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1 Introducao

1.1 Epidemiologia

Diariamente, milhares de pessoas sofrem traumatismos e queimaduras, as quais
cursam com destrui¢do da epiderme e derme em diferentes profundidades. O tratamento
destes pacientes com queimaduras extensas ou perdas cutdneas traumaticas
normalmente envolve grandes areas de enxertia de pele para cobertura das lesdes
(Thorne, 2007). Somente para tratamento das queimaduras, mundial e anualmente, seis
milhdes de pacientes sdo submetidos a enxertos. No entanto, apesar de ser parte
essencial do tratamento, o enxerto apresenta diversas complicagdes, sendo a contratura
da pele humana gerada pela contragdo exagerada apds a enxertia uma complica¢do pos-
operatoria bastante comum, a qual demanda frequentemente cirurgias corretivas
(Hettiaratchy e Dziewulski, 2004). Aproximadamente 30% dos enxertos realizados
neste contexto de trauma desenvolvem cicatrizes hipertroficas e contraturas do enxerto
nos meses subsequentes ao procedimento, causando, com frequéncia, diminuicdo da
amplitude de movimento de articulacdes, além de importante limitacdo funcional e
déficit estético em outros locais (Deitch e cols, 1983; McDonald e Deitch, 1987;
Leblebici e cols, 2006; Schneider e cols, 2006). Muitas vezes, na tentativa de evitar
estas complicagdes, o cirurgido plastico sobe na escada de reconstrucdo, utilizando
procedimentos mais complexos, tais como retalhos locais, regionais ou livres, os quais,
por sua vez, aumentam a morbidade do tratamento e sua dificuldade técnica (Mathes e

Nabhai, 1997).



1.2 Lesoes de espessura total

As lesdes de espessura total sdo ferimentos os quais causaram destrui¢do das
camadas da epiderme e da derme por completo, incluindo os anexos cutaneos, expondo
as camadas teciduais mais profundas, tais como subcutaneo, fascia ou musculo (Mélega
e cols, 2002). Sdo geralmente causadas por queimaduras de 3° grau ou traumas e
expdem o organismo a danos térmicos, fisicos e infecciosos. Além disso, a perda de
cobertura cutanea gera um aumento na perda hidrica, uma termo-regulacdo anémala e
uma diminui¢do na imunidade local (Gibran e cols, 2007; Wolft, 2008; Proksch e cols,

2008), o que, por sua vez, dificulta sua cicatrizagio.

1.3 Cicatrizacio das lesdes cutaneas

O processo de cicatrizacdo cutdnea envolve uma cascata bem coordenada de
respostas celulares coordenando a interagdo de diversos tipos celulares ao longo de um
periodo de tempo. Este processo, para efeitos didaticos, divide-se em fases, as quais
ocorrem com sobreposicdo e ndo de forma estanque. A primeira fase, denominada de
inflamatoéria, € iniciada quando, logo apds a lesdo, os componentes do tecido lesado
agem para ativar a cascata extrinseca de coagulagdo para prevenir uma hemorragia
imediata. Os vasos sanguineos destruidos permitem a rapida chegada de elementos
sanguineos na ferida, incluindo as plaquetas, as quais formam um codgulo local que
interrompe o sangramento. Durante este processo, as plaquetas degranulam liberando
fatores de crescimento, tais como o PDGF e o TGF-p. O resultado final das vias
intrinsecas e extrinsecas de coagulagdo € a conversao do fibrinogénio em fibrina e a sua
subsequente polimerizacdo em um gel. Esta matriz provisoria de fibrina provém uma

estrutura para a migragdo celular requerida durante as proximas fases da cicatrizagdo.



Quase imediatamente, células inflamatorias sdo recrutadas para o local da ferida.
Durante os estagios iniciais da cicatrizacdo, as células inflamatorias sdo atraidas pela
ativacdo da cascata do complemento (Componente 5a), pelo TGF-p liberado pelas
plaquetas e por produtos oriundos da degradag@o das bactérias (LPS). Nos primeiros 2
dias apds a lesdo, existe infiltrado inflamatério no tampao de fibrina que preenche a
cavidade da lesdo. O papel primario destas células é remover o tecido desvitalizado e
prevenir a infec¢do através de mecanismos dependentes e independentes de oxigénio.
Eles ainda liberam uma serie de proteases para degradar a matriz extracelular
remanescente para as proximas etapas da cicatrizagio (Singer e Clarck, 1999). E
interessante notar que embora os neutréfilos apresentem um papel em diminuir a
infeccdo durante a cicatrizagdo, sua auséncia nao impede o progresso desta. (Simpson e
Ross, 1972). No entanto, sua persisténcia na ferida tem sido implicada na transformagao
das feridas agudas em crdnicas, demonstrando o papel da fase inflamatdria no atraso
cicatricial. Os mondcitos e os macrofagos seguem os neutrdfilos, aparecendo de 48 a 72
horas na ferida. Eles sdo recrutados primariamente pela expressdo da proteina
quemoatrativa de mondcitos 1 (MCP-1). Os mondcitos/macréfagos sdo células chave
regulatorias para este e para os demais estagios de cicatrizagdo. Os macrofagos teciduais
originam-se da circulagdo, onde sdo conhecidos como monocitos, e alteram seus
fendtipos quando egressam para o tecido. Por volta do terceiro dia apos a lesdo, eles sdao
o tipo celular predominante na ferida. Os macrofagos fagocitam debris e bactérias, mas
sdo especialmente importantes para orquestrar a producdo dos fatores de crescimento
necessarios para a producdo da matriz extracelular pelos fibroblastos e na
neoangiogénese no local. Existem diversas citocinas inflamatoérias implicadas na
cicatrizagdo (VEGF, FGF-2, PDGF, KGF, EGF, TNF-a, G-CSF, GM-CSF, IFN-g, IL-1,

IL4, IL-8, eNos, iNos), sobre as quais existe muita controvérsia na literatura acerca de



suas fungdes exatas e estas fogem ao escopro deste trabalho. No entanto, esta bem claro
que a auséncia de mondcitos/macrofagos tem graves consequéncias na cicatrizagao
(Leibovich e Ross, 1992; Warldorf e Eewkes, 1995). Os linfocitos sdo as ultimas células
a chegarem na ferida, o que ocorre entre o quinto e o sétimo dias apos a lesdo. Seu papel
ndo encontra-se bem definido, mas ¢ sugerido que as populagdes de CD4 ¢ CD8 podem
ser responsaveis por desencadear o inicio da fase proliferativa da cicatrizagdo.
Similarmente, os mastocitos também aparecem ao final da fase inflamatdria na ferida, e

sua funcdo também ainda € controversa (Park e Barbul, 2004).

A fase proliferativa ocorre, geralmente, do quarto ao vigésimo primeiro dia
conseguintes a lesdo. Entretanto, algumas facetas desta fase, tais como a re-epitelizagao,
iniciam quase imediatamente apos o dano. Os queratindcitos adjacentes alteram seus
fendtipos horas apds a lesdo, com consequente regressdo das conexdes desmossomicas
entre estes € com a membrana basal, o que liberta estas células, permitindo a migragdo
lateral. Concomitantemente, ocorre a formagdo de filamentos de actina no citoplasma
dos queratindcitos, os quais provem a locomoc¢ao para migrar ativamente para a lesdo.
Os queratinocitos, entdo, movem-se através de interacdes com as proteinas da matriz
extracelular (tais como fibronectina, vitronectina e colageno tipo I), através de
mediadores especificos de integrinas enquanto procedem entre a crosta € a matriz de
fibrina provisoria. A matriz provisoria de fibrina ¢ gradualmente substituida por uma
nova plataforma de migracdo: o tecido de granulagdo, o qual ¢ caracterizado
histologicamente por matriz extracelular e vasos sanguineos neoformados. O tecido de
granulacdo surge a partir do quarto dia de lesdo, sendo composto por 3 tipos celulares,
fibroblastos, macrdfagos e células endoteliais, os quais exercem papeis criticos e

independentes em sua formagao. Os fibroblastos sdo os principais efetores durante esta

fase, produzindo a matriz extracelular que preenche o sitio de lesdo e provem, assim,



uma plataforma para a migracdo dos queratinocitos. Os macrofagos continuam a
produzir fatores de crescimento tais como o PDGF e TGF-p1, os quais induzem os
fibroblastos a proliferarem, migrarem e depositarem matriz extracelular, bem como
estimulam as células endoteliais a neovascularizagdo. Com o passar do tempo, a matriz
provisoria € substituida por colageno tipo III, o qual serd substituido por colageno tipo I
na fase de remodelamento. As células endoteliais sd3o um componente critico do tecido
de granulag¢do e formam novos vasos através da angiogénese. Fatores pro-angiogénese
sdo liberados pelos macrdéfagos, incluindo VEGF, FGF-2, angioproteina -1, entre outros,
sendo que o principal estimulo ativador para a transcrigdo genética destes parece ser a
hipéxia. A fungdo exata destes fatores ainda ¢é fato bastante investigado, mas esté clara a
importancia da neovascularizacdo durante a fase proliferativa para a cicatrizagdo
cutanea, uma vez que o bloqueio deste processo com inibidores de angiogénese dificulta
a cicatrizacdo. Um fato interessante desta fase € que em determinado ponto todos estes
processos devem ser desligados e a formacdo de tecido de granulagdo e de matriz
extracelular interrompidos. Esta claro que este € um evento regulado, pois uma vez que
a cavidade da ferida esteja completamente preenchida por matriz colagenosa, os
fibroblastos rapidamente desaparecem e os neovasos recém formados regridem,
resultando em uma cicatriz relativamente acelular sob condigdes normais de
cicatrizagdo. No entanto, estas sinalizagdo para a suspencao da fase de fibroplasia ainda
¢ desconhecida, porém parece envolver fatores ambientais ¢ moleculares. (Wooley e

Martin, 2000; Thorne, 2007).

A fase de remodelamento ¢ a por¢cdo mais longa da cicatrizagdo, perdurando em
humanos do vigésimo primeiro dia até um ano. Uma vez que a ferida tenha sido
13 : EL) : ~ , « g e
preenchida” com tecido de granulagdo e apds os queratindcitos tenham-na re-

epitelizado, o processo de remodelamento ocorre. Apesar de ser o processo mais longo e



intimamente relacionado com o aspecto final da cicatriz, esta ¢ a fase menos
compreendida da cicatrizagcdo. Em humanos, esta fase ¢ caracterizada pela remodelagdo
do colageno e pela contracdo da ferida. A remodelacdo do colageno consiste na
substituicdo do colageno tipo III, depositado na fase proliferativa, por coldgeno tipo I,
fato que ocorre ao longo de meses. A degradagdo do colageno tipo III ¢ mediada por
metaloproteinases da matriz secretadas por macrofagos, fibroblastos e células
endoteliais. Ao longo deste processo, a resisténcia da ferida vai aumentando, refletindo
a inversdo dos subtipos de coldgeno (maior propor¢ao de tipo I e menor de tipo III) e o
aumento em seu entrelagamento (Thorne, 2007). A contracdo da lesdo ¢ fator importante

na cicatriza¢do, sendo mediada primariamente por fibroblastos e miofibroblastos.

1.4 Cicatrizacio das lesdes de espessura total

As lesdes de espessura total apresentam dificil cicatrizacdo devido a diversos
fatores, sendo os principais: a destrui¢do da camada basal e dos anexos cutdneos
presentes na derme e a ndo preservacdo de uma populacdo de fibroblastos mais
superficiais, os quais contribuem fortemente para que a cicatrizagdo se dé€ as custas de
regeneracdo tecidual (Kwan e cols, 2009). Assim, esse dano profundo impede o
processo de cicatrizagdo de cursar de forma habitual. Esta lesdo, devido a intensa
destruicdo tecidual, devera apresentar um processo cicatricial mais intenso e
prolongado, orquestrado a partir de uma subpopulagado de fibroblastos mais profundos, e
que cicatrizard a lesdo as custas de reparacdo, ou seja, com cicatriz residual (Dunkin e
cols, 2007). A cicatrizagdo deste tipo de lesdo, quando ndo mediada por cuidados
médicos, ocorre com intensa fase inflamatéria, com a finalidade de realizar o

desbridamento dos tecidos desvitalizados presentes em abundancia, além de diminuir a



proliferacdo bacteriana. Esta fase inflamatoria exuberante e prolongada, por si so, €
implicada na cronificagdo deste tipo de lesdo (Werner e Grose, 2003). Além disso, a
fase proliferativa também necessita ocorrer com maior intensidade, a fim de produzir
tecido de granulagdo suficiente para o preenchimento da area lesada, estabelecendo o
meio adequado para a migragdo dos queratinocitos. Estes migram oriundos somente dos
bordos da lesdo, devido a destrui¢do da camada basal e dos anexos cutaneos, o que, por
sua vez, causa um grande atraso na epiteliza¢do. Esta demora em re-epitelizar a lesdo,
por conseguinte, fomenta ainda mais a fase de fibroplasia, pois sabidamente a
epitelizagdo ¢ fator chave na finalizagdo da fase proliferativa e do inicio da fase de
remodelamento (Thorne, 2007). Ainda nesta fase ha o inicio da contracdo dos bordos
em dire¢do ao centro da lesdo, com a finalidade de acelerar a cicatrizacdo, diminuindo o
didmetro da mesma. Esta contragdo, apesar de fundamental para a cicatrizagdo
espontanea das lesdes de espessura total por segunda intengdo (Billingham e Medawar,
1955), ocasiona diversos problemas tardios para a area cicatrizada, quando passa a ser
denominada contratura (Mélega e cols, 2002), tais como a diminui¢do da amplitude de
movimento de articulagdes, além de limitagdo funcional e prejuizo estético em outros
locais. (Deitch e cols, 1983; McDonald e Deitch, 1987; Leblebici e cols, 2006;
Schneider e cols, 2006). A contragdo da ferida aparentemente ocorre devido a migragao
dos fibroblastos através da matriz extracelular, o que proporciona um melhor
alinhamento das fibras de colageno, gerando forca contratil. Quando existe certa
resisténcia a esta contra¢do, os fibroblastos transformam-se em miofibroblastos,
passando a expressar a-SMA e espessas fibras citoplasmaticas de estresse, o que
aparentemente aumenta a forca contratil (Hinz e Gabbiani, 2003). No entanto, os
miofibroblastos sdo também os principais responsaveis pela contratura cicatricial, a qual

ocorre predominantemente em areas de estresse mecanico, tais como as articulagdes



(Kwan e cols, 2009). Seu mecanismo de agdo parece ser pelo encurtamento celular
através da a-SMA, com posterior rearranjo do tecido conectivo do entorno devido ao
contato célula-célula (Ryan e cols, 1974). Sabe-se que os enxertos inibem em parte esta
contratura (Walden e cols, 2000), razdo pela qual, o desbridamento de tecidos
desvitalizados associado com a enxertia cutdnea ¢ um fator chave no sucesso da
recuperacdo do paciente com lesdes de espessura total. (Atiyeh e Costagliola, 2007;

Brusselaers e cols, 2010; Holavanahalli, 2010).

1.5 Enxertos de pele

O enxerto de pele tem sido o padrdo ouro no tratamento de lesdes de espessura
total, principalmente as queimaduras de terceiro grau e os grandes traumas com avulsdo
cutanea. No entanto, o enxerto de pele, por si mesmo, também desenvolve contragdo, a
qual ocorre em dois estagios (Davis et al, 1931). Quando a pele ¢ retirada de seu sitio
doador, ela imediatamente sofre redu¢do em tamanho, denominada de contragdo
primaria. Esta varia de 9 a 22% de seu tamanho, na dependéncia da espessura do
enxerto, sendo atribuida ao encolhimento das fibras de elastina na derme. Quando
coletados da mesma area corporal, os enxertos de espessura total demonstram maior
indice de contratura primaria quando comparados aos de espessura parcial,
provavelmente por conter um menor volume de derme em sua composicdo . Quando o
enxerto ¢ colocado em seu leito receptor, ele sofre a contragdo secundaria, a qual reduz
tanto o tamanho do enxerto, quanto a circunferéncia do leito receptor, com os bordos
sendo aproximados em direcdo ao centro (Hinshaw e Miller, 1965). Segundo Corps
(1969), a espessura do enxerto também influencia o grau de contratura secunddria,

sendo o enxerto de espessura parcial o que exibe este fendmeno com maior exuberancia.



Esta diferenca deve-se, provavelmente, as diferentes camadas de derme contidas nos
enxertos. Além disso, a hiperplasia epidérmica e a fibrose dérmica sdo menos
proeminentes nos enxertos de espessura total (Rudolph, 1976). O leito receptor também
exerce influéncia sobre a contracdo, sendo que os enxertos realizados sobre as fascias
contraem em menor grau do que os realizados sobre tecidos mais moveis (Corps, 1969).
Além disso, os realizados sobre tecido de granulagdo, contraem mais quando
comparados com os realizados em queimaduras com excisdes tangenciais (Jones, 1988),
e quanto maior a area a ser enxertada, maior a contragdo (Schneider e cols., 2006;
Thorne, 2007). Assim, quando desejamos cobrir uma area de articulagdo ou uma area
que demanda um melhor resultado estético, com menor contracdo tecidual, opta-se pelo
enxerto de espessura total. Quando, no entanto, temos uma extensa area que necessita de
cobertura, ou temos uma restri¢do de sitios doadores, opta-se pela pele de espessura

parcial (Thorne, 2007).

1.6 Toxina Botulinica

A toxina botulinica, uma potente neurotoxina derivada do Clostridium
botulinum, existe em varios sorotipos (A a G). A toxina do tipo A estd disponivel para
uso clinico em muitos paises (O’Leary e Dierich, 2010 ; Yosipovitch, 2010). Por mais
de 20 anos, a aplicacdo desta se mostrou segura e efetiva no tratamento de diversas
desordens, tais como o blefaroespasmo e ritides faciais dindmicas (Ahmed e cols., 2010;
Branford e cols, 2010), inclusive para uso pediatrico (Scheffer e cols., 2010). Segundo
Zhibo e Zhang (2008,2009), este agente exerce seu efeito na exostose da acetilcolina,
bloqueando a transmissdo neuromuscular, resultando em flacidez muscular.

Recentemente foi demonstrado que o uso da toxina botulinica tipo A pode diminuir
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cicatrizes hipertroficas (Zhibo e cols., 2009), provavelmente através da diminui¢do da
prolifera¢do celular dos fibroblastos e da diminuigdo da expressdo de TGF 1 nestes
(Zhibo e cols., 2009, 2011), a qual gera uma diminui¢do no CTGF, diminuindo,
consequentemente, a deposi¢do de colageno (Lee e cols., 2009). Além disso, Wong e
cols. (2009) demonstraram que a toxina botulinica tipo A reduz a contracdo em feridas
com fechamento por segunda intencdo, reduzindo a infiltragdo de células inflamatorias,
bem como a fibrose local. Neste contexto, hipotetizou-se que a toxina botulinica tipo A
poderia apresentar um efeito na diminui¢do da contra¢do das feridas de espessura total
tratadas com enxerto de espessura total, levando a uma cicatrizagdo com menos

contracao local.

1.7 Modelo Experimental

O processo biologico de cicatrizacdo ¢ extremamente complexo e dificil de ser
analisado em todas suas etapas. Neste contexto, os modelos experimentais em seres
humanos apresentam amplas restricdes técnicas e éticas, ao passo que os estudos “in
vitro” sao muito restritos quanto as informag¢des fornecidas. Uma terceira via que surge
para este estudo sdo os modelos experimentais animais, os quais, apesar de

apresentarem certas restricdes de extrapolagdo, mimetizam bem o processo humano.

O estudo do comportamento celular em discos bidimensionais de cultura
oferecem a habilidade de se investigar alvos especificos com minima interferéncia de
fatores externos. No entanto, parametros fundamentais, somente disponiveis nos estudos
“in vivo” sdo perdidos, tais como sinalizacdo pardcrina e envolvimentos celulares
tridimensionais, o que limita a aplicabilidade translacional dos estudos “in vitro”.

Estudos “in vitro” de co-cultura somente demonstram a relagdo entre dois tipos
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celulares, ndo contribuindo de forma significativa no entendimento do processo de

cicatrizagdo. (Cross, 1995).

O modelo experimental em animais proposto encontra-se amplamente difundido
na literatura mundial, sendo utilizado hd décadas para avaliacdo das etapas de
cicatrizagdo. O mesmo apresenta diversas variacdes, entre elas o tamanho, a distancia, a
localizagdo e o tipo de lesdo infligida, todos para melhor mimetizar o ambiente de
cicatrizagdo encontrado em seres humanos. (Catty, 1965; Pories e cols., 1966; Ramirez
e cols., 1969; Deitch e cols., 1983; Hien e cols., 1988; Porter e cols., 2003) No entanto,
como bem salientou Paus (1999), sabe-se das restricdes quanto a extrapolagdo para o
homem dos resultados obtidos nestes estudos com animais, uma vez que existem
diferencas anatémicas e no processo de cicatrizagdo destes. Assim, embora a pele do
rato seja composta por 3 camadas, como a dos seres humanos (epiderme, derme e
hipoderme), existem diferengas na anatomia e na fisiologia de cada uma destas
camadas. A pele do rato é coberta por pelos densos, os quais passam por um ciclo
capilar bem definido, assim como o dos humanos: fase anagena (crescimento), catagena
(regressdo) e telogena (repouso). O ciclo dos pelos no dorso do rato progride de cranial
para caudal e dura 3 semanas, o que difere das véarias regides do corpo humano (no
couro cabeludo o ciclo dura anos) (Azzi, 2005). Outra diferengca observa-se na ndo
sensibilidade dos pelos do rato a androgénios, bem como na auséncia de glandulas
sudoriparas apdcrinas e nas pontes de Rete/papilas dérmicas, todas estas presentes nos
humanos. Outra diferenca que deve ser mencionada ¢ a presen¢a do paniculo carnoso
nos ratos, a qual ¢ uma camada muscular situada abaixo da pele e somente encontrada
nos humanos na regido cervical (platisma). Esta favorece a contracdo da ferida apos
uma lesdo. Apesar destas diferengas, o0 modelo com ratos tem contribuindo had muito

tempo em nossa compreensdo do processo cicatricial, devido a sua replicabilidade,
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acessibilidade e adaptabilidade (Deitch e cols., 1983; Hien e cols., 1988; Porter e cols.,

2003).
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2 Objetivos:

2.1 Objetivo Geral:

O objetivo do presente estudo ¢ avaliar o efeito da toxina botulinica tipo A

sobre a contracdo das feridas de espessura total tratadas com enxertos de espessura

total em um modelo experimental com ratos Wistar.

2.2 Objetivos Especificos:

a)

b)

d)

Quantificar a redu¢do na contragdo das feridas operatorias tratadas com as
diferentes doses de toxina botulinica por fotografia digital

Avaliar o grau de epiteliza¢do nas lesdes dos grupos tratados com as diferentes
doses de toxina botulinica

Avaliar o grau de neovascularizagdo nas lesdes dos grupos tratados com as
diferentes doses de toxina botulinica

Avaliar o grau de inflamagdo nas lesdes dos grupos tratados com as diferentes
doses de toxina botulinica

Avaliar a densidade de fibroblastos nas lesdes dos grupos tratados com as
diferentes doses de toxina botulinica

Avaliar a densidade das fibras coldgenas nas lesdes dos grupos tratados com as

diferentes doses de toxina botulinica
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Effect of botulinum toxin type A in the control of contraction of
lesions treated with full-thickness grafts
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Introduction: The treatment of traumatic injuries and burns with tissue loss, called
full thickness wound, is accomplished primarily with skin grafts. This, however,
remains an ongoing challenge because the grafts have a number of limitations, being
the principal the secondary contraction determining restriction of movement
associated with graft contracture. In this context, currently available treatments are, in
many cases, insufficient and the search for new alternatives is necessary.

Objective: The objective is to evaluate the effect of botulinum toxin type A, in
different doses, on the contraction of full thickness wounds treated with full-thickness
grafts.

Materials and Methods: 18 male Wistar rats were used, with an average weight of
350g, divided into 3 groups: 1) Graft + Toxin 1Ui/cm?; 2) Graft + Toxin 2Ui/cm?; 3)
Graft + Toxin 1Ui/em® and 2Ui/cm®. In group 1, two full thickness wounds were
produced on the back. The first wound have been subjected to graft + 1Ui/cm” and the
second, only to graft. In group 2 was done the same routine, only with a dose of
2Ui/cm?. In group 3, aiming in an 14 day histological analisys, three full thickness
wounds were produced. On the first, were used a graft + toxin 1Ui/cm2, in the second
were used graft + toxin 2Ui/cm” and on the third, only the graft was done. The areas
of injury were analyzed by a digital photography at 7, 14 and 28 days, as well as by

histology at 14 and 28 days.
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Results: We observed decreased contraction of the graft at 28 days in the lesions
treated with toxin 1Ui/cm? (p<0.05) and 2Ui/cm” (p<0.01). The epithelialization and
neovascularization were not altered by the toxin, both at 14 as at 28 days (p>0.05).
The degree of inflammation was reduced after 14 days in toxin-treated groups (p<
0.05), equaling up to controls after 28 days. The density of fibroblasts was reduced
after 28 days in both treated groups (p <0.05) as well as the collagen density (p<0.05).
Conclusion: According to the data obtained, Botulinum toxin appears to reduce
secondary contraction of the graft, thus reducing local inflammation, reducing the

density of fibroblasts and collagen deposition .

Keywords: Graft ; Botulinum Toxin ; contraction; full thickness wound
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1. Introduction

The treatment of traumatic injuries and burns with tissue loss, called Full
thickness wound, is accomplished primarily with skin grafts. This, however, remains
a constant challenge, because the grafts have several limitations, mainly by limiting
the movement of joints and causing important aesthetic distortions. Among the most
limiting complications, we found the secondary graft contraction and local
contracture'?. There are many proposed treatments to alleviate these complications,
but surely the results would be better if we could avoid them *”. The full thickness
wounds are injuries that caused full destruction of the epidermis and dermis, including
skin appendices® and is generally caused by 3rd degree burns or trauma and coursing
with a second intention healing at the expense of an intense tissue contraction °.

According to Kwan et al. (2008), fibroblasts are the cells predominantly
responsible for tissue contraction, which occurs by traction forces generated by the
movement of these cells through connective tissue by filopodia with the actin
filaments. This movement and subsequent contraction is synchronized and mediated
by environmental cytokines such as TGF 3, which increases the contraction without
increasing cell proliferation and can be regulated by the amount of PDGF present'”.
On the other hand, the shrinkage is reduced with IFNa2b possibly by decreasing the
cytoplasmic actin filaments or enhancing cell apoptosis'’. The contracture of the
scars, which is more common in mobile areas and joints, is primarily mediated by
myofibroblasts , which are transdifferentiated from fibroblast by stimulation the
mechanical stress and TGF f 2.

Botulinum toxin type A is available for clinical use in many countries '>"'*. For
over 20 years, the application of this has proved to be safe and effective in the

treatment of several disorders, such as blepharospasm and dynamic facial rhytids ">,
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even for pediatric use '’. According Zhibo et al., 2008 and 2009, botulinum toxin type
A may reduce hypertrophic scars probably by decreasing cell proliferation of
fibroblasts and decreasing expression of TGF 1 (transforming growth factor) in
these”, which generates a decrease in CTGF (connective tissue growth Factor) thus
reducing collagen deposition®'. In addition, Lee et al. (2009) showed that botulinum
toxin type A reduces the contraction in wounds healing by second intention, reducing
the infiltration of inflammatory cells, as well as local fibrosis. In this context, it is
proposed that botulinum toxin type A may have an effect in reducing the contraction
of full thickness wounds treated with full-thickness grafts, leading to a healing with
reduced contraction. The aim of the present study was to evaluate the effect of
botulinum toxin type A on the contraction of full thickness wounds treated with full-
thickness grafts on the dorsum of Wistar rats, analyzing the reduction in the
contraction of surgical wounds treated with different doses of botulinum toxin by

digital photography, as well as histological tissue changes.

2 . Materials and Methods

Animals and Groups
The experimental study was performed in male Wistar rats with an average

weight of 350g, divided into 3 groups (n = 18).

Group 1: 6 Wistar rats with two total thickness incisions on the back, each
measuring 2x2 cm, and being 2 cm distantly from each another. In the first wound a
full-thickness skin graft was performed and botulinum toxin type A was injected

under it at a concentration of 1 unit per cm”. In the second wound, the graft was
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performed the same way as above, and the same amount of saline solution was
injected under the graft.

Group 2: 6 Wistar rats with two total thickness incisions on the back, each
measuring 2x2 cm, and being 2 cm distantly from each another. In the first wound a
full-thickness skin graft was performed and botulinum toxin type A was injected
under it at a concentration of 2 unit per cm”. In the second wound, the graft was
performed the same way as above, and the same amount of saline solution was
injected under the graft.

Group 3: 6 Wistar rats with three total thickness incisions on the back, each
measuring 1x1 cm, and being 1 cm distantly from each another. In the first wound a
full-thickness skin graft was performed and botulinum toxin type A was injected
under it at a concentration of 1 unit per cm”. In the second wound a full-thickness skin
graft was performed and botulinum toxin type A was injected under it at a
concentration of 2 unit per cm” In the third wound, the graft was performed the same
way as above, and the same amount of saline solution was injected under the graft.
This group was designed so that we could obtain the histological analisys of the
wounds in an early stage of cicatrization (14 days).

The animals were housed individually in boxes to avoid additional injury on
the surgery sites, as well as the premature removal of the dressing. They were kept in
12-hour dark/light cycles, with temperature control, as well as water and food "ad
libitum ". The experiments were all done at UFCSPA pathology laboratories.

All experiments were performed following the principles of research ethics,
according to Raymundo and Goldim , 2002, and the experiment was approved by the

animals ethics committee under the protocol number 12098 (2012).
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Doses of toxin
Botulinum toxin type A from Allergan (Botox ®) were used, diluted in 5 ml of
0.9% saline solution. The doses of botulinum toxin type A used in the lesions were

1.0 and Ul/cm? and 2Ul/cm?.

Procedures

The animals were anesthetized using ketamine (90mg/kg) and Xylazine
(10mg/kg) by intra-peritoneal technique. We proceeded then removing the fur from
the areas to be incised on the back of the animals with adequate machinery for this
purpose. Following this, a full thickness incision was performed aseptically (until
reaching the panniculus carnosus) in a square shape with the proper size for each
group, with total removal of the skin fragment (characterizing the total skin graft) .
Then, the fragment was placed in its place of origin, without further manipulation,
and sutured with 5.0 nylon continuously and , before the final point was attached, the
given dose of botulinum toxin type A (or saline in the control group ) as applied in the
depth of the area using a 1 ml syringe and 30G needle. After, a dressing with non-
adherent gauze and sponge (Brown’s dressing) was built and attached to the back of
the animal with 4.0 nylon, which remained in place for 7 days in order to immobilize
the graft during the soaking nutrition fase. The wounds were made 2 cm far from each
other (groups 1 and 2) and 1 cm (group 3), area more than enough to prevent the
spread of botulinum toxin used. Buprenorphine 0.10 mg/kg was used subcutaneously
every 6 hours during the first 48 hours for post operative analgesia.

Animals in groups 1 and 2 underwent anesthesia on days 7 and 14 of the

experiment in order to perform the standardized digital photographs.
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The animals were sacrificed by intra-peritoneal overdose of anesthetic
{ketamine ( 270mg/kg ) and Xylazine ( 30mg/Kg )}, with groups 1 and 2 being
sacrificed on the 28" day of the experiment . The animals in groups 3, in turn, were
sacrificed on the 14™ day of the experiment, so that we could perform the histological

analysis in an early period of healing.

Analysis

Digital Photography

The animals in groups 1 and 2 underwent standardized digital photographs,
under anesthesia, with the Canon T4i camera, 18-55mm lens and tripod 20 cm distant,
on the 7th, 14th and 28th days of the experiment, for visual assessment of the wound
contraction process. The analysis of the photographs were performed with "Image J

Basics" program, which convert pixels into measuring language.

Histology

Hematoxylin & eosin and Masson Trichrome stains were used for histological
analyze. The samples from group 3 (14" experimental day), as well as the samples
collected on the 28th experimental day from groups 1 and 2, were analyzed to
quantify the degree of epithelialization, neovascularization and inflammation, as well
as the density of collagen fibers and fibroblasts. The samples were preserved in 10%
formaldehyde and, after standard laboratory preparation, included in paraffin blocks.
The following were analyzed by a pathologist blinded to the groups under light
microscopy and, after the selection of 10 random fields, were classified according to

the following classification: 0 - Little ; 1 - Moderate ; 2 - Good ; 3 — A lot
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Sample calculation
The sample was calculated according to the formula n = 1+[2(za+zb)*(s/d)*] ,
using as a = 0.05 (p<0.05) , s = 0.2 (maximum standard deviation of 20 %) , d = 0.4 (

expected difference between groups of 40%). Thus, the result was N = 6.

Statistical analysis
Data analysis was performed using SPSS 21 program, using the "t" student
test and Mann Whitney test. Significant differences were considered with P<0.05.

Results are expressed as mean =+ standard deviation when appropriate.

3. Results
All animals survived to the experiment. In 2 animals, occurred displacement
of the Brown dressing before the seventh day of the experiment, which led to a partial

loss of the graft in the control and the treated areas

Wound contraction

Homogeneity was observed among all groups in the starting area of inflicted
injuries, as well as after 7 days of experiment, no significant differences being
observed between them. The average area of the wounds after 7 days of experiment
was 4,989 cm?® (+0,735) in the control group (CO), 5,001 cm” (+0,955) in the 1 Un.
Botox group (Botox 1Ui) and 5,224 cm’ (+0,120) in the 2 Un. Botox group (Botox 2
Ui) - (CO vs Botox 1Ui vs Botox 2Ui p>0.05). By analyzing the areas at 14 days of
experiment, it was observed that the averages were 3,769 cm? (+0.668) in the control
group, 4,175 cm® (+0,642) in the Botox 1Ui and 4,389 cm? (+0.430) in botox 2Ui.

(CO vs Botox 1Ui vs Botox 2Ui p>0.05). By analyzing the areas after 28 days of
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experiment, it was observed that the averages were 2,717 cm? (+0,293) in the control
group, 3,364 cm’ (+0.560) in the Botox 1Ui and 3,724 cm?2 (+0.587) in Botox 2Ui
(CO vs Botox 1Ui p< 0.05/ CO vs Botox 2Ui p < 0.01) [Figure 2A].

It was observed, thus, in relation to the initial wound, in the control group an
average contraction of 5.87 % at 7 days , 28.9 % at 14 days and 48.8 % at 28 days . In
the group treated with 1Ui/cm2 , there was an average shrinkage of the wounds, in
relation to the initial injury, of 5.65 % at 7 days , 21.3 % at 14 days and 36.6 % at 28
days. In botox 2Ui treated group, there was an average wound contraction, in relation

to the initial injury, of 4.83 % at 7 days , 17.2 % at 14 days and 28.8 % at 28 days (

Figure 2B).
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Figure 2A: Average area of wounds in cm” at 7, 14 and 28 days, calculated
by Image J Basics program, of the control group (Co), treated with
1Ui/em? (1UN) and treated with 2Ui/cm* (2Un). * Co vs 1Un p <0.05 / Co
vs 2Un p <0.01.
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Figure 2B: Comparison between the wound contraction average in cm” at
7, 14 and 28 days, calculated by Image J Basics program, of the control
group (Co), group treated with 1Ui/em® (1UN) and grouo treated with
2Ui/em? (2Un). * Co vs 1Un p <0.05 / Co vs 2Un p <0.01.

Histological Analysis

Histological analysis by direct microscopy revealed no significant differences
in the scores of epithelialization between the control groups and both groups treated
with different doses of botulinum toxin, at fourteenth day, as well as in the twenty-

eighth days (P> 0.05, Figure 3A, 3B and 3C).

Epitelization 14 days
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Figure 3A: Histological score of epithelialization at day 14 of the
control groups (Co), treated with lun/ecm? (1UN) and treated with
2Un/cm’ (2Un). Co vs 1UN vs 2UN p> 0.05.
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Epitelization 28 days
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Figure 3B: Histological score of epithelialization at day 28 of the
control groups (Co), treated with lun/ecm? (1UN) and treated with
2Un/cm’ (2Un). Co vs 1UN vs 2UN p> 0.05.

Figure 3C: Histological samples (H&E 100x) at 28 days of control group, treated with lun/cm” and
treated with 2Un/cm’ (2Un). No diferences observed among groups in epitelization.

Similarly, no statistical differences were observed regarding the scoring of
neovascularization between groups in the examined periods (p>0.05, Figure 4A, 4B

and 4C).
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Neovascularization 14 days
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Figure 4A: Histological score of Neovascularization at day 14 of the
control groups (Co), treated with lun/cm? (1UN) and treated with 2Un/cm?
(2Un). Co vs 1UN vs 2UN p> 0.05.

Neovascularization 28 days
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Figure 4B: Histological score of Neovascularization at day 28 of the
control groups (Co), treated with lun/cm? (1UN) and treated with
2Un/cm’ (2Un). Co vs 1UN vs 2UN p> 0.05.

Figure 4C: Histological samples (H&E 100x) at 28 days of control group, treated with lun/cm” and
treated with 2Un/cm’ (2Un). No diferences observed among groups in neovascularization.
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However, there was significant difference when analyzing the scores of
inflammation in a recent period of healing (fourteen days), with a higher score in the
control group than in the groups treated with botulinum toxin, both with 1 Un/cm® as
2 Un/em? (p<0.05, Figure 5A and 5C). This difference, however, did not remain when
we analyzed the samples at twenty-eight days, when groups had similar scores

(p>0.05, Figure 5B and 5C).

Inflamation 14 days
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Figure 5A: Histological score of Inflamation at day 14 of the control
groups (Co), treated with lun/cm? (1UN) and treated with 2Un/cm?®
(2Un). * Co vs 1Un vs 2Un p<0,05
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Figure 5B: Histological score of Inflamation at day 28 of the control
groups (Co), treated with lun/cm? (1UN) and treated with 2Un/cm?
(2Un). Co vs 1UN vs 2UN p> 0.05.
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Figure 5C: Histological samples (H&E 200x) at 14 days of control group (A), treated with lun/cm?
(B) and treated with 2Un/cm?® (C). Samples at 28 days of control group (D), treated with lun/cm?
(E) and treated with 2Un/cm? (F).

About the fibroblasts density, we observed a reduction at day twenty-eight in the
groups treated with botulinum toxin, both with 1 Un/cm® as 2Un/cm? when compared
to the control group (p <0.05, Figure 6A and 6C). This Difference was not present at

day fourteen (p> 0.05, Figure 6B and 6C).

Fibroblast density - 14 days
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Figure 6A: Histological score of fibroblast density at day 14 of the
control groups (Co), treated with lun/cm? (1UN) and treated with
2Un/cm’ (2Un). Co vs 1UN vs 2UN p> 0.05.
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Fibroblast density - 28 days
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Figure 6B: Histological score of fibroblast density at day 28 of the
control groups (Co), treated with lun/cm? (1UN) and treated with
2Un/cm’ (2Un). * Co vs 1Un vs 2Un p<0,05

Figure 6C: Histological samples (H&E 400x) at 28 days of control group, treated with lun/cm’® and
treated with 2Un/cm?* (2Un).

For the collagen scores, we could observe a reduction at day twenty-eight in the
groups treated with botulinum toxin, both with 1 Un/cm?® as 2Un/cm” when compared
to the control group (p <0.05, Figure 7A and 7C). Difference is not present at day

fourteen (p> 0.05, Figure 7B and 7C).
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Collagen 14 days
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Figure 7A: Histological score of collagen density at day 14 of the
control groups (Co), treated with lun/cm? (1UN) and treated with
2Un/cm’ (2Un). Co vs 1UN vs 2UN p> 0.05.
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Figure 7B: Histological score of collagen density at day 28 of the
control groups (Co), treated with lun/cm? (1UN) and treated with
2Un/em’” (2Un). * Co vs 1Un vs 2Un p<0,05

Figure 7C: Histological samples (H&E 100x) at 28 days of control group, treated with lun/cm” and
treated with 2Un/cm?* (2Un).
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4. Discussion
The contraction that occurs in the healing of full-thickness lesions, although a
physiological event in human wound healing, cause various disorders, such as
functional and aesthetic limitations. We should remember, however, that this
biological healing process artifice appeared in the early evolution when the
environment in which we lived was indeed hostile. Thus, the sacrifice of repair at the
expense of healing, with the consequent loss of quality of the recovered material for
the gain in healing speed, was justified. However, with the evolution of the human
being, as well as the improvement of the environment we live in, showed up the odds
that scar contraction features, such as the restriction of movement when healing
occurs on joints and facial distortions due to wound contraction and scar contractures,
such as ectropion and labial deviations®’. In this context, we started to look for
alternatives to control or reduce this scar contraction, without, however, causing
damage to the healing process. Thus, there are numerous studies employing different
techniques trying to mitigate the contraction of wounds, such as skin grafts, the use of
special dressings®, treatment with corticosteroids®®, mitomycin C 2’**, 5 - fluorouracil
¥ botulinum toxin **, among others. The grafting of full-thickness skin injuries after
debridement has remained the treatment of choice, being the one that more effectively
reduces the local contraction and provides a good aesthetic result in most cases.
Botulinum toxin, in turn, proved to be effective in some studies in reducing wound
contraction in healing by second intention’”, and reducing hypertrophic scars'.
However, the potential use of full thickness skin grafting used in combination with
botulinum toxin, in order to further reduce this contraction, had not yet been explored.
In this study, we observed through photography and digital analysis, that the use of

full thickness skin grafting associated with 1UI/cm?® or 2Ul/cm’ botulinum toxin
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effectively reduces scar contraction in full thickness lesions compared with lesions
treated only full-thickness graft. Thus, botulinum toxin seems to increase our control
of wound contraction, as demonstrated in other studieszz, even when used with
adjuvant grafting. This reduction of the contraction started to occur from the 14th day
of healing, being evident at 28 days, when there was a mean difference of 1.01 cm?” (p
< 0.05) between the treated and control groups. It’s also remarkable that the control
group showed similar contraction percentage for full-thickness grafts from the
literature *°.

It was noted in this context that this reduction in the contraction did not cause any
impact on histological scores for epithelialization and neovascularization, both in an
early period of healing, 14 days, and in a later period, after 28 days, thus
demonstrating that botulinum toxin did not affect the rate or speed of healing.
However, it was observed that the toxin reduced the inflammation score after 14 days
of experiment, known as one of the key factors for tissue contraction of full-thickness
wounds®'. Has also reduced the density of fibroblasts and collagen present in the
wounds at 28 days. Thus, this reduction in early inflammatory process caused by
botulinum toxin seems to have reduced the incentive for the local production and
migration of fibroblasts, which are implicated as the main effectors of secondary
contraction ***°. The botulinum toxin may also have regulated the cell cycle and
caused apoptosis of fibroblasts, since it is implied by some in vitro studies with this
ability **. In this context, may have occurred yet, similar to the observed by Zhibo et
al., 2010, a decrease in the expression of TGF-f1, the main cytokine that stimulates
fibroblast proliferation, and therefore crucial in the contraction of injuries and
formation of hypertrophic scars. The TGF-B1, produced largely by fibroblasts, is also

essential in the transformation of these into myofibroblasts, which have the main
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function of tissue contraction. Thus, the decreased expression of TGF-B1 may have
further reduced the activation of fibroblasts into myofibroblasts, which may have also
contributed to the reduced contraction. There is also another effect caused by
botulinum toxin that was also shown to contribute to the reduction of tissue
contraction: a chemical immobilization of local muscles and surroundings of the
wound. As shown by Gassner et al. (2009), wounds located in mobile areas, such as
joints, have a greater tendency to suffer contraction and become hypertrophic scars,
and this fact is mitigated by treatment with the toxin for the temporary paralysis of
adjacent muscles.

All these biological changes caused by botulinum toxin culminated in our study with
a lower collagen deposition in the wounds as well as better alignment of collagen
fibers, thus showing less local fibrosis and certainly contributing to less tissue
contraction, as observed by Lee et al., in 2009, in wounds healing by second intention.
We should, however, be cautious in extrapolating these results to humans, since the
contraction occur in a more intense way in mice, probably making this result more

exuberant ***7.

5. Conclusion

In conclusion it has been demonstrated that botulinum toxin both in 1Ul/cm’
concentration, as well as in 2UI/cm2, seems to reduce scar contraction when used in
conjunction with the total thickness skin graft, without interfering with the
epithelialization and neovascularization, reducing inflammation in an early period of
the healing process and the density of fibroblasts and collagen deposition in a later

period. Thus, it opens the possibility of using this to obtain better functional and
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aesthetic results after performing skin grafts to cover critical areas such as joints,
eyelid edges, lip commissures, among others. It is evident that further research is
needed to uncover the molecular mechanisms involved in this contraction reduction,
the changes in cytokines, as well as the density and state of activation of

myofibroblasts present in the wounds.
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Resumo

Introducio: O tratamento de lesdes traumaticas e queimaduras com perda tecidual,
chamadas de lesdo de espessura total, ¢ realizado primordialmente com enxertos de
pele. Este, no entanto, permanece sendo um constante desafio, pois os enxertos
apresentam diversas limitagdes, sendo a contragdo secundaria do enxerto
determinando restricdo de movimento com contratura associada uma das principais.
Neste contexto, os tratamentos disponiveis atualmente s3o, em muitos casos,
insuficientes e a busca por novas alternativas torna-se necessaria.

Objetivo: O objetivo ¢ avaliar o efeito da toxina botulinica tipo A, em diferentes
doses, sobre a contragdo das feridas de espessura total tratadas com enxertos de
espessura total.

Materiais e Métodos: Foram utilizados 18 ratos Wistar, machos com peso médio de
350g, divididos em 3 grupos: 1) Enxerto + Toxina 1Ui/cm’ 2) Enxerto + Toxina
2Ui/cm?, 3) Enxerto + Toxina 1Ui/cm? e 2Ui/em?®. No grupo 1, duas lesdes de
espessura total foram causadas no dorso, tendo a primeira sido submetida a enxerto +

1Ui/cm’ e a segunda somente a enxerto. O grupo 2 foi igual, somente com uma dose
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de 2Ui/em®. O grupo 3, com objetivo de se realizar a analise histologica aos 14 dias.
apresentava 3 lesdes, sendo na primeira utilizado enxerto + toxina 1Ui/cm’, na
segunda enxerto + toxina 2Ui/cm?” e na terceira somente o enxerto.

Foram analisadas as areas das lesdes por fotografia digital aos 7, 14 e 28 dias, bem
como a histologia.

Resultados: Observou-se diminui¢do da contragdo do enxerto aos 28 dias nas lesdes
tratadas com toxina 1Ui/em® (p<0,05) e 2Ui/em® (p<0,01). A epitelizacdo e a
neovascularizagdo ndo foram alteradas pela toxina, tanto aos 14 quanto aos 28 dias
(p>0,05). O grau de inflamagdo estava reduzido aos 14 dias nos grupos tratados com
toxina (p<0,05), equalizando-se aos controles aos 28 dias. A densidade de fibroblastos
apresentou-se reduzida aos 28 dias em ambos grupos tratados (p<0,05), bem como a
densidade de colageno (p<0,05).

Conclusao: De acordo com os dados obtidos, A toxina botulinica parece reduzir a
contracdo secundaria dos enxertos, diminuindo a inflama¢do local, reduzindo a

densidade de fibroblastos e a deposi¢ao de colageno.

Palavras-chave: Enxerto; Toxina Botulinica; Contracdo; Lesdo de espessura total
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1. Introduciao

O tratamento de lesdes traumaticas e queimaduras com perda tecidual, chamadas de
lesdo de espessura total, ¢ realizado primordialmente com enxertos de pele. Este, no
entanto, permanece sendo um constante desafio, pois os enxertos apresentam diversas
limitagdes, principalmente ao limitar a movimentacdo de articulagdes e causarem
distor¢des estéticas importantes. Entre as complicagdes mais limitantes, encontramos a
contracdo secundéria do enxerto e a contratura local ', Existem diversos tratamentos
propostos para amenizar estas complicagdes, mas seguramente os resultados seriam
melhores se pudéssemos evita-las *”. As lesdes de espessura total sdo ferimentos que
causaram destrui¢do das camadas da epiderme e da derme por completo, incluindo os
anexos cutdneos °, sendo geralmente causadas por queimaduras de 3° grau ou traumas e
cursando com uma cicatrizagdo por segunda inteng¢do as custas de uma contragdo

tecidual intensa °.

Segundo Kwan e cols. (2008), os fibroblastos sdo as células predominantemente
responsaveis pela contragdo tecidual, a qual se d4 as custas das forgas de tracdo geradas
com a movimentagdo destas células pelo tecido conjuntivo através da filopodia com os
filamentos de actina. Esta movimentacdo e consequente contragdo ocorre orquestrada e
mediada por citocinas ambientais, tais como o TGF f, o qual aumenta a contragdo sem
aumentar a prolifera¢do celular, e que pode ser regulada pela quantidade de PDGF
presente’’. Em contraste, a contracdo ¢ reduzida pela administracio de IFNo2b
possivelmente por diminuir os filamentos de actina citoplasmaticos ou por aumentar a
apoptose celular''. A contratura das cicatrizes, a qual é mais frequente em 4reas moveis
e articulagdes, ¢ mediada primariamente pelos miofibroblastos, os quais sao

transdiferenciados a partir de fibroblastos tendo como estimulo o estresse mecanico € o

TGF B %
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A toxina botulinica do tipo A esta disponivel para uso clinico em muitos paises
1314 Por mais de 20 anos, a aplica¢do desta se mostrou segura e efetiva no tratamento de
diversas desordens, tais como o blefaroespasmo e ritides faciais dindmicas'>'°. inclusive
para uso pediatrico '’. Segundo Zhibo e cols., 2008 e 2009, a toxina botulinica tipo A
pode diminuir cicatrizes hipertroficas provavelmente através da diminuicdo da
proliferacdo celular dos fibroblastos e da diminui¢do da expressdo de TGF B1 (fator de
transformacdo de crescimento) nestes *', a qual gera uma diminui¢do no CTGF (fator de
crescimento do tecido conectivo), diminuindo, consequentemente, a deposicdo de
colageno®. Além disso, Lee e cols. (2009) demonstraram que a toxina botulinica tipo A
reduz a contracdo em feridas com fechamento por segunda inten¢do, reduzindo a
infiltracdo de células inflamatorias, bem como a fibrose local. Neste contexto, propde-se
que a toxina botulinica tipo A pode apresentar um efeito na diminuicdo da contragdo das
feridas de espessura total tratadas com enxerto de espessura total, levando a uma
cicatrizagdo com menos contragdo local. O objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito da toxina botulinica tipo A sobre a contracdo das feridas de espessura total
tratadas com enxertos de espessura total no dorso de ratos Wistar, analisando a redugdo
na contragdo das feridas operatorias tratadas com as diferentes doses de toxina

botulinica por fotografia digital, bem como as modificagdes histologicas dos tecidos.

2. Materiais e métodos

Animais e Grupos

O estudo experimental foi realizado em ratos Wistar, machos, com peso médio de
350g, divididos em 3 grupos (n=18).
Grupo 1: 6 Ratos Wistar com 2 incisdes de espessura total no dorso, cada uma medindo
2x2 cm, distando 2 cm uma da outra, sendo na primeira enxertada pele de espessura

total com aplicagdo de toxina botulinica tipo A sob o enxerto na concentragdo de 1,0
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unidade por cm’. Na segunda lesdo, foi realizado o enxerto com aplicacdo de igual

quantidade de soro fisioldgico sob o enxerto.

Grupo 2: 6 ratos Wistar, com 2 incisdes de espessura total no dorso, distando 2 cm uma
da outra, cada uma medindo 2x2 cm, sendo na primeira enxertada pele de espessura
total com aplicacdo de toxina botulinica tipo A sob o enxerto na concentracdo de 2
unidades por cm®. Na segunda lesdo, foi realizado o enxerto com aplica¢ido de igual

quantidade de soro fisioldgico sob o enxerto.

Grupo 3: 6 ratos Wistar, com 3 incisdes de espessura total no dorso, cada uma medindo
I1x1 cm, distando 1 cm uma da outra, sendo na primeira enxertada pele de espessura
total com aplicacdo de toxina botulinica tipo A sob o enxerto na concentragdo de 1,0
unidade por cm”. Na segunda lesdo, foi realizado o enxerto de pele de espessura total
com aplicacdo de toxina botulinica tipo A sob o enxerto na concentracdo de 2 unidades
por cm’. Na terceira lesdo, foi realizado o enxerto com aplicacdo de igual quantidade de
soro fisiologico sob o enxerto. Este grupo foi necessario para que se obtivesse amostras

para a analise histologica em um periodo precoce da cicatrizacdo (14 dias).

Os animais foram obtidos no biotério da UFCSPA e foram acondicionados
individualmente em caixas a fim de evitar lesdo adicional nas areas operadas, bem como
remogao precoce do curativo. Os mesmos foram mantidos em ciclos claro/escuro de 12
horas, com controle de temperatura, bem como com agua e ra¢do ‘“ad libitum”. Os

experimentos foram realizados nos laboratdrios do PPG patologia - UFCSPA.

Todos os experimentos foram realizados seguindo os Principios de ética em
pesquisa, segundo Raymundo e Goldim, 2002 e o trabalho foi aprovado previamente no

comité de ética e pesquisa em animais UFCSPA sob o protocolo 12098 (2012).
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Doses de toxina

Utilizou-se a toxina botulinica tipo A da marca Allergan (Botox®), diluida em Sml
de Soro fisioldgico 0,9%. As doses de toxina botulinica tipo A utilizadas nas lesdes

foram de 1,0 Ul/em? e 2Ul/em?.

Procedimentos

Os animais foram anestesiados utilizando-se Ketamina (90mg/kg) e Xilasina
(10mg/Kg) de forma intra-peritonial. Procedeu-se, entdo, a depilacdo das areas a serem
incisadas no dorso dos animais com maquina adequada para este fim. A seguir,
realizou-se, de forma asséptica, incisdo de espessura total (até atingir o paniculo
carnoso) em forma de quadrado, com a dimensao adequada a cada grupo, com remogao
total do fragmento de pele (caracterizando o enxerto de pele total). A seguir, o
fragmento foi recolocado em seu sitio de origem, sem manipulagdo adicional, suturado
com nailon 5.0 de forma continua e, antes do ponto final, aplicou-se a dose determinada
de toxina botulinica tipo A (ou soro fisioldgico nos grupos controle) na profundidade da
area com uso de uma seringa de 1mL e agulha 30G. A seguir, um curativo com gaze
ndo aderente e esponja (curativo de Brown) foi confeccionado e fixado ao dorso do
animal com fio de nailon 4.0, o qual permaneceu no local por 7 dias afim de imobilizar
o enxerto durante a fase de nutricdo por embebicdo do mesmo. As lesdes distavam entre
si 2 cm (nos grupos 1 e 2) e 1 cm (grupo 3), area estimada como suficiente para evitar a
dispersdo da toxina botulinica na dosagem utilizada. Utilizou-se Buprenorfina 0,10

mg/kg, de forma subcutanea, a cada 6h, durante 48 horas como analgesia pds operatdria.

Os animais dos grupos 1 e 2 foram submetidos a anestesia nos dias 7 ¢ 14 do

experimento, a fim de se realizar as fotografias digitais padronizadas.
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Os animais foram submetidos a eutandsia por meio de sobre-dose anestésica
intra-peritonial {Ketamina (270mg/kg) e Xilasina (30mg/Kg)}, sendo os grupos 1 e 2
sacrificados no 28° dia de experimento. Os animais dos grupos 3, por sua vez, foram
sacrificados no 14° dia de experimento, para a realizagdo das analises histologicas em

um periodo precoce da cicatrizagao.

Analises

Fotografia Digital

Os animais dos grupos 1 e 2 foram submetidos a fotografias digitais
padronizadas, sob anestesia, com a camera Canon T4i, lente 18-55mm e tripé a 20 cm,
nos dias 7, 14 e 28 do experimento para afericdo visual do processo de contracdo da
lesdo de espessura total. A analise das fotografias foi realizada com auxilio do programa

“Image J Basics”, com o qual converte-se pixels em linguagem métrica.

Histologia

Foram utilizadas as colora¢des de Hematoxilina ¢ Eosina e Tricromio de Masson
para analises histoldgicas. As amostras coletadas do grupo 3 no 14° dia, bem como as
coletadas no 28° dia dos demais grupos, foram analisadas para quantificagdo da
densidade de fibras colagenas e de fibroblastos, do grau de epitelizagdo,
neovasculariza¢do e de inflamagdo. As amostras foram preservadas em formaldeido
10% e, apds preparo padrio laboratorial, inclusas em blocos de parafina. A seguir
foram analisadas, por patologista cegado para os grupos, sob microscopia de luz e, apos
selecionados 10 campos randdmicos, foram classificadas de acordo com o seguinte

classificagdo: 0- Pouco; 1- Moderado; 2- Bom; 3- Muito.
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Calculo amostral

A amostra foi calculada segundo a formula n= 1+ [2(za + zb)? (s/d)*], utilizando-se
como a = 0,05 (p<0,05), s = 0,2 (desvio padrdo maximo de 20%), d= 0,4 (diferenca

esperada entre os grupos de 40%). Dessa forma, chegou-se ao N=6 dos grupos.
Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada através do programa IBM SPSS 21, utilizando-
se o teste “t” de student e Mann Whitney. Foram consideradas significativas diferengas
com P<0,05. Os resultados estdo expressos em média + Desvio padrdo quando

pertinentes.

3. Resultados
Todos os animais sobreviveram ao experimento. Em 2 animais, ocorreu o
deslocamento do curativo de Brown antes do sétimo dia de experimento, o que levou a

uma perda parcial do enxerto, tanto da area controle quanto da tratada nestes.

Contracao da lesiao

Observou-se homogeneidade entre todos os grupos na drea inicial das lesdes
infligidas, bem como aos 7 dias de experimento, ndo observando-se diferengas
significativas entre as mesmas. A area média das lesdes aos 7 dias de experimento foi
4,989 cm2 (+ 0,735) no grupo Controle, 5,001 cm2 (+ 0,955) no grupo Botox 1 Un. e
5,224 cm2 (+ 0,120) no grupo Botox 2 Un. (Grupo CO vs Botox lun vs Botox 2un
p>0,05). Ao analisarmos as areas aos 14 dias de experimento, observou-se que as

médias foram 3,769cm2 (+0,668) no grupo controle, 4,175 cm2 (+ 0,642) no grupo
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Botox 1 un. e 4,389 cm2 (+0,430) no grupo botox 2un. (Grupo CO vs Botox lun vs
Botox 2un p>0,05). Ao analisarmos as areas aos 28 dias de experimento, observou-se
que as médias foram 2,717cm2 (+ 0,293) no grupo controle, 3,364cm2 (+0,560) no
grupo Botox lun e 3,724cm2 (+0,587) no Grupo Botox 2un (Grupo CO vs Botox lun
p<0,05 / Grupo CO vs Botox 2un p<0,01). (Figuras 2A)

Observou-se, dessa forma, no grupo controle uma contragdo média das lesdes
em relagdo a lesdo inicial de 5,87% aos 7 dias, 28,9% aos 14 dias e 48,8% aos 28 dias.
No grupo tratado com lun/cm?, observou-se uma contracio média das lesdes em relacio
a lesdo inicial de 5,65% aos 7 dias, 21,3% aos 14 dias e 36,6% aos 28 dias. Ja no grupo
tratado com 2un/cm?’, observou-se uma contracdo média das lesdes em relagdo a lesdo

inicial de 4,83% aos 7 dias, 17,2% aos 14 dias e 28,8% aos 28 dias (Figura 2B).

Tamanho da lesdo - cm?
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Figura 2A: Area média das lesdes em cm” aos 7, 14 e 28 dias calculadas
pelo programa Image J Basics dos grupos Controle (Co), tratados com
lun/cm? (1Un) e tratados com 2Un/cm? (2Un). * Co vs 1Un p<0,05 / Co
vs 2Un p<0,01.
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Figura 2B: Comparacdo entre a contragdo média das lesdes em
porcentagem aos 7, 14 e 28 dias calculadas pelo programa Image J Basics
dos grupos Controle (Co), tratados com lun/em?® (1Un) e tratados com
2Un/cm? (2Un). Co vs 1Un p<0,05 / Co vs 2Un p<0,01.

Analise histologica

A andlise histologica, realizada por microscopia direta, revelou ndo haver diferencas
significativas quanto aos escores de epitelizagdo entre os grupos controle e tratados com
ambas as doses de toxina botulinica, tanto aos quatorze, quanto aos vinte e oito dias

(P>0,05, Figura 3A, 3B ¢ 3C).

Epitelizacao 14 dias
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Figura 3A: Escore histoldgico de epitelizag@o aos 14 dias dos grupos
Controle (Co), tratados com lun/cm? (1Un) e tratados com 2Un/cm?
(2Un). Co vs 1Un vs 2Un p>0,05
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Epitelizacao 28 dias

Escala

co 1Un 2Un

Figura 3B: Escore histolégico de epitelizacdo aos 28 dias dos grupos
Controle (Co), tratados com lun/cm? (1Un) e tratados com 2Un/cm?
(2Un). Co vs 1Un vs 2Un p>0,05

Figura 3C: Cortes histoloégicos corados com Hematoxilina & Eosina 100x aos 28 dias dos grupos Controle
(Co), tratados com lun/cm® (1Un) e tratados com 2Un/cm? (2Un). Sem diferengas na epitelizagdo entre os

grupos.

Da mesma forma, ndo foram evidenciadas diferencas estatisticas quanto ao escore

de neovascularizagdo entre os grupos nos periodos examinados (p>0,05, Figura 4A, 4B

e 4C).
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Figura 4A: Escore histolégico de neovascularizagdo aos 14 dias dos
grupos Controle (Co), tratados com lun/em?® (1Un) e tratados com
2Un/cm? (2Un). Co vs 1Un vs 2Un p>0,05

Neovascularizacao 28 dias

Cco 1Un 2Un

Figura 4B: Escore histologico de neovascularizagdo aos 28 dias dos
grupos Controle (Co), tratados com lun/em?® (1Un) e tratados com
2Un/cm? (2Un). Co vs 1Un vs 2Un p>0,05

Figura 4C: Cortes histolégicos corados com Hematoxilina & Eosina 100x aos 28 dias dos grupos
Controle (Co), tratados com lun/cm® (1Un) e tratados com 2Un/cm’® (2Un). Sem diferencas na
neovascularizagiio entre 0os grupos.
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No entanto, observou-se diferenca significativa ao analisarmos os escores de
inflamag¢do em um periodo recente da cicatrizagdo (quatorze dias), havendo maior
escore no grupo controle do que nos grupos tratados com toxina botulinica, tanto com 1
Un/cm’ quanto por 2Un/cm? (p<0,05, Figura 5A, 5C). Esta diferenca, no entanto, no
permaneceu ao analisarmos as amostras aos vinte e oito dias, quando os grupos

apresentaram escores semelhantes (p>0,05, Figura 5B, 5C).

Inflamacgao 14 dias
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Figura 5A: Escore histolégico de Inflamagdo aos 14 dias dos grupos
Controle (Co), tratados com lun/cm? (1Un) e tratados com 2Un/cm’
(2Un). * Co vs 1Un vs 2Un p<0,05
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Figura 5B: Escore histolégico de Inflamagdo aos 28 dias dos grupos
Controle (Co), tratados com lun/cm? (1Un) e tratados com 2Un/cm’
(2Un). Co vs 1Un vs 2Un p>0,05
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Figura 5C: Cortes histolégicos corados com Hematoxilina & Eosina 200x aos 14 dias dos grupos
Controle (A), tratados com lun/cm? (B) e tratados com 2Un/cm? (C). Cortes aos 28 dias dos grupos
Controle (D), tratados com lun/cm? (E) e tratados com 2Un/cm? (F).

Quanto a densidade de fibroblastos, foi possivel observar uma redu¢do na contagem
aos vinte e oito dias nos grupos tratados com toxina botulinica, tanto com 1 Un/cm’
quanto por 2Un/cm?, em rela¢do ao grupo controle (p<0,05, Figura 6A e 6C). Diferenca

esta, ndo evidente aos quatorze dias (p>0,05, Figura 6B e 6C).

Densidade de Fibroblastos 14 dias

co 1Un 2Un

Figura 6A: Escore histolégico de densidade de fibroblastos aos 14 dias
dos grupos Controle (Co), tratados com lun/cm? (1Un) e tratados com
2Un/cm? (2Un). Co vs 1Un vs 2Un p>0,05
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Densidade de Fibroblastos 28 dias
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Figura 6B: Escore histolégico de densidade de fibroblastos aos 28 dias
dos grupos Controle (Co), tratados com lun/cm? (1Un) e tratados com
2Un/cm? (2Un). * Co vs 1Un vs 2Un p<0,05

Figura 6C: Cortes histoldgicos corados com Hematoxilina & Eosina 400x aos 28 dias dos grupos Controle
(Co), tratados com lun/cm? (1Un) e tratados com 2Un/cm? (2Un).

Quanto aos escores de colageno, pode-se observar uma redugdo nestes aos vinte e
oito dias nos grupos tratados com toxina botulinica, tanto com 1 Un/cm’ quanto por
2Un/cm’ , em relacdo ao grupo controle (p<0,05, Figura 7A e 7C). Diferenca esta, ndo

evidente aos quatorze dias (p>0,05, Figura 7B e 7C).
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Colageno 14 dias

2,5

1,5

EScala

0,5 1

co 1Un 2Un

Figura 7A: Escore histologico da quantidade de colageno aos 14 dias
dos grupos Controle (Co), tratados com lun/cm? (1Un) e tratados com
2Un/ecm’* (2Un). Co vs 1Un vs 2Un p>0,05
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Figura 7B: Escore histoldgico da quantidade de coldgeno aos 28 dias
dos grupos Controle (Co), tratados com lun/cm? (1Un) e tratados com
2Un/ecm’* (2Un). * Co vs 1Un vs 2Un p<0,05

Figura 7C: Cortes histoldgicos corados com Tricromo de Masson 100x aos 28 dias dos grupos Controle (Co),
tratados com 1un/cm” (1Un) e tratados com 2Un/cm” (2Un).
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4. Discussio

A contracdo que ocorre no processo cicatricial de lesdes de espessura total,
apesar de ser um evento fisioldégico da cicatrizagdo humana, causa diversos
transtornos, tais como limitagdes funcionais e estéticas. Devemos ter em mente, no
entanto, que este artificio bioldgico do processo cicatricial surgiu nos primordios da
evolugdo, quando o ambiente em que viviamos era deveras mais hostil. Assim
sendo, o sacrificio da reparacdo em detrimento da cicatriza¢do, com a consequente
perda da qualidade do tecido recuperado em troca da velocidade de cicatrizagao,
justificava-se. Entretanto, com a evolucdo do ser humano, bem como com a melhora
do ambiente em que vivemos, evidenciou-se os maleficios que a contragdo
cicatricial apresenta, tais como a restri¢do aos movimentos quando a cicatrizagdo da-
se sobre articulacdes e as distor¢des faciais decorrentes da contragdo e das
contraturas cicatriciais, tais como ectrépios e desvios de comissura labial**. Neste
contexto, passou-se a buscar alternativas para controlar, ou diminuir, esta contragao
cicatricial, sem, no entanto, acarretar prejuizo para o processo cicatricial. Assim,
existem inumeros trabalhos empregando técnicas distintas com objetivo de atenuar a
contragdo de feridas, tais como os enxertos de pele, o emprego de curativos
especiais 23 , tratamento com corticoides 26, mitomicina C 27’28, 5-fluoracil 29, toxina
botulinica **, entre outras. Destes, o enxerto de pele de espessura total apos
desbridamento das lesdes tem-se mantido como tratamento de escolha, sendo o que
mais efetivamente reduz a contragdo local, além de oferecer um bom resultado
estético na maioria dos casos. A toxina botulinica, por sua vez, mostrou-se em
alguns estudos efetiva em reduzir a contracdo das feridas em cicatrizagdo por
segunda intencdo”, além de reduzir as cicatrizes hipertroficas'®'**. No entanto, o

potencial do uso da enxertia de pele de espessura total, usada em associagdo com a



