de Durasphere no terco
médio da prega vocal direita, lateral ao processo vocal,
na profundidade de aproximadamente 3mm no musculo

Figura 1. Durasphere em uma seringa de 1ml.

tireoaritenoideo, utilizando-se uma agulha de 19 gauge.
A prega vocal esquerda foi utilizada como controle sendo
injetado 0,3mL de soro fisiolégico 0,9% na mesma locali-
za¢ao da outra prega.

Os animais foram sacrificados apos um periodo
de 7 dias (3 caes) e 90 dias (3 cies) e submetidos a uma
laringectomia total com dissec¢ao de todas as estruturas
anexas 2 laringe. Separamos as duas pregas vocais e foi
obtido um fragmento de cinco milimetros de espessura
do terco médio da parte intermembrandcea de cada prega
vocal compreendendo epitélio, lamina prépria e musculo
vocal. O Durasphere que se apresentava como uma massa
bem delimitada de consisténcia pastosa foi retirado cui-
dadosamente da prega vocal para facilitar os cortes dos
blocos de parafina, pois os resultados de um estudo piloto
prévio com 5 cdes mostrarem que apos a impregnacao
na parafina, o Durasphere ficava com uma consisténcia
bastante endurecida, dificultando o corte da parafina com
micrétomo, o que produzia laceracio do tecido muscular,
prejudicando a avaliacao histolégica.

As pregas vocais foram fixadas em formol a 10%,
desidratadas com alcool etilico a 95%, clareadas com xilol,
impregnadas pela parafina fundida em estufa a 60 graus,
e a seguir cortadas no micrétomo com espessura de 5um.

As laminas foram coradas com hematoxilina e
eosina. Analisamos a quantidade e o tipo de infiltrado in-
flamatério local no musculo vocal e na lamina prépria de
ambas as pregas vocais, para isso utilizamos um método
quantitativo e qualitativo.

O processo inflamatério foi graduado qualitati-
vamente em leve, moderado ou acentuado baseado na
intensidade do infiltrado. A presenca de reacao de corpo
estranho ou formacgio de granulomas também foi obser-
vada.

Para a andlise quantitativa a fim de avaliar a quanti-
dade de reacio inflamatdria, foram escolhidos 10 campos
aleatorios no musculo vocal e 10 na lamina propria com
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aumento optico de 400 vezes, sobre o qual se aplicava
uma grade quadriculada contendo 10 linhas verticais e 10
linhas horizontais, contabilizando 100 pontos de intersec-
¢ao. Os pontos foram contados em 2 grupos: pontos de
coincidéncia que continham células inflamatorias e pontos
de inclusiao correspondendo ao restante dos pontos. O
processo inflamatério de cada regiao foi medido através
de uma média dos pontos de coincidéncia dos 10 campos
analisados (Figura 2). Foram comparados os percentuais
de inflamacao entre as pregas direitas (Durasphere) e
esquerdas (controle), sendo agrupado os caes dos dois
grupos (7 dias e 90 dias), devido a amostra pequena do
estudo. Utilizamos o teste nao paramétrico de Wilcoxon
para amostras pareadas, com o nivel de significincia de 5%.

[T

Figura 2. Corte histolégico coronal da prega vocal canina direita
com sacrificio apos 90 dias. Coloragao hematoxilina-eosina. Andlise
quantitativa do processo inflamatério. Grade quadriculada contendo
10 linhas verticais e 10 linhas horizontais, contabilizando 100 pontos
de interseccdo. Os pontos foram contados em 2 grupos: pontos de
coincidéncia (PC) que continham células inflamatérias e pontos de
inclusao (Pl) correspondendo ao restante dos pontos. O processo
inflamatério de cada regido foi medido através de uma média dos
pontos de coincidéncia dos 10 campos analisados (400x).

RESULTADOS

Nzo foram observadas complicacoes perioperatorias
ou tardias nos animais do estudo. Em dois animais obser-
vamos uma pequena extrusio da substincia no momento
da injecio no musculo vocal.

Na inspec¢ao macroscopica da laringe observamos
um visivel abaulamento na prega vocal com Durasphere
depois de 7 dias e 90 dias. Nao observamos presenca do
Durasphere em outras regioes da laringe.

Na andlise histologica das laminas verificamos
que o espaco ocupado anteriormente pelo Durasphere
apresentava-se como um espaco vazio (Figura 3). Havia
um infiltrado linfomononuclear moderado adjacente a

este espaco no musculo vocal com 7 dias e um infiltrado
leve ap6s 90 dias (Figura 4). Nao observamos formacio
de corpos estranhos ou granulomas.

Na lamina propria das pregas vocais com Durasphe-
re e controle observamos um infiltrado linfomononuclear
leve com 7 dias e 90 dias (Figura 5).

O estudo quantitativo do processo inflamatorio re-
velou que no musculo vocal com Durasphere a inflamacao
apresentava-se significativamente maior que no musculo
controle. J4 na lamina prépria nao houve diferenca no
processo inflamatorio entre as duas pregas (Quadro 1).

Figura 3. Corte histolégico coronal da prega vocal canina direita com
sacrificio apds 90 dias. Coloragéo hematoxilina-eosina. Observamos
um espago vazio no musculo vocal apds a retirada do Durasphere
(50x).

Figura 4. Corte histoldgico coronal da prega vocal canina direita (Du-
rasphere) com sacrificio ap6s 90 dias. Coloragdo hematoxilina-eosina.
Observamos um infiltrado linfomononuclear leve no musculo vocal
adjacente ao espaco vazio (200x).
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Figura 5. Corte histolégico coronal da prega esquerda (controle)
de um animal com sacrificio apés 90 dias. Coloragdo hematoxilina-
eosina. Observamos a lamina prépria com infiltrado linfomonuclear
leve (aumento de 200x).

Quadro 1. Analise quantitativa do processo inflamatério em 6 caes
(p <0,05)

PVD (Durasphere) PVE (controle)

% Inflamacao

N=6 N=6
Lamina Propria 70x24 58 = 3,0 0,6
Musculo 95+84 0,9+0,8 0,046
DISCUSSAO

O Durasphere tem sido utilizado na pratica clinica
na submucosa dos tecidos (uretra ou esfincter anal), porém
o uso em laringe para o tratamento da insuficiéncia glética
¢ inédito, o que motivou este estudo inicial em caes.

O Durasphere injetado no musculo vocal de caes
mostrou uma reacao inflamatéria moderada e significati-
vamente maior que no musculo controle, sendo um resul-
tado esperado ja que se trata de uma substancia sintética.
Particulas sintéticas como o teflon® apresentam o risco de
causar processo inflamatério intenso, porém o Durasphere
no musculo vocal nio levou a um processo inflamatorio
intenso, formac¢ao de corpos estranhos ou granulomas.

O Durasphere foi testado inicialmente como
substiancia de injecao no tecido periuretral de caes para
determinar sua biocompatibilidade e migracao. Em ava-
liacoes realizadas até 2 anos observou-se um processo
inflamatorio leve a moderado no periodo de 7 a 28 dias,
que evoluiu para um processo inflamatério cronico leve
nos periodos de 3, 6, 12 e 24 meses, envolvendo acimulos
de macréfagos’.

A biocompatibilidade em humanos ja foi comprova-
da na pratica clinica. Lightner et al.® realizaram um estudo
multicéntrico, randomizado, controlado e duplo-cego

com o Durasphere e coldgeno bovino como substancias
de injecdo para o tratamento da incontinéncia urindria
de estresse em 355 mulheres, entre 26 € 84 anos. Os re-
sultados durante o seguimento de 1 ano revelaram que
o Durasphere é uma substancia segura e uma alternativa
efetiva no tratamento da incontinéncia urindria, o que
esteve de acordo com outros estudos'®!'. A efetividade
do Durasphere também foi comprovada no tratamento
da incontinéncia fecal'?.

Substincias sintéticas podem migrar para outros
tecidos. Estudos prévios®? sugerem que particulas maiores
que 50pm possuem menor chance de migracao. Apesar
do nosso estudo nao ter avaliado uma possivel migracio
linfatica quando injetado na prega vocal, estudo experi-
mental em cies’ mostrou que quando injetado no tecido
periuretral nio houve migracio para tecidos linfaticos.
Acreditamos que o mesmo ocorra quando injetado na
prega vocal. O baixo risco de migracio pode ser devido
ao fato do Durasphere ser constituido por particulas de
maior tamanho (251 a 300pm).

A reabsor¢ao também é um problema das substan-
cias de injecao. Este estudo niao avaliou objetivamente a
possivel reabsor¢ao do Durasphere, porém a avaliacio
apo6s 3 meses mostrou a presenca do Durasphere em todos
os cles e sendo uma substincia sintética a possibilidade
de reabsor¢io ¢ menor. Estudo’ com a hidroxiapatita
revela a possivel necessidade de reinjecoes ocorra pela
absorcao do gel aquoso que carregam as particulas, talvez
isso também possa ocorrer com o Durasphere.

Em nosso estudo, o Durasphere foi injetado no
musculo vocal e apesar de ser uma substancia formada por
particulas grandes (251 a 300pm), nao houve resisténcia
para a sua injecdo, provavelmente porque a quantidade
injetada foi pequena, cerca de 0,3mL, enquanto que na
uretra, onde a injecao é na submucosa, a quantidade é bem
maior, em média 4,8mL°’. O interesse em se injetar no mus-
culo vocal seria pelo fato de nao alterar as propriedades
viscoeldsticas da prega vocal, mantendo as caracteristicas
histolégicas da lamina propria, reforcado pelo fato de
nao ter ocorrido um processo inflamatorio significativo
na lamina préopria comparado com a prega vocal controle.

CONCLUSAO

Trata-se de uma substancia com biocompatibilidade
comprovada em humanos, com resultados preliminares
e inéditos de sua injecio em pregas vocais caninas que
causou um processo inflamatério moderado no musculo
vocal apds 7 dias e leve ap6s 90 dias, sem formacao de
corpos estranhos ou granulomas.
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