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RESUMO

Objetivo: Investigar o efeito da administrag@o topica do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) por iontoforese na
viabilidade de retalho cutaneo randomico em ratos. Métodos: Sessenta ratos Wistar EPM-1, adultos ¢ machos foram submetidos
a retalho cutaneo randomico. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos. Nos animais do grupo 1 (controle,
n=15) realizou-se simulag@o de estimulo elétrico, no grupo 2 (iontoforese placebo, n=15) os animais foram submetidos a corrente
continua, no grupo 3 (controle de absor¢do, n=15) os animais receberam simulagao de estimulo elétrico com CGRP e, por fim os
animais do grupo 4 (tratado, n=15) foram tratados com iontoforese de CGRP. Em todos os grupos estes procedimentos foram
realizados imediatamente apos a técnica operatdria e nos dois dias subsequentes. A porcentagem da area de necrose foi avaliada
no sétimo dia de pos-operatorio. Resultados: A média das porcentagens das areas de necrose foram: grupo 1- 48%, grupo 2 —
51%, grupo 3 —46% e, grupo 4 — 28%. A analise estatistica, através do teste de Kruskal-Wallis, evidenciou diferenca significante
(p<0,001). Conclusio: a administracdo topica de CGRP por iontoforese ¢ eficaz em aumentar a viabilidade de retalho cutaneo
randdmico em ratos.

Descritores: Receptores Cgrp. Retalhos cirurgicos. Iontoforese. Ratos.

ABSTRACT

Purpose: Assess the effect of the local administration of calcitonin gene-related peptide (CGRP) by iontophoresis on the viability
of random skin flap in rats. Methods: Sixty Wistar-EPM 1 rats were submitted to dorsal skin flap of cranial base 10 x 4 cm with
interposition of a plastic barrier between the skin flap and the donnor site. The animals were randomly distributed in four groups
(n =15 in each group) and were treated as follows: in group 1 (control), animals were submitted to a simulation of electrical
current for 20 minutes; group 2, (iontophoresis placebo) animals were submitted to direct current of 4mA amplitude for 20
minutes; group 3 (absorption control) receive simulation of electrical current for 20 minutes with CGRP on one of the electrodes;
group 4 (iontophoretically treated) treated by iontophoresis with CGRP. In all groups the procedures were performed immedi-
ately after the surgery and the two subsequent days. Results: The percentage of the necrosis area was calculated in all groups on
the seventh postoperative day and results were as follows: group 1- 48%; group 2 — 51%; group 3 —46% and group 4 —28%. The
statistical analysis presented significant difference when the comparison of group 4 to the other groups. Conclusion: The topical
administration of the CGRP by iontophoresis is efficient to increase the viability of the random skin flap random in rats.
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Introducao
A Cirurgia Plastica ¢ uma especialidade que, com falhas na transferéncia do retalho podem ocorrer, culminando,

freqiiéncia, utiliza-se em seu arsenal terapéutico dos retalhos ndo raro, com o insucesso do tratamento proposto. Os eventos
cutaneos, principalmente nas cirurgias reconstrutoras. Porém, que levam a diminuico na area de viabilidade do retalho podem
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ser atribuidos a uma série de fatores extrinsecos e intrinsecos.
Os fatores extrinsecos incluem condigdes sistémicas (infeccao,
inflamagao, arteriosclerose, hipotensao e ma-nutri¢do) e causas
locais (compressao, tensdo, trombos ou tor¢do no pediculo) que,
contrastam diretamente com o Unico fator intrinseco associado,
a insuficiéncia arterial do retalho. Esta complicagdo seria
explicada pela secgdo de vasos cutaneos e de terminais nervosos
simpaticos, a elevagio do retalho, que provocariam a diminui¢ao
do fluxo sangiiineo ao longo do mesmo'.

Trabalhos que investigaram técnicas relacionadas ao
aumento do aporte sanguineo com o intuito de melhorar a
condicdo isquémica do retalho e, logo, aumentar a area de
viabilidade deste, foram publicados*®*. Alguns destes utilizaram-
se de correntes elétricas e, seus resultados baseiam-se em duas
teorias hipotéticas: a primeira seria a inibi¢cdo de fibras
simpaticas vasoconstritoras ¢, a segunda ¢ mais aceita, seria a
liberacdo de alguns neuropeptideos como a substancia P ¢ o
CGRP, que sao encontrados nas terminagdes das fibras nervosas
do tipo C e seriam liberadas através de estimulacdo elétrica
antidromica 8,

Outros autores tém investigado o papel do CGRP (8-
37), antagonista do CGRP, que gera a diminuigdo dos efeitos
do ultimo e, com isto, diminuigdo da capacidade local na melhora
da vascularizag@o perante os tratamentos propostos>®’.

O CGRP ¢ uma substancia endogena descrita como
um potente vasodilatador'®!, encontra-se na maior parte das
lesdes tissulares atuando, com efeito, regulador na isquemia'
e, sua eficacia em aumentar a area de viabilidade de retalhos
cutdneos pode ser observada quando administrada
sistemicamente®*>7,

A iontoforese ¢ um recurso que foi descrito pela
primeira vez ha quase um século e usada como intervengao
clinica ha mais de 40 anos. Como muitas intervengoes
terapéuticas, existem poucos estudos de pesquisas experimentais
que mostrem seus efeitos, restringindo-se a relatos de casos e
comentarios clinicos. lontoforese ¢ a transmissdo de ions através
da pele intacta, com introducdo de substancias sob a pele com
fins terapéuticos, através da utilizagdo de uma elétrica continua.
Caracteriza-se, assim, como técnica de aplicacdo tdpica,
podendo gerar seus efeitos locais sem possiveis e talvez
indesejaveis alteragdes sistémicas. Atualmente o uso desta
técnica vem ressurgindo*'? e, oferece promessa de eficacia
terapéutica e de custos.

Logo, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito
da administragao topica do CGRP por iontoforese na viabilidade
do retalho cutaneo randdémico em ratos.

Métodos

Sessenta ratos Wistar-EPM 1, adultos e machos pesando
entre 320 e 356 g foram utilizados neste experimento. Estes
foram mantidos em gaiolas individuais com temperatura
ambiente entre 23° ¢ 25° C e, com ciclos de 12 horas em claro/
escuro recebendo ragdo comercial ¢ agua ad libitum.

Os animais foram anestesiados com injecdo intraperi-
toneal de Cloridrato de Tiletamina (25mg/kg) ¢ Cloridrato de
Zolazepan (25mg/kg) previamente ao ato operatorio e durante
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as sessoes de tratamento. Apds a indugdo anestésica os animais
foram posicionados em superficie plana com extensdo dos
membros e realizou-se subseqiiente tricotomia digital no dorso
dos mesmos. Em seguida, o retalho cutdneo randdmico de base
cranial, com dimensdes de 10 cm de comprimento ¢ 4 cm de
largura, foi demarcado, respeitando-se como limites os angulos
inferiores das escapulas e os 0ssos superiores da cintura pélvica.
Os retalhos foram elevados do dorso dos animais, seguindo
modelo experimental'>!* e, continham a fascia superficial,
paniculo carnoso, tecido subcutineo ¢ pele, estes foram
colocados na mesma posi¢do com interposi¢do de uma barreira
plastica com as mesmas dimensdes (10 X 4 cm). A sutura foi
realizada através de pontos simples com fio de nailon
monofilamentar 4-0 de 1 em 1 cm.

Estes animais foram distribuidos aleatoriamente em
quatro grupos de 15 animais cada. Os animais do grupo 1 fo-
ram utilizados como controle recebendo colocagdo dos eletrodos
(3,0x 5,0 cm), do eletroestimulador (EGF, Carci®, Sao Paulo,
Brasil), na base do retalho e no abdome sendo, que o eletrodo
da base foi conectado ao anodo (positivo) e o do abdome ao
catodo (negativo), entre os eletrodos ¢ a pele dos animais fo-
ram interpostas almofadas de gaze umedecidas com 4ml de
solugdo fisiologica (SF) e, estas permaneceram nesta posi¢ao
durante 20 minutos, porém sem a emissao de qualquer estimulo
pelo eletroestimulador. Nos animais do grupo 2 os mesmos
procedimentos do grupo 1 foram realizados e, nestes o
eletroestimulador emitiu corrente continua com amplitude de
4mA. Os animais do grupo 3 foram, também, submetidos aos
mesmos procedimentos realizados no grupo 1, substituindo-se
a SF, encontrada na almofada de gaze sob o eletrodo positivo,
por 4 ml de CGRP (Tocris Koockson Inc., Missouri, USA)
diluido em SF a concentragdo de 10-° M. Nos animais do grupo
4 0 mesmo tratamento realizou-se em relagdo aos animais do
grupo 3 sendo que o eletroestimulador emitiu a corrente continua
com amplitude de 4 mA por 20min. Estes procedimentos
realizaram-se imediatamente apds a técnica operatoria € nos
dois dias subsequentes.

A porcentagem da area de necrose dos retalhos foi
verificada no sétimo dia de po-operatdrio por meio do método
de gabarito de papel's, salientando-se que todos os
procedimentos de tratamento e de avaliagdo foram realizados
em estudo duplo cego.

Para se avaliar as possiveis diferengas quanto a
porcentagem da area de necrose entre esses mesmos grupos
utilizou-se o teste ndo paramétrico para “k” amostras
independentes de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de
comparagdes multiplas. O nivel de rejeigdo para a hipotese de
nulidade foi fixado sempre em um valor menor ou igual a 0,05
(5%).

Resultados

A média das porcentagens da area de necrose dos
retalhos nos ratos foi de: grupo 1 - 48 %; grupo 2 - 51 %; grupo
3—-46 % e grupo 4 — 28 %.

O teste de Kruskal-Wallis evidenciou diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (p<0,001) com G4<
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G3,G2,G1(Figura 1).

Area de necrose

60

20 A

10 A

% da area de necrose
w
(@]
|

1 2

3 4

FIGURA 1 - Area de necrose do retalho cutdneo: grupo controle (1), grupo iontoforese placebo (2), grupo controle

de absor¢ao (3) e, grupo tratado (4), n=15 em cada grupo.

Discussiao

Os eventos fisiopatologicos que ocorrem na por¢ao
distal do retalho cutaneo ainda ndo sdo precisamente entendidos,
porém a diminuic¢ao do fluxo sanguineo e, logo, a insuficiéncia
arterial do retalho aparece como a principal causa de necrose e
perda deste. Kerrigan® sugere que modalidades terapéuticas que
aumentem o fluxo sanguineo para o retalho cutaneo ou
estabilizem a membrana celular do tecido isquémico devem ser
abordadas.

Embora ¢é sabido que a pele do porco ¢ a que mais se
assemelha a humana o modelo de retalho cutaneo em ratos foi
adotado devido a facilidade na obtengdo e no manuseio além
de baixo custo deste animal.

Neste estudo, foi utilizado o modelo de retalho cutaneo
dorsal de base cranial, com dimensdes de 10x4 cm, desenvolvido
por McFarlane e col.” como modelo experimental para se
estudar a necrose e prevencdo da mesma. Uma barreira plastica
impermeavel, de mesmas dimensdes do retalho, foi interposta
entre este e o leito doador a fim de se impedir a revascularizacio
através de vasos do leito, garantindo assim condig¢des
homogéneas de isquemia e necrose '*!7.

O método de gabarito de papel descrito por Sasaki,
Pang's foi utilizado para se avaliar a area de necrose,
principalmente, por expressar confiabilidade, com erro < 5%,
além de possuir rapida e facil aplicabilidade?®.

Os resultados encontrados neste trabalho mostraram

similaridade com aqueles que utilizaram administracdo
sistémica de CGRP***7, bem como com aqueles que se
utilizaram estimulagdo elétrica pura®®, sendo que os tultimos
relacionam seus resultados satisfatorios, em relagao ao aumento
na area de viabilidade do retalho cutaneo, a liberagdo local de
CGRP, contudo a proposta terapéutica aqui abordada administra
tal substancia de forma topica, independente de possiveis fatores
que venham a impedir a administracdo sistémica deste
vasodilatador.

O procedimento iontoforético apresentou como
parametros amplitude de 4mA durante 20 minutos de tratamento
em observacdo ao trabalho de Asai e col.* na administra¢do da
prostaglandina E1. Esta dose foi eficaz em ambos os
procedimentos, porém nao vem a confirmar que esta ¢ a melhor
dose para a administracdo destas substancias ou de qualquer
outra sendo, que novos estudos de parametros para o
procedimento iontoforético podem vir a auxiliar em pesquisas
na area.

O eletrodo posicionado na base do retalho foi utilizado
como eletrodo de administracao, ou ativo, e, este foi conectado
ao anodo do eletroestimulador, pois 0 CGRP é um cétion'?. Desta
forma a for¢a motriz da iontoforese pode ser gerada por repulsao
de cargas iguais.

O CGRP foi utilizado a concentragdo de 10-° M, pois,
na literatura por nds pesquisada’, esta demonstrou melhores
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resultados em se aumentar a area de viabilidade de retalhos
cutaneos experimentais. Contudo, vale ressaltar que esta foi a
concentragdo mais alta do estudo de Jansen e col.7 sugerindo
que concentragdes mais altas que estas podem ser mais
eficientes.

Novos estudos podem surgir vindo a corroborar com

estas questdes e, logo, contribuindo a esta area da cirurgia que
vem acolhendo os recursos fisicos como coadjuvante.

Conclusao

A administrag@o topica de CGRP por iontoforese ¢é

eficaz em aumentar a viabilidade do retalho cutaneo randémico
em ratos.
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