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EFEITO DE SUBSTANCIAS ANTIOXIDANTES (VITAMINA C, VITAMINA E E GINGKO
BILOBA) NA VIABILIDADE DE RETALHO CUTANEO DORSAL EM RATOS

Effect of antioxidants (vitamin C, vitamin E and Gingko biloba)
on the viability of dorsal skin flaps in rats

Daniete Pace!, ANtONIO CarLos Campos?, RutH Grar®

RESUMO

O uso de substancias antioxidantes tem sido relacionado a menor
formac&o de radicais livres e menor dano tecidual em situagées de
hipdxia. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de substancias
antioxidantes (vitamina C, vitamina E e Gingko biloba), intraperi-
tonealmente, na viabiidade de retalho cutéaneo dorsal em ratos.
Foram utiizados 24 ratos da linhagem Wistar, distribuidos em 4 grupos
de 6 ratos cada, correspondentes aos grupos controle, Vitamina C,
Vitamina E e Gingko biloba. O retalho cuténeo foi desenhado no
dorso de cada rato, medindo 10 x 3 cm, com pediculo caudal. No
grupo controle, foi aplicado 1 ml de solucao fisiolégica 0,9% apds
24 horas da confeccgéo do retalho, intraperitonealmente, por 6 dias
consecutivos. No grupo Vitamina C, foi aplicada vitamina C na dose
340 mg/kg de 12/12 horas, no grupo Vitamina E, foi aplicada
vitamina E na dose 20 mg/kg 1x/dia e, no grupo Gingko biloba, foi
aplicado Gingko biloba na dose de 100 mg/kg 1x/dia, por 6 dias
consecutivos. No 14° dia de experimento, foi realizada planimetria
digital, na qual foram avaliadas a area total, &rea viavel e area de
necrose dos retalhos. A avaliagéo histolégica foi realizada mediante
biopsia da area viavel para quantificar a neovascularizagao do
retalho. No dia 14, a planimetria digital revelou que a viabilidade do
retalho no grupo controle foi 65,93 + 1,49%, no grupo Vitamina C,
78,05 £ 5,38% (p = 0,0039), no grupo Vitamina E, 75,08 + 7,54% (p
=0,0161) e, no grupo Gingko biloba, foi 72,16 + 5,40% (p = 0,0245).
Histologicamente, os retalhos apresentaram aumento do nimero
de vasos em todos 0s grupos, sendo que no grupo controle foi 17,33
+ 3,88, no grupo Vitamina C, 37,33 £ 4,08, no grupo Vitamina E, 27,17
+ 3,25 e, no grupo Gingko biloba, 37,17 + 9,38. Conclui-se que a
viabilidade do retalho cutéaneo dorsal em ratos € maior nos grupos
que receberam substancias antioxidantes e a neovascularizacdo
do retalho estd aumentada em todos 0s grupos, porém mais
pronunciada nos grupos que receberam as substancias
antioxidantes.
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SUMMARY

The use of antioxidants has been related with less free
radicals formation and less tissular injury in hypoxia
conditions. The goals of this study were to evaluate the
effects of antioxidants (vitamin C, vitamin E and Gingko
biloba), intraperitoneally, on the viability of dorsal skin flap
in rats. Twenty-four Wistar rats were studied and divided
into 4 groups of 6 animals each, according to the given
antioxidants Vitamin C, Vitamin E and Gingko biloba, and
a control group given normal saline. A 10 x 3cm cutaneous
flap, was drawn over the dorsal portion of each animal,
with caudal base. After 24 hours of the procedure, the
control group received 1 ml of normal saline, the Vitamin
C group received vitamin C 340 mg/kg 12/12 hours, the
Vitamin E group received vitamin E 20 mg/kg/day and the
Gingko biloba group received 100 mg/kg/day,
intraperitoneally, for 6 days. On day 14, digital planimetry
was performed to determine the total area, living and
necrosis area of the flaps. Histological studies were
performed through by biopsy of the living area, counting
the neovascularity of the flap. On day 14, the viability of
the flap in the control group was 65.93 + 1.49%, Vitamin C
group was 78.05 + 5.38% (p = 0.0039), Vitamin E group was
75.08 £ 7.54% (p = 0.0161) and the Gingko biloba group
was 72.16 + 5.40% (p = 0.0245). Histologically, the flaps
showed a great number of vessels in all groups. The number
of vessels in the flap of the control group was 17.33 + 3.88,
Vitamin C group was 37.33 + 4.08, the Vitamin E group was
27.17 + 3.25 and the Gingko biloba group was 37.17 £ 9.38.
It is concluded that the viability of the dorsal skin flaps and
the neovascularity of the flapsin rats is improved by the use
of antioxidants in all groups of rats.
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INTRODUCAO

Retalhos cutaneos sdo muito utilizados em cirurgia plasti-
ca, tanto reconstrutora como estética. Uma das grandes
preocupacdes pos-operatérias € a viabilidade destes reta-
lhos, a qual depende de varios fatores, entre os quais o
tamanho e a irrigagdo sangiinea do retalho. Varias substan-
cias ja foram testadas com o objetivo de diminuir a area de
necrose dos retalhos de pele, de maneira a favorecer o
resultado cirdrgico, como substancias vasodilatadoras, anes-
tésicos, analgésicos, enzimas, substancias antioxidantes, den-
tre outros. O radical livre é resultante do metabolismo normal
da célula, é uma molécula com um ou mais elétrons sem par
em sua orbita. Eles tendem a reagir com outras moléculas na
tentativa de emparelhar seus elétrons. Este processo resulta
em lesBes para muitas células, que até entdo ndo apresenta-
vam nenhuma alteragao, por danificar o DNA e as proteinas.
Os radicais livres tém papel importante na reperfusdo do
tecido isquémico, pois sédo produzidos em excesso em areas
isquémicas. A necrose de um retalho pode ocorrer por infec-
¢ao, deiscéncia ou hematoma, mas a demora na reperfusdo
do tecido € o principal componente de injdria, porque gera
os radicais livrest®. As substancias antioxidantes séo defesas
naturais contra os radicais livres e varias sdo descritas como
vitaminas, coenzima Q-10, &cido lipbico, ervas e muitas outras
que possuem a capacidade de diminuir o nivel de estresse
oxidativo. A capacidade antioxidante da vitamina C, tam-
bém conhecida como &cido ascdrbico, baseia-se na sua
acdo de captar e liberar o ion hidrogénio, promovendo a
diminuicdo da formacgdo de radicais livres*. A vitamina E,
conhecida também como alfa-tocoferol, possui mecanismo
de protecdo da membrana plasmatica celular contra a
peroxidacao lipidica causada pelos radicais livres formados
durante areperfuséo tecidual de retalho cutaneo isquémico*®.
O Gingko biloba é um extrato das folhas verdes da arvore de
Gingko e sua principal acdo é no sistema circulatério, onde
promove a dilatagéo dos capilares e melhor oxigenagéo dos
tecidos. Previne a agregacgéo plaquetaria e a formacgao de
placas ateroscleroticas nas paredes arteriais por meio da
inibicdo do fator de ativagéo plaquetéaria®. Este estudo tem
por objetivo analisar a acdo de substancias antioxidantes
(vitamina C, vitamina E e Gingko biloba), por via
intraperitoneal, na viabilidade de retalho cuténeo dorsal em
ratos, mediante os seguintes parametros: macroscopia - area
de viabilidade do retalho e, microscopia - neovascularizagéo
do retalho.

METODO

Este estudo foi realizado no Laborat6rio de Fisiologia da
Universidade Tuiuti do Parana e aprovado pela Comissdo de
Etica em pesquisa em consoante & Declaracao de Helsinki. Foram
seguidas as Normas para Apresentacdo de Documentos Cienti-
ficos da Universidade Federal do Parand, UFPR (2000); foi utilizada

a Ndémina Anatdmica Veterinaria (1983) e foram obedecidos 0s
principios éticos em experimentacao animal, preconizados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, COBEA. Foram
utilizados 24 ratos (Ratus Norvegicus albinus), da linhagem
Wistar, machos, adultos, com peso entre 200-500g, saudaveis. Os
animais foram divididos em quatro grupos de seis ratos cada,
definidos como grupo controle, grupo Vitamina C, grupo Vitami-
na E e grupo Gingko biloba. Utilizou-se anestesia tipo inalatéria
com éter etilico a 97%, com ventilagdo espontanea. Apos a
anestesia, foi demarcado e realizado retalho cutaneo no dorso
de cada animal, com pediculo de base caudal de 3 cm de
largura por 10 cm de comprimento, medido com régua gradu-
ada em cm, e elevado da musculatura dorsal, constituido por
pele e tela subcutanea, utilizando-se como plano de disseccéo
a fascia aponeurética’. Tomou-se o cuidado de nao lesar o
pediculo do retalho, onde se encontravam 0s vasos sacrais
(Figura 1). O retalho foi imediatamente recolocado em sua
posicdo original e suturado por planos (Figura 2). As substancias

Figura 1 - Pediculo do retalho dorsal de base caudal. O
pediculo caudal tem duas artérias sacrais (I) para a sua
nutricdo, que penetram na base do retalho.
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Figura 2 - Detalhe do retalho apés sintese em rato
do grupo controle.

antioxidantes foram administradas do primeiro ao sexto dia de
pés-operatorio, apos 24 h da confeccéo do retalho. No grupo
controle, os animais receberam, por via intraperitoneal, 1 ml de
solugdo fisioldgica 0,9%, nos dias 1 a 6 diariamente. No grupo
Vitamina C, os animais receberam vitamina C na dose de 340
mg/kg de 12/12h diluida em 1 ml de soro fisiolégico a 0,9% e
administrada por via intraperitoneal. No grupo Vitamina E, 0s
animais receberam vitamina E na dose de 20 mg/kg 1x/dia e, no
grupo Gingko biloba, os animais receberam extrato seco de
Gingko biloba, na dose de 100mg/kg 1x/dia, administrados da
mesma forma em todos os grupos. Todos os animais foram
avaliados, diariamente, do dia 1 ao 14. Considerou-se viabilida-
de do retalho toda a area do retalho que apresentava aspecto
normal de textura, coloracdo e morfologia, semelhante ao
tecido ndo descolado. Area de necrose foi considerada toda
area com textura pétrea, coloracéo escurecida e presenca de
crostas. Foi determinada a area total do retalho, area de
viabilidade proximal e area de necrose distal em cm?. A avalia-
¢do da area do retalho cutaneo foi realizada em todos 0s
animais no 14° dia. As areas de viabilidade e necrose do retalho
de cada rato foram copiadas utilizando-se filme transparente e
caneta sollvel em &lcool, conforme demonstrado na Figura 3. As
figuras obtidas foram digitalizadas com auxilio de “scanner” com
resolugdo Optica de 100 dpi, enviadas a um computador
Pentium® Il e analisadas por meio do programa de computador
Corel DRAW 9° . A avaliagéo microscopica foi realizada a partir
do estudo histolégico das bidpsias obtidas das areas dos reta-
lhos cutaneos, em todos os grupos, no dia 14. Para o estudo
histologico foi ressecado de cada retalho um fragmento de
forma retangular, medindo 20 x 5 mm, na sua porgédo viavel, na
zona de transicao entre o retalho elevado e o tecido normal ndo
descolado adjacente ao retalho para avaliagdo do nimero de
vasos sangliineos. Neste estudo, foi considerada a variavel area
total do retalho, e foram aplicados os testes ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney. Adotou-se o nivel de
significancia de 5% ou p = 0,05 para rejeicdo da hip6tese de
nulidade para ambos os testes.

Figura 3 - Cépia da area por aposicao para
planimetria digital.

Figura 4 - Retalho do rato do grupo vitamina C no dia 14.
Nota: 14 dpo = décimo quarto dia de pds-operatorio.
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RESULTADOS

A observacdo diaria do processo de cicatrizagdo foi
realizada do dia 1 ao 14. O retalho apresentou evolucao
paranecrose de sua ponta, iniciando com edema e isquemia
de sua porc¢ao distal (Figura 4). Pode ser observado na Figura
5, que as porcentagens das areas de viabilidade dos retalhos
nos grupos da Vitamina C, Vitamina E e Gingko biloba foram
maiores do que a porcentagem da area de viabilidade do
grupo controle. Observou-se que a porcentagem da area de
viabilidade do retalho no grupo Vitamina C (p = 0,0039) foi
superior as porcentagens das areas de viabilidade dos
retalhos nos grupos Vitamina E (p = 0,0161) e Gingko biloba
(p =0,0245). No presente estudo, pode-se verificar que o uso
de substancias antioxidantes aumentou a area de viabilida-
de dos retalhos quando comparados ao grupo controle,
pois a média de viabilidade do grupo controle foi 65,93%,
enquanto o grupo Vitamina C foi 78,05% (p = 0,0039), grupo
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Vitamina E foi 75,08% (p = 0,0161) e grupo Gingko biloba foi
72,16% (p = 0,0245), demonstrando que em todos 0s grupos
onde foram administradas as substancias antioxidantes
houve um aumento significativo da area de viabilidade do
retalho quando comparados ao grupo controle, sendo que
0 grupo Vitamina C foi superior a todos eles. O aspecto
histol6gico da neovascularizagao do retalho no grupo con-
trole, Vitamina C, Vitamina E e Gingko biloba revelou grande
quantidade de pequenos vasos jovens, caracteristicos do
processo de neoangiogénese (Figura 6). O nimero de vasos
encontra-se aumentado nas areas dos retalhos nos grupos

Figura 5 - Porcentagem das areas de viabilidade dos
retalhos no dia 14.
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Figura 6 - Corte histolégico do retalho cutaneo no dia 14 do
rato do grupo vitamina c, TG, 100X. Observa-se neoformagéo
vascular composta de pequenos vasos na area do retalho no
canto inferior esquerdo, sendo que as hemacias em seu interior
sdo evidenciadas pela cor vermelha (0). Esta coloragéo
comprova que estes vasos ndo tém camada muscular média
lisa, a qual se coraria em purpura por esta técnica.

Figura 7 - Nimero de vasos nas areas
dos retalhos no dia 14.
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Vitamina C (p = 0,0039), Vitamina E (p = 0,0060) e Gingko
biloba (p=0,0038) e maiores em relagao ao nimero de vasos
na area do retalho do grupo controle, demonstrando o
aumento da neovascularizacdo proporcionada pelas subs-
tancias antioxidantes sobre as areas dos retalhos. Os grupos
Vitamina C e Gingko biloba apresentaram resultados muito
semelhantes, superiores aos encontrados no grupo Vitamina
E (Figura 7).

DISCUSSAO

Neste estudo, foram realizados retalhos semelhantes ao
trabalho de Khouri et al.’, que modificaram o retalho proposto
inicialmente por McFarlane et al., para retalho de 10 x 3 cm
utilizando pediculo caudal. Neste retalho, ha duas artérias sacrais
nutridoras do retalho ao invés de somente uma, o que confere
maior viabilidade ao retalho. Foram encontrados na literatura
escassos trabalhos que estudaram os efeitos das substancias
antioxidantes®*2, sendo que as mais estudadas foram a vitamina
C, vitamina E e Gingko biloba. Hayden et al.® iniciaram a
administracdo da Vitamina C e Vitamina E uma hora ap6s o
retalho ter sido elevado e encontraram média de viabilidade
do retalho nestes grupos de 84 a 89% (p < 0,005), superior ao
encontrado no grupo controle, que foi de 67%. No presente
estudo, a média de viabilidade do retalho no grupo Vitamina
C foi 78% (p = 0,0039) e no grupo Vitamina E foi 75,12%
(p = 0,0161), resultados inferiores aos encontrados pelos
autores acima.

Neste estudo, a Vitamina C, a Vitamina E e o Gingko
biloba foram aplicados por via intraperitoneal, similar ao
trabalho de Bekerecioglu et al.’, que utilizaram a mesma via
de administracdo da Vitamina C e do Gingko biloba, com
excecdo da vitamina E que foi aplicada por via intramus-
cular. Também no trabalho de Souza Filho et al.*? foi utilizada
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a via intraperitoneal para o uso de Gingko biloba. A via
intraperitoneal é considerada rapida, segura e de facil
acesso. No presente trabalho, foram utilizadas as doses de
vitamina C de 340 mg/kg de 12/12h, vitamina E na dose de
20 mg/kg 1x/dia e Gingko biloba na dose de 100 mg/kg 1x/
dia. As doses sdo semelhantes as empregadas por Beke-
recioglu et al.’, que utilizaram a vitamina C na dose de 340
mg/kg de 12/12 h, Gingko biloba, na dose de 100 mg/kg por
dia e vitamina E, na dose de 20 mg/kg, porém em dias
alternados, intervalo muito prolongado uma vez que a meia
vida da Vitamina E é 24 h, por um periodo de 6 dias. Souza
Filhoet al.’? também utilizaram o Gingko biloba na dose de 100
mg/kg 1x/dia, por um periodo de 5 dias.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se
concluir que a viabilidade do retalho cutaneo dorsal em ratos é
maior nos grupos que receberam substéncias antioxidantes e a
neovascularizacao do retalho, evidenciada pelo aumento do
nimero de vasos, estad aumentada em todos 0s grupos, porém
€ mais pronunciada nos grupos que receberam as substancias
antioxidantes.
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