Avaliacao histolégica do musculo grande dorsal
submetido a expansao tecidual p6s-infiltracido com
toxina botulinica: estudo experimental em ratas

Histological evaluation of latissimus dorsi muscle subjected to tissue
expansion after infiltration with botulinum toxin: an experimental
study in rats
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Os autores descrevem as alteragdes histolégicas no musculo
grande dorsal submetido & expansido apds relaxamento com
toxina botulinica e as possiveis correlacées dos achados
com os beneficios praticos como, por exemplo, aumento da
complacéncia muscular e melhor acomodacao da prétese.
Foi empregado o modelo experimental, com dez ratas com
peso médio de 300 g, mesma faixa etaria, da cepa Wistar
(Rattus norvegicus) e o musculo grande dorsal. Bidpsias
musculares foram feitas antes e apds as expansdes, no musculo
normal, no grupo controle (apenas com expansores) e no
grupo com expansores e toxina botulinica. Expansores de 3
centimetros cubicos eram posicionados abaixo do musculo e
expandidos com 0,3 mililitros de soro fisiol6gico semanalmente,
por 10 semanas. Os cortes histolégicos foram corados segundo
as técnicas de Hematoxilina-eosina, para avaliagdo geral, e
tricromio de Masson para avaliagido do tecido conjuntivo. As
fibras musculares submetidas a4 expanséo sob a a¢io da toxina
botulinica apresentaram focos de fibrose e proliferacio de
vasos sanguineos menos intensos que no grupo sem toxina
botulinica e a diminui¢cdo do nimero de fibras musculares
e a atrofia eram menores que no grupo que nao utilizou a
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Avaliagdo histoldgica do musculo grande dorsal submetido a expansao tecidual

The authors describe histological changes in the latissimus
dorsi muscle submitted to expansion after relaxation with
botulinum toxin. The possible practical benefits include
increased muscle compliance and better accommodation of
a prosthesis. The experimental model involved 10 Wistar rats
(Rattus norvegicus) of the same age, with average weight of 300
g. Muscle biopsies before and after expansion were performed
in normal muscle, in a control group (with expanders
alone), and in a group with expanders and botulinum toxin.
Expanders measuring 3 cm3 were positioned below the muscle
and expanded with 0.3 ml of saline weekly, for 10 weeks.
Histological sections were stained using hematoxylin-eosin for
general evaluation and Masson’s trichrome for evaluation of
connective tissue. The muscle fibers submitted to expansion
under the action of botulinum toxin showed less fibrosis and
less intense proliferation of blood vessels than in the group
without botulinum toxin, and the atrophy and reduction in the
number of muscle fibers were less prominent than in the group
that did not receive botulinum toxin. The findings suggest that
muscle expansion associated with botulinum toxin relaxation
preserves skeletal muscle characteristics by providing better
accommodation and protection for a prosthesis and facilitating
expansion dynamics; this method may also reduce pain.

Keywords: Tissue expansion devices; Botulinum toxin;
Histology.

INTRODUCAO

A expansio tecidual é muito usada em cirurgia
plastica e utiliza as propriedades biomecénicas dos tecidos
submetidos a tensio progressival.

A expansao natural ocorre durante a fase de
crescimento fisico, no aumento das mamas na puberdade
e na gestacdo, demonstrando adaptacéo rapida a
expanséo fisiolégica

O processo de expansao pode ser utilizado em
les6es maiores ou em areas com distensibilidade pequena,
permitindo reparar grandes perdas teciduais de origem
congénita ou adquirida por traumas ou tumores, por
exemplo®5,

Uma das principais queixas da expansio muscular
progressiva € a dor, provavelmente secundéria ao espasmo
muscular induzido pela hipéxia. Atenuagio ou auséncia
da dor em casos em que hi uma denervacgio cirirgica
eletiva ou traumatica de um determinado musculo que
serd expandido é descrita, por exemplo, em casos de
reconstrugdo mamadria com préteses expansiveis®’. Além
disso, no musculo expandido para reconstru¢do mamaria
com prétese, ha reducéo da dor apés o relaxamento com
toxina botulinica™.

Apoés a expansio, ha um ganho na complacéncia
muscular, contribuindo para a diminuicio da tensdo na
sutura. As alteragbes histolégicas descritas sdo hipertrofia
muscular, alteracio no formato da fibra e na posicio
nuclear, aumento e alteracées nos vasos sanguineos.
Essas alteracoes ndo sio vistas na expansio muscular
aguda realizada no intraoperatério por causa do tempo
excessivamente curto para estimular crescimento
muscular permanente?.

OBJETIVO

Descrever as alteracoes histolégicas no musculo
grande dorsal submetido & expansio apés relaxamento
com toxina botulinica.

METODO

Trata-se de estudo piloto de projeto de pesquisa
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Instituicdo. Seguimos as recomendacoes do
CEUA buscando atender aos principios dos 3R (reduction,
refinement and replacement), sendo utilizada amostragem
de conveniéncia.
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Foram utilizadas dez ratas com peso médio de 300 g,
com cerca de 6 meses da cepa Wistar (Rattus norvegicus).
O musculo utilizado para a expanséo foi o grande dorsal,
por ser de facil abordagem, delgado, com evidente plano
de clivagem e base 6ssea subjacente. Para a expansao
muscular, foram utilizados expansores de 6rbita de seres
humanos com 1,7 cm de didmetro, 3 ml de volume, lisos,
com duas valvulas, esterilizados com 6xido de etileno,
registrados na Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria
(ANVISA) (Figura 1A).

Figura 1. A: Expansor de 6rbita de seres humanos fabricado para esta pesquisa;
B: Incisao utilizada para a insercdo do expansor no musculo grande dorsal; C:
Inserg¢ao do expansor; D: Aspecto apds expansao.

Foi aplicada a toxina botulinica tipo A, na forma
liofilizada em frasco com 100U, diluida em 4 ml de solugéo
fisiologica a 0,9%, de forma a obter 25UI/ml, na dose de
1UI por cm? de musculo, em tnica dose, antes de iniciar
a expansio. Para a aplicacio, foram utilizadas seringas e
agulhas de insulina de 1 ml/cc e infiltrados dois tragos de
referéncia da seringa.

Cinco animais foram submetidos a expansao do
musculo grande dorsal sem aplicacio da toxina botulinica
e cinco com aplicacdo prévia de toxina botulinica.

Ap6s a incisao e identificagido do musculo grande
dorsal, foi realizada dissec¢ao romba submuscular para
confeccionar uma loja na qual se colocava o expansor
(Figura 1B). A véalvula conectada ao expansor foi
posicionada no subcutineo, para facilitar a identificagio
nas futuras puncoes. Amostras do musculo foram
coletadas para avaliagio histolégica antes da expansao
e ao final da mesma. Foram feitas dez expansées, com
intervalo de sete dias e injetado o equivalente a 0,3 ml
em cada aplicacao.

Para a introdugédo do expansor, os animais eram
anestesiados com cloridrato de xilazina 2% na dosagem
de 5mg/kg, em uma concentragio de 9,1mg/ml (peso x
dosagem x 1/concentracao), associada a ketamina na
dosagem de 50mg/kg, intraperitoneal (Figura 1C).

Imediatamente apés o posicionamento do expansor;
foi injetado 10% de sua capacidade com soro fisiolégico
tingido com azul de metileno para acompanhamento de
possiveis extravasamentos. Apés a expansio completa
(Figura 1D), foram coletadas amostras do musculo para
a andlise histolégica e estas imediatamente fixadas em
formol tamponado a 4%. Posteriormente, o material
foi processado, incluido em parafina e submetido a
microtomia (cortes histolégicos com cerca de 4um de
espessura). Os cortes histolégicos foram corados segundo
as técnicas de Hematoxilina-eosina (HE), para avaliacao
geral, e tricrémio de Masson (TM) para avaliacdo do
tecido conjuntivo.

As laminas foram analisadas em microscépio de
luz comum por dois observadores simultaneamente.
Nas laminas coradas pelo HE, avaliou-se a presenca de
atrofia muscular, mudanga na posic¢io e no tamanho do
ndcleo das células musculares, presenca de inflamacéo,
alteracdo na quantidade de vasos sanguineos e presenca
de depésitos, comparando-se com a bidépsia pré-expansio
nos grupos com e sem relaxamento prévio com a toxina
botulinica.

Nas laminas coradas pelo TM, avaliou-se a
quantidade de tecido conjuntivo, corado em azul, entre
as fibras musculares, coradas em vermelho. O estudo foi
analisado considerando-se apenas variaveis categoéricas,
visto que, devido ao tamanho da amostra, néo é possivel
identificar diferenca estatistica entre os grupos.

RESULTADOS

As fibras musculares biopsiadas antes da expanséo
nos animais dos grupos com e sem relaxamento com
a toxina botulinica foram consideradas como musculo
normal e utilizadas como controle.

Ao avaliar os animais submetidos & expansio sem
a toxina botulinica, observou-se focos de fibrose, com
aumento do tecido conjuntivo entre as fibras musculares
e entre os fasciculos musculares, mais intensa que no
grupo com relaxamento com a toxina botulinica em todos
0S Casos.

Além disso, havia maior aumento no nimero
de vasos sanguineos, atrofia do musculo esquelético e
consequente centralizacdo dos nucleos destas células e
maior escassez de musculo. O grupo sem aplicacdo da
toxina botulinica exibia ainda focos de hemorragia antiga
e leve infiltrado inflamatério inespecifico de linfécitos e
plasmécitos em todos os casos, ndo vistos no grupo com
toxina botulinica (Figura 2).

DISCUSSAO

Acredita-se que a maior fibrose nos animais
submetidos & expansdo muscular esquelética decorra
provavelmente da isquemia do tecido pela expanséo
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Figura 2. A: Mdsculo esquelético antes da expanséo (HE, 400X); B: Musculo
esquelético apés expansio e aplicagado de toxina botulinica (HE, 400X); C:
Escasso tecido conjuntivo (azul) entre as fibras musculares (vermelho) no
musculo esquelético antes da expansao (TM, 400X); D: Tecido conjuntivo (azul)
aumentado entre as fibras musculares (vermelho) apds expanséo e aplicac¢io
de toxina botulinica (TM, 400X).

e consequente distensio e compressio dos vasos
sanguineos. Posteriormente, seriam liberadas citocinas
que induziriam a proliferacio vascular encontrada’.

Quando se avaliou o grupo que recebeu a toxina
botulinica, a fibrose e a proliferacdo vascular foram menos
intensas. Provavelmente, o relaxamento da musculatura
induzido pela toxina diminua a isquemia local®1%12
justificando a diferenca encontrada. Além disso, também
se encontrou menos atrofia, bem como nao foi encontrada
inflamacéo, o que poderia decorrer de menor liberacao
de citocinas pré-inflamatérias®. A expansido mais fécil
ap6s o relaxamento muscular justificaria a auséncia de
hemorragia nesse grupo®’.

Apesar de nio termos avaliado a dor neste estudo,
revisando a literatura, observamos que uma das principais
queixas da expanséao tecidual progressiva é a dor, que
pode levar inclusive a interrupgédo do tratamento®!.
Existem trabalhos que demonstram a reducéo da dor
no musculo expandido para reconstru¢io mamaria com
prétese pds-relaxamento com toxina botulinica%%,

Além do relaxamento muscular, acredita-se que
a menor hipéxia sofrida pelas fibras musculares seja
um fator associado & diminuicado da dor, talvez pela
diminuicio de liberacédo de substancias lgicas®®.

CONCLUSAO

A toxina botulinica é uma substincia usada na
pratica médica ha varios anos, relativamente segura
e de facil aplicacdo, que causa relaxamento muscular,
permitindo distensao muscular menos abrupta e dolorosa.

Apesar do tamanho reduzido da amostra, indicando
a necessidade de estudos posteriores, esses achados

correlacionados com dados da literatura, nos permitem
presumir que sua aplicagdo no musculo esquelético
expandido associa-se com maior preservagiao do musculo,
havendo consequentemente maior distensibilidade e
melhor acomodagéo da prétese.
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