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RESUMO

INTRODUGCAO: Insuficiéncia glotica pode ser definida como a perda de coaptagio
adequada entre as pregas vocais. Disfonia e aspiracdo de liquidos e sélidos sdo os
sintomas mais comuns. As principais causas sdo: paralisia, paresia, atrofia e cicatriz de
prega vocal. Existem dois tipos de cirurgia para correcdo de insuficiéncia gldtica:
tireoplastia e injecdo de substancias. Esta ultima técnica tem-se mostrado mais facil de
executar, com menor custo ¢ menor taxa de morbidade. Porém, a substancia ideal para
realizar o procedimento ainda ndo existe. Varios materiais foram tentados ao longo do
ultimo século como: parafina, cartilagem, Teflon®, coldgeno, gordura, fascia muscular
e acido hialuronico. Todavia, dificuldades foram encontradas com essas substincias, ora
havendo absor¢do, ora ocorrendo formagdo de granulomas de corpo estranho. A
hidroxiapatita é o principal componente de ossos e dentes, e ja vem sendo utilizada na
area da saude, para reparagdo de defeitos dsseos ou odontoldgicos, com boa aceitagdo.
Nao tendo sido observado toxicidade, rea¢dao de corpo estranho ou absor¢ao. O latex ¢é a
substancia natural da arvore Hevea brasiliensis e tem mostrado boa biocompatibilidade
com tecido animal em vdarios experimentos ja realizados, como: timpanoplastias,
reparacdo de esofagos em cdes, proteses vasculares e encapsulamento de ilhotas de
Langerhans submetidas a transplante. OBJETIVO: O objetivo deste estudo ¢ avaliar
histologicamente as conseqiiéncias da inje¢do de hidroxiapatita e latex em pregas vocais
caninas, previamente paralisadas, avaliando a resposta inflamatéria obtida, migrag¢ao
tecidual e viabilidade do implante. MATERIAIS E METODOS: Dezoito cachorros
foram divididos em seis grupos de trés animais cada: Grupo 1A: injecdo de latex e

sacrificio em 24 horas. Grupo 1B: Inje¢do de latex e sacrificio em 14 dias. Grupo 1C:



Injecdo de latex e sacrificio em 180 dias. Grupo 2A: Injecdo de Hidroxiapatita e
sacrificio em 24 horas. Grupo 2B: Inje¢ao de Hidroxiapatita e sacrificio em 14 dias.
Grupo 2C: Injecdo de hidroxiapatita e sacrificio em 180 dias. O p6 de cimento de HA
foi dissolvido em solugdo salina e injetado. O latex foi obtido diretamente da arvore
Hevea brasiliensis, filtrado, esterilizado e entdo injetado na prega vocal paralisada. O
local da inje¢ao foi 0 mesmo para as duas substancias, no 1/3 posterior da prega vocal,
diretamente no musculo tireoaritenoideo, lateralmente ao processo vocal.
RESULTADOS: A injecdo de latex ocasionou intenso infiltrado inflamatério em 24
horas e em 14 dias e foi observada disseminagdo da substincia ao longo das fibras
musculares e tecidos cervicais. Em 6 meses a inflamagdo declinou, porém nao havia
sinais do latex injetado, que foi reabsorvido. A hidroxiapatita levou a inflamagdo
intensa em 24 horas que declinou para grau moderado em 14 dias e discreta em 6 meses.
Nao houve sinais de reabsor¢do importante do enxerto e sua posi¢do de inje¢do foi
mantida, ndo induzindo reacdo de corpo estranho ou disseminagdo tecidual.
CONCLUSAO: O latex nio preenche os critérios para substancia a ser injetada, devido
a disseminacdo tecidual. A hidroxiapatita manteve o sitio de injecdo, ndo migrou pelos
tecidos cervicais e mostrou boa viabilidade, sem reagdo de corpo estranho, o que a

candidata a substancia ideal.

Palavras Chave: latex, hidroxiapatita, insuficiéncia glotica, pregas vocais, injegao.



SUMMARY

INTRODUCTION: Glottal insufficiency can be defined as the loss of adequate
coaptation between vocal folds. Dysphonia and fluid and solid aspiration are the most
common symptoms. The main causes are paralysis, paresis, atrophy and vocal fold
scars. There are two types of surgery for the correction of glottic insufficiency:
thyroplasty and the injection of substances. The latter technique has proved to be easier
to execute, of lower cost and to have a lower morbidity rate. However, the ideal
substance for this procedure is not yet available. Several materials have been tested for
possible use during the last century, such as paraffin, cartilage, Teflon®, collagen, fat,
muscle fascia, and hyaluronic acid. However, difficulties were encountered with these
materials, such as the occurrence of absorption or the formation of foreign body
granulomas. Hydroxyapatite is the main component of bone and teeth and has been used
in the clinicaly to repair bone or dental defects, with good acceptance. No toxicity,
foreign body reaction or absorption have been observed. Latex is a natural substance of
the tree Hevea brasiliensis which has shown good biocompatibility with animal tissues
in various experiments such as tympanoplasty, esophageal repair in dogs, vascular
prostheses and encapsulation of Langerhans islets used for transplantation.
OBJECTIVE: The objective of the present study is to evaluate histologically the
consequences of injection of hydroxyapatite and latex in previously paralyzed vocal
cords of dogs and to evaluate the inflammatory response obtained, tissue migration, and
implant viability. MATERIALS AND METHODS: Eighteen dogs were divided into
six groups of three animals each: Group 1A, injection of latex and sacrifice after 24

hours; Group 1B, injection of latex and sacrifice after 14 days; Group 1C, injection of



latex and sacrifice after 180 days. Group 2A, injection of hydroxyapatite and sacrifice
after 24 hours; Group 2B, injection of hydroxyapatite and sacrifice after 14 days; Group
2C, injection of hydroxyapatite and sacrifice after 180 days. The hydroxyapatite cement
powder was dissolved in saline solution and injected. The latex was obtained directly
from the tree Hevea brasiliensis, filtered, sterilized and then injected into the paralyzed
vocal fold. The site of injection was the same for the two substances, i.e., the posterior
1/3 of the vocal fold, directly into the thyroarytenoid muscle laterally to the vocal
process. RESULTS: The injection of latex caused an intense inflammatory infiltrate
within 24 hours and after 14 days, with dissemination of the substance along the muscle
fibers and cervical tissues. The inflammation diminished within 6 months but there was
no sign of the injected latex, which had been reabsorbed. Hydroxyapatite caused intense
inflammation within 24 hours, which diminished to a moderate degree within 14 days
and to a mild degree within 6 months, showing viability of the graft and maintenance of
its position at the site of injection, without inducing a foreign body reaction or tissue
migration. CONCLUSION: Latex does not satisfy the criteria for a substance to be
injected, whereas hydroxyapatite remained at the site of injection, did not migrate
through the cervical tissues and showed good viability with no foreign body reaction,

thus being a candidate for the ideal substance.

Key words: latex, hydroxyapatite, glottal insufficiency, vocal folds, injection



INTRODUCAO

A paralisia de prega vocal ¢ uma doenca relativamente comum, com prevaléncia
e incidéncia ainda ndo bem estabelecidas. As suas principais causas sao: idiopatica,
cirurgias cervicais ou tordcicas, e traumas, através de arma branca ou de fogo. A
sintomatologia do paciente com paralisia unilateral de prega vocal ird depender da
posi¢do em que a mesma se estabeleceu, sendo que pacientes com paralisia em posi¢ao
mediana praticamente ndo apresentam sintomas, enquanto aqueles com paralisia em
posi¢ao lateral apresentam disfonia importante associado a aspiragdo de liquidos ou
solidos devido a perda da funcao esfincteriana da laringe (BRASIL et al., 2002).

A perda de coaptacdo adequada entre as pregas vocais ¢ denominada
Insuficiéncia Glotica (IG) (HERTEGARD et al., 2004), e quanto mais acentuada a
abertura entra as mesmas, mais intensa serdo as queixas do paciente (BRASIL et al.,
2002). Além da paralisia de corda vocal, doencas que acometem a mucosa da prega
vocal, como cicatriz, também podem levar a IG com sintomas variados (BELAFSKY &
POSTMA, 2004; HERTEGARD, 2004).

O tratamento da IG ainda ¢ um desafio para os otorrinolaringologistas, onde
primeiro tenta-se a readaptacao da funcdo laringea através de fonoterapia, e quando esta
falha, o tratamento cirargico esta indicado (DULGUEROV et al., 1999). O proposito
dos procedimentos cirirgicos vigentes ¢ de medializar a prega vocal paralisada, com a
intengdo de restabelecer as fungdes esfincterianas e fonatorias da laringe.
(McCULLOCH et al., 2002) Atualmente existem duas técnicas principais para atingir
tal objetivo: cirurgias do arcabougo laringeo e injecdo de substincias (KNOW &

BUCKMIRE, 2004).



Das cirurgias do primeiro grupo, a tireoplastia ¢ a mais difundida e,
inicialmente, foi proposta por Isshiki em 1974 ganhando grande popularidade devido a
alta efetividade e seguranga. Porém, apesar de apresentar bons resultados (SPECTOR et
al., 2001; BILLANTE et al., 2002), se faz necessario um grande conhecimento técnico
do procedimento. E por se tratar de um procedimento invasivo na regido cervical, ¢
necessario que seja realizado em ambiente hospitalar, com durag@o de cerca de 3 horas,
e posterior internagdo, o que acarreta em aumento de custos.(ISSHIKI, 2000). Apesar de
ser considerada atualmente como a cirurgia “gold-standart” para a correcdo da IG
(KNOW & BUCKMIRE, 2004), ndo ¢ isenta de complicacdes. Destas, as mais comuns
sdo: hematoma, infecgdo, cicatriz ndo estética, e as mais temidas: extrusdo do implante,
insuficiéncia respiratoria aguda e fistula laringo-cutdinea (COTTER et al.1995;
ABRAHAM et al., 2001; LACCOURREYE & HANS, 2003).

A técnica através da inje¢do de substincias tem-se mostrado extremamente
rapida e de facil execugdo, expondo o paciente a menor taxa de infecgdes, visto ndo
serem necessarios incisdes ¢ manipulacdo da regido cervical (RIHKANEN, 1998;
REIJONEN et al., 2001; KNOW & BUCKMIRE, 2004). O procedimento ¢ realizado
em cerca de 15 minutos, através da cavidade oral ou percutanea (ANDERSON &
MIRZA, 2001; TRASK et al., 2005), podendo ser executado com anestesia geral ou
local (CHU & CHANG, 1997).

Esta técnica foi introduzida por Brunings em 1911 para a corre¢do de paralisia
de pregas vocais, quando a primeira substancia utilizada foi a parafina. Infelizmente os
resultados ndao foram bons, tendo sido normalmente observado nos pacientes
submetidos a este procedimento: reacdo de corpo estranho, extrusdo do implante,

inflamacao e migracdo da parafina para outras estruturas cervicais.



Durante décadas a injecao ficou abandonada até que Arnold em 1955 propds o
uso de cartilagem e po6 de osso, com bons resultados imediatos, que, porém,
desapareciam rapidamente, devido a reabsor¢do do enxerto. A dificuldade de colheita e
preparagao do material foram outros problemas encontrados pelo autor, o que o
encorajou a procurar um substituto sintético.

Assim em 1962, (ARNOLD, 1962) o Teflon® foi introduzido. Durante trés
décadas foi a substancia mais utilizada para inje¢do nas pregas vocais e parecia ser o
produto ideal, até os efeitos colaterais aparecerem. Apesar da medializagdo ser efetiva e
permanente, ndo se observava uma melhora importante na qualidade vocal em alguns
pacientes, provavelmente, devido a sua composi¢ao rigida, que provocava alteragdes no
sistema vibratorio da prega vocal (WATTERSON, 1990). Porém, a situacdo mais
temida do seu uso se refere as complicagdes que podem ocorrer, em cerca de 2 a 8 %
dos casos, que sdo: obstrucdo aguda das vias aéreas superiores, inflamacdo cronica,
migragdo para tecidos regionais ¢ a mais temida de todas: a formacao de granuloma de
corpo estranho (LEWY, 1983; ELLIS et al., 1987; SOLOMONS & LIVESEY 1990;
WENIG et al.1990; DOUSARY, 1997). Além de provocar a reacdo granulomatosa o
teflon se infiltra nos tecidos que o circundam dificultando a sua remogdo. Mesmo
quando se consegue remové-lo, a fibrose resultante leva a alteragdes irreversiveis na
vibragdo da prega vocal. (VARVARES et al., 1995). Desde o inicio da década de 90 o
teflon foi, praticamente, abandonado como opg¢ao de injecao.

Outra substancia utilizada é o coldgeno, que ¢ uma substancia que existe na
estrutura da prega vocal, ndo induzindo a formagdo de granuloma de corpo estranho. O
primeiro coldgeno a ser utilizado foi o de origem bovina (FORD, 1984; FORD et al.,
1992), que teve o seu uso limitado devido a reagdes imunoldgicas, reabsor¢do e risco de

aquisi¢ao da doenga de Creutzfield-Jacob. Resultados promissores tém sido reportados



com o uso de colageno humano autdlogo e heterdlogo, este ultimo obtido de pele de
cadaveres, mostrando ser facil de manipular e injetar. Além de bem tolerado e
apresentando boa resposta vibratoria da corda vocal. A qualidade vocal apresenta
grande melhora (FORD et al., 1995; REMACLE et al., 1999; PEARL et al., 2002),
porém o resultado a longo prazo se mostra ineficaz, com altas taxas de reabsor¢do, além
de custo operacional muito alto.(COUREY, 2001, KARPENKO, 2003).

Em 1991, Mikaelian testou a inje¢do de gordura autdloga, que apresentou
grandes vantagens, tais como: baixa antigenicidade, facil obtenc¢do, baixo custo, inje¢ao
sem dificuldades. Um trabalho mostra que a gordura ¢ a substancia cuja viscosidade
melhor se assemelha ao do sistema vibratério da prega vocal (CHAN & TITZE, 1998).
Porém, a longo prazo, os resultados mostram que ela apresenta reabsor¢do em grau
variavel, onde a taxa de sucesso diminui sensivelmente, cerca de 6 meses a 1 ano apos a
cirurgia (SHINDO et al., 1996; McCULLOCH et al., 2002; GLATZ et al., 2003;
LACCOURREYE et al., 2003).

Recentemente, Rihkanen (1998) introduziu o uso de fascia autéloga, que pode
ser utilizada na forma de injecdo na paraglote ou implantada, na ldmina prépria ou
musculo tireoaritenoideo. A fascia apresenta algumas das caracteristicas positivas da
gordura, como a de ser facilmente obtida e ter baixo custo. Uma vantagem adicional e a
de ser um tecido com abundancia de colageno e com baixa taxa de metabolismo. Estes
fatores podem ajudar a prolongar a vida do enxerto, sem alterar as propriedades
vibratorias da prega vocal. Porém apesar de resultados iniciais 6timos (REIJONEN,
2002), a fascia apresenta sinais de reabsorcao do enxerto, e os resultados obtidos no
poés-operatério  imediato, aparentemente ndo se sustentam ao longo do

tempo.(RODGERS et al., 2000).



O 4cido hialuronico ¢ um componente natural da matriz extra-celular, presente
também na prega vocal (BUTLER et al., 2001). Trabalhos mostram que ndo ¢ uma
substancia espécie-especifico, ou seja, ndo causa reagdo imune humoral ou celular
quando inserida em diferentes espécies (LAURENT, 1987; LAPCIK et al., 1998). Vem
sendo utilizado em cirurgias estéticas, através de injecdo, para corre¢do de defeitos
faciais. Existem atualmente duas formas comerciais de acido hialurénico: Hylan B
gel®, que ¢ derivado da crista de galo, e o Restylane®, proveniente de engenharia
microbiologica. (MANNA et al., 1999)

O 4cido hialurénico foi usado pela primeira vez na laringe em 2002 por
Hertegard et al., que obteve bons resultados iniciais na corre¢ao da insuficiéncia gldtica.
Esta substancia apresenta ainda propriedades visco-elasticas muito préximas as da prega
vocal, portanto ndo interfere na sua capacidade vibratéoria (BORZACCHIELO et al.,
2005).

Porém, esta substancia parece padecer do mesmo fim dos implantes biologicos,
apresentando reabsor¢do ao longo do tempo, e necessitando novas intervengdes
cirargicas para se alcangar o sucesso inicial (HERTEGARD et al., 2004). Existe ainda
relato de um caso de reacdo granulomatosa, quando Restylane® foi utilizado nos labios
(FERNANDEZ-ACENERO et al., 2003). Este fato merece muita atencao ao utilizar esta
substancia na laringe.

Muitos autores sdo de opinido que a substincia ideal para a inje¢do deve ser
biocompativel, inabsorvivel, ndo reativa, ndo volatil, ndo carcinogénica, facilmente
injetada, de baixo custo, de facil aquisi¢do e que mantenha seu volume e posi¢ao apds a
injecdo, sem se disseminar para os tecidos circundantes.(KARPENKO et al., 2003;
KNOW & BUCKMIRE, 2004; CHHETRI et al., 2004; HERTEGARD et al., 2004).

Atualmente, ndo ha uma substancia que preencha todos esses critérios.



A hidroxiapatita (HA) ¢ o principal componente de ossos e dentes, e ¢ formada,
essencialmente, por uma interligacdo de moléculas de fosfato de célcio
[Ca;o(PO4)s(OH),]. No pH fisiologico ¢ de consisténcia dura e pouco soluvel. Desde a
década de 70 ¢é possivel a sua obtencdo para fins clinicos, sendo utilizada para
reconstru¢do de ossos e dentes com Otima biocompatibilidade (KENT et al., 1986;
PIECUCH et al., 1983; HOLMES, 1979), sem reabsor¢do, sem induzir formagdo de
granulomas de corpo estranho ou reagdes toxicas (VAN BLITTERSWIJK, 1990). Estes
achados sdo esperados, visto que este material ¢ formado basicamente de ions de célcio
e fosfatos, componentes naturalmente encontrados no corpo humano.

Dois tipos de HA sdo disponiveis para fins terapéuticos: cerdmica e nao-
ceramica (cimento). A primeira ¢ obtida através da fusdo de cristais de fosfato de célcio
a 600 a 700 °C, cujo resultado ¢ um material duro, resistente, ndo maleavel
(CONSTANTINO et al., 1991) que ¢ usado em otorrinolaringologia como implante
laringeo em tireoplastias, ou entdo como implante ossicular nas timpanoplastias com
reconstru¢des de cadeia (RONDINI-GILLI et al., 2003; REMACLE et al., 2001).
Porém, a aplicabilidade deste material é restrita devido a dificuldade de precisdo para
esculpir o implante no molde desejado para se adequar ao defeito existente.

Ja o cimento de HA (CHA) ¢ obtido através da cristalizagdo em vivo, sem
necessidade de aquecimento. A HA ¢ formada, na sua maior parte, por tetracalcio
fosfato {Cas(POy), } e dicélcio fosfato (Ca,HPO,): o primeiro tem propriedades basicas
e o segundo acidas. Quando estas duas substancias sdo misturadas, em meio aquoso e
nas condi¢es ideais (37°C e pH entre 6,5 e 8,0) irdo reagir e formar CHA, conforme a
reacdo [Cas(POy4), + CaHPO4------- CA5(PO4);0H]. Cerca de 15 a 30 minutos apds, a
reacdo se completa e o material, antes maleavel, se torna resistente. Na pratica médica

pode-se misturar o p6 a solugdo salina, 4gua ou sangue, e a pasta originada, pode ser



moldada em qualquer forma ou injetada. E uma vez em contato com o pH fisiologico e
com a temperatura do tecido, endurecerd, porém com uma resisténcia inferior a da HA
ceramica, mas ainda resistente o suficiente para a reconstru¢do de ossos nao submetidos
a stress ou entao de tecido mole (FUKASE et al., 1990; CONSTANTINO et al., 1991).

O CHA tem sido utilizado na ultima década em larga escala para corrigir
defeitos Osseos maxilo-faciais, obliteragdo de cavidade mastdidea e seio frontal,
preenchimento de cavidade periodontal, cirurgias ortopédicas e para medializacdo de
prega vocal (RUPPRECHT et al., 2001; VERRET et al., 2005; CHRISTODOULOU et
al., 2005; SHARMA, 2005). Belafsky (2004) e Rosen (2004), quase simultaneamente,
utilizaram a HA na regido laringea para corre¢ao de IG, com bons resultados iniciais.

Ja o latex é um material obtido da seringueira (Hevea brasiliensis), extraido na
forma liquida e que ao entrar em contato com oxigénio, em pH 4cido ou neutro, sofre
um processo de coagulagao até formar borracha (THOMAZINI, 1997). O latex tem sido
utilizado em vérios procedimentos como: timpanoplastias (OLIVEIRA et al., 1999),
substituicdo de pericardio em caes (SADER et al.,, 2000), proteses vasculares
(FREITAS, 2001), e reparagdo de esdfagos (MRUE 1996, 2001), mostrando excelente
biocompatibilidade, ndo induzindo reacdo de corpo estranho. Recentemente, um estudo
utilizou-se da biomembrana de latex para revestir ilhotas pancreaticas, utilizadas em
transplante. Este estudo mostrou boa biocompatibilidade, sem ocorrer formacdo de
granuloma e mostrando propriedades angiogénicas (MENTE, 2002). Ao entrar em
contato com o oxigénio e com o pH tecidual, o latex se coagula e mantém uma estrutura
elastica capaz de ajudar, ou ao menos ndo prejudicar, o sistema vibratorio da prega

vocal.



OBJETIVOS

O objetivo deste estudo ¢ avaliar histologicamente a interacdo entre a HA e o
latex, com o tecido das pregas vocais caninas. Avaliando a resposta tecidual obtida, a

mobilidade das substancias na laringe e a viabilidade do enxerto.



MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentagio Animal da
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto-USP (Anexo 1).

Utilizou-se no experimento 21 caes mesticos, de ambos os sexos, com peso
variando de 11 a 14,4Kg. Os animais foram capturados em cidades da regidao de
Ribeirdo Preto e mantidos e observados, por no minimo 21 dias, nos canis do Biotério
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

Os animais foram separados em 3 grupos. Um para a injecao de latex, outro para
injecdo de HA e o grupo controle (Grupos 1,2 e 3 respectivamente). Os animais do
grupo 1 foram divididos em 3 sub-grupos (A,B e C) de trés animais cada, ¢ foram
injetados com latex na prega vocal. Os caes do subgrupo 1A foram sacrificados em 24
horas para analise histologica da laringe. Os animais dos subgrupos 1B e 1C foram
sacrificados em 14 e 180 dias, respectivamente (Tabela 1).

Os animais do grupo 2 foram divididos em 3 sub-grupos(A,B e C) de trés
animais cada, e foram injetados com HA na prega vocal. Os cdes do subgrupo 1A foram
sacrificados em 24 horas para analise histologica da laringe. Os animais dos subgrupos
1B e 1C foram sacrificados em 14 e 180 dias, respectivamente (Tabela 1).

O grupo controle (Grupo 3) era composto de 3 animais, ¢ foi utilizado soro
fisiologico 0,9% para injecdo na prega vocal. Um animal foi sacrificado em 24 horas,

outro em 14 dias e o terceiro em 180 dias.
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Tabela 1- Disposi¢do dos animais segundo a substancia injetada e tempo de sacrificio

Grupo A Grupo B Grupo C
Sacrificioem 24 horas  Sacrificio em 14 dias  Sacrificio em 180 dias
Grupo 1
Injecdo de Latex ciesn°1,2e3 ciesn°4,5¢e¢6 caesn°7,8¢9
Grupo 2
Injecdo de HA ciaesn® 10, 11e 12 caesn’ 13,14 e 15 caesn® 16,17 ¢ 18
Grupo 3 cdo 19 cdo 20 cdo 21
Controle

Os caes foram submetidos a um jejum de no minimo 6 horas antes da cirurgia e
entdo anestesiados com Thionembutal (thiopental sédico — Abbot) na dose de 15 mg/Kg
via endovenosa, entubados e mantidos sob ventilagdo mecanica. Em seguida foram
posicionados sobre mesa cirtrgica apropriada, em decubito dorsal horizontal, e com
discreta hiperextensdo cervical. Durante a cirurgia o plano anestésico foi mantido com
infusdo endovenosa intermitente de thiopental na dose de 25mg/ml.

ApOs tricotomia, foi realizada uma cervicotomia do lado esquerdo e dissec¢ao
dos tecidos cervicais até a identificacao do nervo laringeo recorrente (Figura 1). Apos
ter sido isolado, o nervo foi seccionado, e foi removido cerca de 3cm de sua extensdo.
Para eliminar qualquer chance de reinervacao, os cotos foram ligados com fio de

algodao 1-0.
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Figura 1- Cervicotomia a esquerda ¢ dissec¢do até identificacdo de nervo laringeo
recorrente (Seta preta)

Apds a seccdo do nervo, os animais foram extubados e superficializados no
plano anestésico, até respiracdo espontanea, para comprovar a imobilidade da prega
vocal esquerda através de laringoscopia direta. Apos a confirmag¢do da paralisia os
animais tiveram o plano anestésico aprofundado e os planos musculares, submucosa e
pele suturados com vicryl 4-0. Os animais do grupo controle ndo foram submetidos a
secc¢do do nervo laringeo recorrente.

Os cdes foram submetidos a laringoscopia direta com laringossuspensor de
modo a permitir a total visualizacdo das pregas vocais e mantidos sem tubo

endotraqueal e sob respiragdo espontinea para facilitar o procedimento cirtirgico (Figura

2).
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Figura 2- Laringossuspensdo para visualizagdo de pregas vocais

A HA (Sigma, St. Louis, MO, USA) ¢ disponivel na forma de p6. Cerca de trés
gramas do produto foram misturados com 10ml de solugdo salina a 0,9%, até obtengao
de pasta homogénea. Devido a viscosidade do produto, foi utilizado injetor de
Brunnings com agulha gaugio 21. O ponto de inje¢ao foi na regido muscular (musculo
tireoaritenoideo), no terco posterior da prega vocal esquerda, imediatamente lateral ao
processo vocal da cartilagem aritendide (ROSEN, 2000). O volume injetado foi o
suficiente até completa medializagdo da prega vocal paralisada, ndo havendo

hipercorrecao.
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O latex foi obtido da arvore Hevea brasiliensis e a sua extragdo foi realizada
mediante incisdes em meia espiral efetuadas no tronco das seringueiras a cerca de 70 a
90 cm de altura. Antes de realizar as incisdes, o local foi limpo, lixado e desinfetado
com alcool 70% para evitar contaminagdo, € a presenca de impurezas. Apos a coleta, o
latex foi submetido a centrifugacdo, visando diminuir a quantidade de proteinas nele
presentes naturalmente, muitas delas responsaveis por reacdes alérgicas (ELLIS, 1990).

Apbs a centrifugacgdo o latex foi filtrado em gaze de algodao e acondicionado em
frasco estéril sob refrigeragdo entre 2 e 4°C para retardar coagulagdo. Evitou-se 0 uso
de amoénia, normalmente utilizada para manter o latex na forma liquida, uma vez que
esta substincia pode causar necrose tecidual e toxicidade como mostrou um estudo
piloto realizado. A esterilizagdo do latex foi realizada com Raios gama. O local da
inje¢do e o volume injetado foram realizados como descrito acima. Porém, utilizou-se
de seringa comum, com agulha longa de microcirurgia de laringe, pois o latex é muito
fluido e ndo se continha adequadamente no injetor de Brunnings.

Ap0s a cirurgia, os animais foram mantidos em convalescenga no laboratorio de
cirurgia experimental por 48 horas, sendo entdo encaminhados ao Biotério pra
acomodacdo ¢ alimentacdo, com excecdo dos animais sacrificados em 24 horas.A
alimentagdo consistiu de racdo granulada. Foi realizada analgesia com dipirona sédica
na dose de 10mg/Kg de peso como dose unica durante a cirurgia. Optou-se por nao
manter o uso de analgésico que poderia causar diminui¢do da atividade inflamatéria e
interferir nos resultados do estudo.

Antes do sacrificio e apos indug¢do anestésica com respiracdo espontanea, os
animais foram submetidos a laringoscopia direta para avaliar se a medializagdo
alcangada na cirurgia se mantinha ou se havia falha na coaptagdo gldtica. A eutanasia

ocorreu de forma nao dolorosa com inje¢do maciga de cloreto de potéssio, ap6ds indugao
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anestésica com Thionembutal. Os caes dos grupos 1A e 2A foram sacrificados em 24
horas ap0s a cirurgia. Os animais dos grupos 1B e 2B foram sacrificados em 14 dias e
os dos grupos 1C e 2C em 180 dias, ap0s a cirurgia.

Apo0s o sacrificio, foi realizada laringectomia total, e as pregas vocais e tecidos
circundantes dissecados, separados e fixados em formol a 10% em solucao salina por 12
horas (Figura 3). A seguir, as pegas foram lavadas em agua e desidratadas em uma série

crescente de etanol, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina.

Figura 3- Laringe removida do animal para posterior fixagdo

A prega vocal foi seccionada no plano coronal, sobre o local de injecdo e em
fragmentos de 2mm anterior e posteriormente ao ponto inicial foram obtidos. Para cada

fragmento oito cortes, de 6 ym de espessura, em micrétomo Leica Jung RM 2065 foram
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colhidos e posicionados em laminas de vidro, hidratados e corados com Hematoxilina e
Eosina e montados com laminulas.

Os cortes foram observados em microscopio Olympus BX-50 e as imagens
foram adquiridas com camera Nikon DXM 1200. Os seguintes parametros foram
avaliados:

Migragdo: Observou-se se a substincia injetada permanecia no local de inje¢do, ou
apresentava disseminacdo pelos tecidos laringeos ou entre as fibras musculares;
Inflamac¢do: Avaliagdo qualitativa do processo inflamatério, baseado na celularidade ao
redor do sitio de inje¢do. Classificando-a em leve, moderada ou intenso;

Formagdo de Granuloma: Avaliacdo quanto a presenca de granulomas, células gigantes

ou reagdo de corpo estranho;

Viabilidade do enxerto: Avaliagdo do grau de absor¢dao do implante e da sua

manuten¢do ao longo do tempo.
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RESULTADOS

Dos 18 animais utilizados no estudo, dois vieram a falecer antes do tempo
previsto, por circunstancias nao relacionadas a cirurgia (caes niumeros 6 e 17). Na época
do estudo, o Biotério encontrava-se em reforma, obrigando o uso das gaiolas com vérios
animais. A convivéncia proxima entre os caes, motivou luta entre os mesmos. Os dois
animais que morreram foram vitimas de briga, onde um teve morte instantdnea devido a
laceragdo cervical, e o outro por infec¢do em pata traseira, apesar de ter recebido
tratamento adequado. Os 16 cdes restantes concluiram o protocolo experimental e foram
sacrificados no tempo proposto.

Ap6s a cirurgia houve boa recuperagcdo dos animais, com retorno a alimentagao
em menos de 12 horas e com leve dificuldade de degluti¢do no primeiro dia. Nao foram
observado sinais de aspiracdo, estridor ou insuficiéncia respiratéria ao longo de todo o
estudo.

O latido voltou ao normal cerca de 10 dias ap6s o procedimento, € manteve-se
de boa qualidade, exceto nos animais nimeros 7, 8 e 9. Esses animais, apos cerca de um
més, comegaram a apresentar latido de menor volume, que piorou progressivamente.
Apos trés meses, em média, houve estabilizacdo da qualidade vocal, num latido pouco
intenso e soproso.

Os caes de namero 5 e 15 apresentaram edema cervical discreto, por provavel
hematoma no local da incisdo, sem repercussdes importantes. Houve total resolugdo do

quadro em seis dias.

Avaliacdo do fechamento gl6tico
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Todos os animais dos grupos 1A e 2A apresentavam medializagdo mantida da
prega vocal paralisada apos 24 horas da inje¢do. Os cdes do grupo 2B também
apresentavam fechamento completo da glote apds 14 dias.

Ja no grupo 1B somente um dos animais apresentava fechamento glotico
adequado (cao numero 4), enquanto que o outro animal do grupo (cdo namero 5),
apresentava fenda gldtica discreta, evidenciando falha na medializacao.

Todos os animais do grupo 1C apresentavam incompeténcia glotica, com a prega
vocal esquerda em posicdo paramediana, sem qualquer sinal da corre¢do realizada,
sugerindo reabsorc¢ao do injetado.

Os animais do grupo 2C apresentavam medializagdo mantida, onde somente o
cdo numero 18 apresentava discreto sinal de insuficiéncia glotica, sugerindo reabsorgao

discreta do implante (Tabela 2).
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Tabela 2- Evolugéo clinica dos animais submetidos a cirurgia.

N° QUALIDADE VOCAL AVALIAQAO GLOTICA COMPLICAQC)ES
1 Latido pouco rouco ¢ de pouco volume  Medializag¢do Total
2 Latido rouquiddo intensa Medializacdo Total
3 Latido pouco rouca e de pouco volume  Medializagao Total
4 Latido normal Medializagao Total
5 Latido normal Prega Vocal Discretamente Hematoma Cervical
Lateralizada

6 Nao completou estudo
7 Latido muito rouco, baixo volume e Prega Vocal Lateralizada

com soprosidade intensa
8 Latido muito rouco, baixo volume e Prega Vocal Lateralizada

com soprosidade intensa
9 Latido muito rouco, baixo volume e Prega Vocal Lateralizada

com soprosidade intensa
10 Latido leve aspereza e rouquiddo Medializacao Total
11 Latido com moderada rouquiddo Medializagdo Total
12 Latido rouquiddo leve e baixo volume  Medializagdo Total
13 Latido normal Medializacdo Total
14 Latido com leve rouquidéo Medializagdo Total
15 Latido normal Medializagao Total Hematoma Cervical
16 Latido normal Medializagao Total
17 Nao completou estudo
18 Latido leve soprosidade Discreta Lateralizacao

Nos animais controles, ndo foi observado nenhuma alteragao histoldgica (Figura
4).
LATEX

A macroscopia, nos animais do grupo 1A, pode-se observar intensa hiperemia e

edema de toda hemilaringe a esquerda, desde a prega vestibular, até os primeiros anéis

traqueais. Nao havia sinais de necrose.
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Histologicamente a injecdo provocou intenso infiltrado inflamatério difuso, por
todos os tecidos laringeos, desde submucosa até os tecidos musculares, especialmente
ao redor das particulas de latex. No infiltrado pode-se observar a presenga de histiocitos,
plamocitos e neutrofilos. A injecdo ocorreu no musculo tireoaritenoideo, porém nao
houve manutencao da substancia em sua posi¢ao. Pode-se observar a disseminacao do
latex por entre as fibras musculares, atingindo até cartilagem (Figura 5A).

O latex provocou intensa miolise, ou seja, destrui¢ao das miofibrilas, podendo
ser observado apenas o sarcolema remanescente das fibras (Figuras 5B e 6). Os
vacuolos que aparecem no interior das fibras musculares, se assemelham as particulas
do latex, mas a analise microscopica das fibras confirmou se tratar das miofibrilas

danificadas.

Figura 4- Prega vocal de cdo injetada somente com solugdo salina a 0,9%. Auséncia de
resposta inflamatdria e tecido muscular e estruturas da prega vocal sem alteragdes
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Figura 5- Fotomicrografia da prega vocal canina 24 horas apds a injegdo de latex. A-
Particulas de Latex (setas verdes) ao longo das fibras musculares e submucosa, levando
a intenso infiltrado inflamatdrio (setas pretas). (Aumento de 40X) B-Detalhe da midlise
provocada pelo latex (setas vermelhas) e o intenso infiltrado inflamatério entre as
miofibrilas (setas pretas).(Aumento 400X)
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Figura 6- Prega vocal canina observada 24 horas apos injecdo de latex. Aspecto das
miofibrilas em miolise, contendo restos de estruturas miofibrilares (setas vermelhas),
circundada por células inflamatorias (setas pretas). (Aumento 400X)

v

Apbs 14 dias da injecdo de latex, os animais do grupo 1B, apresentavam
processo inflamatério importante, porém menos intenso daquele observado nas
primeiras 24 horas (Figura 7A). A destrui¢do das miofibrilas se torna mais evidente, e
se pode observar varios estagios da midlise. Algumas miofibrilas ainda possuem uma
estrutura miofibrilar, em outras observa-se retracdo do sarcoplasma ¢ um desarranjo

parcial da sua arquitetura, até culminar em destrui¢ao total (Figura 7B).
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Figura 7- A- Fotomicrografia de prega vocal 14 dias apés a inje¢ao de latex. Ainda se
observa intenso infiltrado inflamatorio (setas pretas). (Aumento 40x). B- Detalhe das
miofibrilas em diferentes estagios de desintegragdo, observa-se células inflamatdrias ao
redor das fibras musculares (setas vermelhas). (Aumento 400X)
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Nos animais do grupo 1C, ndo foram observados sinais da presenga do latex
injetado na laringe. A inflamacao no local era discreta, e foram observados sinais de

atrofia da prega vocal (Figura 8).
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Figura 8- Fotomicrografia da laringe 6 meses apés inje¢do de latex. Auséncia de sinais
de particulas do latex. O processo inflamatorio na regido ¢ discreto. Observa-se atrofia
muscular (setas pretas), secundario a paralisia realizada. (Aumento de 400X)

HIDROXIAPATITA

Nos animais do grupo 2A, macroscopicamente, as laringes mostravam hiperemia
moderada no lado esquerdo, sem sinais de necrose ou disseminagao tecidual.

A histologia da prega vocal injetada com hidroxiapatita, mostrava resposta

inflamatoria intensa nas primeiras 24 horas (Figura 9), através de infiltrado inflamatorio
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formado principalmente por neutrdfilos, plasmocitos e linfocitos (Figura 10A). Nao
foram observados sinais de disseminacao da hidroxiapatita através das fibras musculares
ou tecidos cervicais. A injecdo dessa substancia provocou destruicdo discreta das
miofibrilas que se encontravam ao redor da substancia injetada, mas que ndo se estendia

a planos mais profundos (Figura 10B).

Figura 9- Fotomicrografia da prega vocal canina injetada com hidroxiapatita. Observa-
se que a substancia se restringe ao tecido muscular, sem que se disseminasse para os
demais tecidos. (Aumento 20X)



Figura 10- Prega vocal apds 24 horas, injetada com hidroxiapatita. A- Detalhe do
intenso infiltrado inflamatdrio no interior do implante (setas pretas). (Aumento 400X)
B- Margem do local injetado com a substancia, mostrando a separagdo entre a
hidroxiapatita e o tecido muscular (seta vermelha). Detalhe de algumas miofibrilas
alteradas (setas pretas). (Aumento 400X)
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Apds 14 dias da inje¢do de hidroxiapatita, o infiltrado inflamatdrio apresentou
discreta diminuicdo de intensidade, mas ainda pode ser considerado importante. O
padrao celular era 0 mesmo observado em 24 horas, com predominio de linfocitos,
plasmocitos e neutrofilos. Observou-se a permanéncia da substancia entre as fibras
musculares, ndo havendo migracdo para outros tecidos cervicais (Figura 11). Foi
possivel observar uma margem mais nitida separando a hidroxiapatita dos tecidos

musculares.

Figura 11- Prega vocal canina apés 14 dias da inje¢ao de hidroxiapatita. O implante
mantém o seu local de inje¢do sem disseminacdo para os tecidos subjacentes (seta
vermelha). (Aumento de 20X)



Figura 12- Prega vocal de cao apds 14 dias da injecdo de hidroxiapatita apos 14 dias.
A- Detalhe do processo inflamatdrio(seta pretas).(Aumento 400x) B- Detalhe do limite
entre tecido muscular e implante (setas vermelhas). (Aumento 200X)
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ApoOs seis meses os animais do grupo 2C apresentavam, macroscopicamente,
laringes sem sinais de inflamagao importante, necrose ou granulomas.

A histologia mostrava permanéncia do implante na prega vocal, presenca de
processo inflamatorio discreto, com raras células gigantes ao redor da HA de um dos
animais (cao namero 18). O animal numero 16 ndo apresentava células gigantes, e nao
se observava a presenca de células inflamatérias agudas. Observou-se, em ambos o0s
animais, a formagao de cépsula fibrosa isolando o implante do tecido muscular. Nao

houve sinais de reagdo de corpo estranho ou granulomas.(Figura 13)

Figura 13- Prega vocal ap6s 6 meses da injecdo de hidroxiapatita. Observa-se a
permanéncia do implante, sem disseminagdo da hidroxiapatita pelos tecidos cervicais
(seta vermelha). Auséncia de resposta inflamatoria importante. Formacdo de cépsula
fibrosa (setas pretas).(Aumento 20X)
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Figura 14- Prega vocal apds 6 meses da injecdo de hidroxiapatita. A- Detalhe do
implante em relagdo ao tecido muscular. Notar a nitida separacdo entre ambos (seta
vermelha) (Aumento 40X). B- Detalhe da transicdo entre a hidroxiapatita e tecido
muscular, presenca de célula gigante (seta vermelha). (Aumento de 400 X)
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DISCUSSAO

O cachorro tem sido utilizado em pesquisas de implantes laringeos devido a
sua anatomia semelhante a laringe humana, além de tolerar bem a cirurgia e permitir
sobrevida suficiente para avaliacdes a longo prazo.

Nao existe um periodo ideal de observacao para o uso de implantes, visto que
ha relatos de granulomas induzidos por Teflon anos apds a sua injecao (POHRIS &
KLEINSASSER, 1987). Porém vérios trabalhos realizados post-mortem em pacientes
que haviam recebido inje¢ao de Teflon, mostraram que em todos os casos ocorria algum
grau de formagao de reagdo de corpo estranho, com grande nimero de células gigantes,
independentemente do tempo decorrido da cirurgia (HARRIS & HAWK, 1969; STONE
et al., 1970; SCHMIDT et al., 1980).

Dedo & Carlsoo (1982) avaliaram o implante de Teflon removido de pacientes
que nao apresentaram melhora da voz ap6s a cirurgia. O periodo entre a injecao ¢ a
analise variou de quatro semanas a 16 anos e observou-se que em um més havia intenso
infiltrado inflamatdrio com histidcitos e linfocitos. Logo apos o terceiro més, em todos
0s pacientes, viu-se que as microparticulas de Teflon ficavam isoladas e circundadas por
tecido denso de coldgeno e grande nimero de células gigantes, sugerindo que a reagdo
ocorre inicialmente quando a substancia ndo ¢ biocompativel.

E opinido de alguns autores que um material, quando ndo apresenta
biocompatibilidade, pode induzir reagdo de corpo estranho precoce (HILL, 1991). O
periodo de observagdo de 24 horas e 14 dias, foi utilizado para avaliar a resposta

inflamatoria inicial as substancias implantadas. O periodo de seis meses usado neste
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experimento teve o intuito de observar o comportamento bioldégico do implante,
possivel formagao de granulomas e também a sua viabilidade.

O latex ja vem sendo utilizado em varios experimentos realizados na Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo mostrando a sua
compatibilidade com tecido animal. Em 2001, Mru¢ utilizou a biomembrana para a
correcao de defeitos esofagicos parciais e totais em caes. Este estudo demonstrou que o
latex apresenta alta capacidade para induzir angiogénese, permitindo maior adesdo
celular e reparagao tecidual mais rapida.

Freitas (2001), realizou estudo substituindo artéria femural de cdes por uma
protese confeccionada com a biomembrana de latex. Ele observou neoformacio
endotelial na intima da protese, com grande compatibilidade com o tecido vascular. Nao
ocorreu formagdo de tecido de granulagdo, extrusao do implante ou trombose.

Sader, em 2001, realizou experimento onde o pericardio de caes era removido e
parcialmente substituido pela biomembrana de latex. Os resultados histologicos
mostraram auséncia de reagdo granulomatosa e regeneragcdo pericardica, com
manuten¢do da membrana em sua posi¢ao original.

Mente em 2002 utilizou a biomembrana para encapsulamento de ilhotas de
pancreas que seriam submetidas a transplante. Apesar de serem implantadas no pancreas
de cades, nao houve formacdo de granuloma de células gigantes, rejeicdo ou sinais de
deterioragdo do latex. Observou-se formagao de capsula fibrosa, com grande ntimero de
vasos, permitindo a viabilidade do enxerto inserido no interior do implante de latex.

Em estudo piloto realizado previamente ao presente experimento, o latex na
sua forma liquida, foi injetado no subcutdneo de ratos para avaliar se ocorreria a sua
disseminagdo pelos tecidos. Apods a inje¢ao, observou-se que a polimerizagdo ocorria

em alguns minutos e ele mantinha a sua posi¢ao. Porém, no presente estudo, o latex ndo
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manteve a sua posi¢do de injecdo, ocorrendo migracao da substancia através das fibras
musculares e tecidos circundantes do pescogo.

A migragdo pode ter ocorrido devido ao tamanho das particulas do latex. Se
elas forem muito pequenas, podem ter passado facilmente através das fibras musculares.
No estudo piloto mencionado, a disseminagdo nao ocorreu, pois a inje¢ao ocorreu sobre
a fascia que recobre a musculatura dorsal do rato. Provavelmente, a fascia muscular foi
a responsavel pela manutengdo da substidncia na sua posi¢do, ndo permitindo a sua
passagem para tecidos mais profundos.

Apods seis meses de observacdo, os animais que tiveram o latex como
substancia injetada, apresentaram piora no padrdo da voz, com latido baixo, de pouco
volume. A laringoscopia direta mostrou que a medializagdo alcangada com a cirurgia
ndo se mantinha, € os animais apresentavam prega vocal atrofiada. A histologia
confirmou o achado clinico, mostrando a total absor¢ao do implante e atrofia muscular.

Apesar de varios estudos realizados com o latex terem demonstrado a sua
efetividade, em todos eles foi utilizada a biomembrana ja em sua forma soélida,
polimerizada (in vitro) através de aquecimento prévio, o que pode ter-lhe conferido
maior resisténcia a absor¢do. Provavelmente, através da inje¢ao na forma liquida, com o
processo de polimerizagdo ocorrendo in vivo, o latex ndo consiga alcangar a resisténcia
e as propriedades observadas com a forma solida.

A antigenicidade relacionada ao latex poderia ser um problema para seu uso
em humanos. Holmes (1994) associou a alergia com a necessidade de pré-sensibilizagao
e Slater et al. (1996) postulou que a alergia ao latex viria das proteinas presentes no
composto, aos aditivos usados na fabricagdo e ao talco usado para finalizar o produto.
Ownby (1996) realizou estudo populacional, em doadores de sangue, e encontrou

reacgdes a anticorpos contra o latex em 6,4 % dos pacientes analisados.
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Nao foi observada nenhuma reacdo alérgica, seja imediata ou tardia, nos
animais utilizados neste experimento. Nos estudos prévios, onde o latex foi utilizado,
nao hd mengao a qualquer tipo de reagdo alérgica.

Freitas (2001) postulou que o latex normalmente utilizado para a confecgao da
biomembrana passa por varios processos de modificagdo em seu processo de fabricagao,
como: centrifugacdo para isolar proteinas de maior peso molecular, utilizagdo apenas de
aditivos essenciais ao composto, vulcanizacao a baixas temperaturas e auséncia de talco.
Estas medidas poderiam diminuir a antigenicidade do latex ao hospedeiro.

Porém, estudos recentes realizados com latex natural da arvore Hevea
brasiliensis, adicionado somente de amdnia e sem talco, mostram prevaléncia de reagdo
tardia (Hipersensibilidade do tipo IV), com prick-test, de 1,2 a 1,9% . Estes mesmos
estudos mostram ainda uma possivel sensibilizacdo e inducdo de reagdo de
hipersensibilidade do tipo I nestes pacientes. (GUILLET et al., 2005; SOMMER et al.,
2002). Mostrando que, mesmo com todo o processo de preparo, ainda existe um risco
pequeno de desenvolvimento de reagdes alérgicas, que deve ser levado em conta no seu
uso em humanos.

A substancia ideal para a injecdo deve ser biocompativel, inabsorvivel, ndo
reativa, ndo volatil, ndo carcinogénica, facilmente injetavel, de baixo custo, facil
aquisi¢ao e que mantenha seu volume e posi¢do apods a inje¢ao, sem dissemina¢do para
tecidos circundantes.(KARPENKO et al, 2003; KNOW & BUCKMIRE, 2004;
CHHETRI et al., 2004).

O latex na sua forma liquida apresentou disseminagdo através das fibras
musculares, ndo mantendo sua posi¢do de inje¢do, além de apresentar reabsorcao total
em menos de seis meses. Estas observagdes descaracterizam-no como uma opgao para a

injecdo na laringe.
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Alguns autores tém utilizado substancias implantadas no musculo
tireoaritenoideo, como alternativa para medializa¢dao. Nesses procedimentos, ¢ realizada
uma incisao lateral a prega vocal, e a substancia, que pode ser gordura ou fascia, ¢
implantada em bloco no interior da prega vocal (TSUNODA et al, 1999; TSUNODA et
al., 2001; TUCKER, 2001). O intuito dessa técnica ¢ ndo macerar o enxerto, para que
nao haja destruicdo de sua arquitetura celular, o que poderia aumentar a sua longevidade
(NISHIYAMA et al., 2006). Uma alternativa, para experimentos futuros, seria utilizar a
biomembrana de latex, ja na sua forma sélida, para implante no tecido muscular.

A HA tem-se mostrado bastante segura quanto a sua biocompatibilidade e
atoxicidade, principalmente em estudos envolvendo regeneragdo dssea e de dentes,
observando-se que o implante gera a formagdo de fibrose semelhante a observada em
feridas cirtrgicas, sem a ocorréncia de granulomas. Na laringe ja vem sendo utilizada
em implantes para cirurgias de tireoplastia, com bons resultados, € nenhuma reacao nos
pacientes que o receberam (CUMMINGS et al., 1993).

Flint et al. (1997) realizaram estudo histolégico em coelhos, mostrando a
reacdo tecidual da laringe ao implante de HA. Neste estudo foi utilizado HA ceramica
porosa, ¢ observou-se boa aceitacdo do implante apés um ano, com formagao de capsula
fibrosa ao seu redor e até neoformacao dssea, sem a ocorréncia de granuloma.

Stein et al. (2000) fizeram uso de cimento de HA para medializagdo de pregas
vocais em caes, ¢ observaram que a substdncia mantinha o seu sitio de inje¢do ¢ nao
migrava para tecidos circundantes na laringe, nem havia disseminagdo linfatica. O
processo inflamatdrio observado foi considerado moderado inicialmente, e apos seis
meses havia sinais de inflamagdo cronica leve, com formacdo de cépsula fibrosa e
auséncia de granuloma. O material injetado apresentava um aspecto cristalino e em

algumas areas havia metaplasia Ossea.
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Chhetri et al. (2004) em estudo histologico em caes, observaram que a HA,
também mantinha seu local de injecdao, nao se disseminando pelos tecidos laringeos.
Houve reabsor¢do discreta do implante, e neste estudo observou-se a formagdo de
poucas células gigantes, sem evidéncia de formagao de granuloma.

Belafsky & Postma (2004) realizaram anélise histoldgica em uma paciente que
havia tido HA injetada na laringe e que faleceu trés meses apos, devido a carcinoma
metastatico. O tecido revelava particulas de HA, com inflama¢do minima, e alguns
macrofagos as cercando, sem formacgao de reacdo de corpo estranho.

O resultado do presente estudo ¢ semelhante ao encontrado na literatura para
injegdes na regido laringea. A HA manteve o seu sitio inicial de inje¢do, produzindo
inflamacao intensa do hospedeiro nas primeiras horas e que gradativamente ao longo do
tempo foi declinando, até que em seis meses, ndo se observava resposta inflamatéria
importante, nem reagdo granulomatosa, ocorrendo somente formagdo de raras células
gigantes em um dos animais, assim como observado por Chhetri et al. (2004). A
presenga de raras células gigantes ao redor de implantes e enxertos, ja vem sendo
observado por alguns autores, com diversos materiais. Hill et al. (1991), observaram a
presenga de formacao de células gigantes ao redor do enxerto de gordura injetada na
laringe de caes, responsabilizando a presenca desta atividade inflamatéria, na sua
reabsor¢ao.

Ja Staskowski et al (1998) observaram a presenga de raras células gigantes ao
redor do colageno injetado em pregas vocais caninas. Reijonen et al (2001), avaliaram
laringe de cdes apods a injecao de fascia, e a histologia, foi observado a presenca de raras
células gigantes. Ambos os autores responsabilizaram a contaminagdo do enxerto com
corpos estranhos, pela formagdo dessas células gigantes. No primeiro trabalho,

postulou-se que pélos oriundos da derme do animal, utilizada para a confec¢ao do auto-
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colageno, poderiam ter provocado tal resposta inflamatdria. J4& o segundo trabalho
responsabiliza particulas de plastico, das placas usadas para cortar a fascia, como a
causadora da reagdo de corpo estranho. Talvez a presenca de raras células gigantes,
observadas no presente estudo em um dos animais, pode ter ocorrido devido a
contaminac¢do do material utilizado, j& que o processo inflamatorio € bem localizado.

O implante se encontrava acelular e tinha aspecto cristalino semelhante ao
observado por Stein (STEIN et al., 2000). Nao houve reabsor¢do do implante, ja que os
caes mantinham a correta medializagdo da prega vocal paralisada e o estudo histologico
mostrou a permanéncia da HA na prega vocal apos seis meses.

Cimento de HA porosa, quando em contato com tecido 6sseo, serve como um
anteparo € com o passar do tempo permite o crescimento de 0sso novo no seu interior,
enquanto vai sendo reabsorvida (BOYDE et al., 1999, BUCHOLZ et al., 1987,
CHIROFF et al., 1975, VOOR et al., 2004). Porém, muito se discute sobre a capacidade
da HA em induzir a formagdo de osso em tecidos moles. Os resultados ainda sdo
bastante controversos, uma vez que ha trabalhos que demonstram que o uso de HA
porosa permitiu a neoformacdo Ossea em alguns animais, tais como cdo, cabra e
macacos, enquanto que, em ratos ndo foi observada nenhuma formacgao de osso (KLEIN
et al., 1994, RIPAMONTI et al., 1999). Para Gosain (2005), a neoformacdo dssea
depende da espécie e do tipo de HA utilizada, visto que os animais que tiveram HA nao-
porosa implantada em tecido mole, ndo apresentaram sinais de crescimento 0sseo.

Nao foi observado neste estudo qualquer sinal de neoformagdo ou metaplasia
Ossea. A transformacdo de HA, inserida em tecido muscular, em osso apresenta dois
aspectos importantes. Por um lado, a substituicdo dos cristais por tecido vivo, permitiria
maior chance de viabilidade do implante, ndo permitindo reabsor¢ao ou inflamagao, ja

que o mesmo daria lugar a tecido do proprio hospedeiro.
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Porém se o implante se tornar duro demais, ou se injetado muito superficial,
poderia atrapalhar o sistema vibratorio da prega vocal. Uma das caracteristicas que
desabilitaram o uso do Teflon® na prega vocal foi que, em alguns casos, provocava
rigidez importante, ndo permitindo sua vibragao adequada. Isto levava a voz rouca e
aspera, com insatisfacdo do paciente, apesar de correta medializagdo observada a
videolaringoscopia. O uso exclusivo da inje¢cdo em camadas profundas, como o musculo
Tireoaritenoideo, pode minimizar ou afastar este risco (STEIN ET AL, 2000;
CANTARELLA et al., 2005). Todavia, o uso em camadas superficiais, como lamina
propria, pode ndo ser indicado.

Rosen (2004) publicou trabalho mostrando a sua experiéncia com inje¢ao de
HA em laringe de humanos para correcdo de insuficiéncia glotica. Apesar da amostra
ser pequena (5 pessoas), os resultados foram favoraveis. Além de todos os pacientes
apresentarem melhora subjetiva, quatro apresentaram melhora objetiva nos parametros
aerodinamicos.

Mais importante, ¢ que todos os pacientes apresentaram melhora dos
parametros a estroboscopia, sem sinais de rigidez ou migragdo do material. Um dos
pacientes apresentou pequena reabsor¢ao e novo procedimento foi realizado.

Lee et al., (2004) utilizaram HA para corre¢do de insuficiéncia glotica em
pacientes submetidos a laringectomia parcial com aritenoidectomia. Apesar da amostra
ser pequena (somente quatro pacientes), houve bons resultados e ndo sendo necessaria
nova cirurgia. O implante ndo mostrou sinais de reabsor¢do, até onze meses apds o
procedimento.

Belafsky & Postma (2004) relataram inje¢do de HA em 23 pacientes, com
melhora em 22. Observou-se reabsor¢do do implante em dois casos, sendo necessaria

nova injecdo para alcangar os resultados iniciais. Os autores desse trabalho, assim como
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Rosen, concluiram que devido a reabsor¢do observada, a hipercorrecdo esta indicada,
sendo necessario injetar cerca de 10 a 15% do volume para correta medializacdo da
prega vocal e estabiliza¢ao do implante.

Esta hipercorrecao talvez tenha sido necessaria devido ao tipo de HA usada
nestes pacientes. Enquanto que no presente estudo utilizou-se HA em pod que
posteriormente seria submetida a solugdo salina para a formagao de pasta, basicamente
formada de cristais de calcio e fosfato. Os estudos de Rosen (2004) e Belafsty & Postma
(2004) usaram uma nova preparacao, ja pronta para injecdo, da empresa BioForm®,
denominado Radiance FN®. Este implante consiste em microesferas de HA, com cerca
de 38 a 63 ym de tamanho, inseridas numa base de gel aquoso que corresponde a 45%
da massa. Este produto ja vem dentro da seringa, pronta para injecdo (HUBBARD,
2003; TZIKAS, 2004). Este tipo de material permite o manuseio mais facil da HA,
porém, pode ser responsabilizada pela maior absor¢do observada, ja que boa parte do
injetado consiste em meio aquoso que podera ser absorvido.

A HA ¢ biocompativel, ndo ¢ toxica, ndo ¢ volatil, mantém seu volume e
posicdo de injecdo, ¢ facilmente injetavel e com custo acessivel. Estes requisitos a
candidatam a ser considerada uma possivel substancia ideal. Para confirmar a melhora
dos pacientes, sem causar alteragdes a longo prazo, novos estudos prospectivos e por
longo periodo deverdo ser realizados, para confirmar a efetividade desse material na

laringe.
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CONCLUSAO

1- O latex ndo se manteve no sitio de inje¢do, apresentou resposta inflamatoéria intensa, foi
reabsorvido e se disseminou pelos tecidos cervicais, o que o desabilita a ser considerado

uma opcao de substancia para inje¢ao na laringe.

2- A HA manteve-se no sitio de injecdo, ndo se disseminou pelos tecidos cervicais, nao
mostrou sinais de reabsor¢ao importante, além de mostrar resposta inflamatoria
importante inicial, que declinou ao longo do tempo, sem induzir reagdo de corpo

estranho. Estas caracteristicas a candidatam a ser considerada a substancia ideal.
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