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RESUMO

EFEITO DO BEVACIZUMABE NA VIABILIDADE DE RETALHO INGUINAL LIVRE
EM RATOS. Jodo Mamede Soares Braga. Orientador: Prof. Dr. Manoel Odorico de
Moraes. Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-Graduacdo Stricto Sensu em
Ciéncias Médico Cirurgicas, do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Cear4, 2019.

A incidéncia de casos de cancer é crescente no Brasil e no mundo. O Bevacizumabe (Avastin®,
Genentech) é atualmente um dos farmacos antiangiogénicos mais utilizados no tratamento de
algumas das neoplasias mais prevalentes, porém existem indicios de que pode causar
significativa reducdo na taxa de sobrevivéncia dos retalhos. O presente estudo avalia os efeitos
da administracdo de Bevacizumabe (BVZ) na viabilidade de retalhos inguinais livres em ratos.
Vinte e nove ratos WISTAR foram randomizados em trés grupos: grupo Enxerto, submetido a
enxertia de pele, recebeu administracdo intravenosa de Soro Fisiologico 0.9% (SF 0.9%) na
semana anterior ao procedimento. Grupo Retalho-SF, onde foi realizado retalho inguinal livre,
também recebendo administragdo intravenosa de SF 0.9% na semana anterior ao procedimento.
O grupo Retalho-BVZ, submetido ao procedimento de retalho inguinal livre, recebeu
administracdo intravenosa de Bevacizumabe, na semana anterior ao procedimento. Foram
avaliados no 7° dia po6s-operatdrio: area vidvel do retalho, teste de paténcia do pediculo vascular
e analise histoldgica do tecido da pele do retalho e do pediculo vascular. A andlise estatistica foi
realizada através do software GraphPad Prism versdo 8.0, utilizando analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey, para verificar diferengas entre 0s grupos aos pares e considerado
estatisticamente significante um valor P < 0,05. O grupo Enxerto apresentou menor percentual
de &rea viavel, 22,81% em relacdo ao grupo Retalho-SF (83,98%) (P<0,0001) e ao grupo
Retalho-BVZ (60,50%) (P=0,0048). Em relacdo a paténcia do pediculo vascular, o grupo
Retalho-BVZ apresentou menor resultado nos testes, 60% das artérias e 80% das veias estavam
patentes. O grupo Retalho-SF apresentou 100% das artérias e 90% das veias patentes, porém a
diferenca entre os grupos nédo foi significante; seja no segmento arterial (P=0,0867) ou venoso
(P=0,9999). Em relacdo a andlise histoldgica, houve ocorréncia de necrose significativamente
maior nos grupos Enxerto (87,50%) e Retalho-BVZ (60,00%), em relacdo ao grupo Retalho-SF
(0%) (P=0,0010). A ocorréncia de inflamacdo foi menor no grupo Retalho-SF (33,33%) em
relacdo aos grupos Enxerto (87,5%) e Retalho-BVZ (70,00%), porém essa analise ndo atingiu
significancia (P=0,0588). Ndo houve diferencas significantes na ocorréncia de hemorragia ou
trombose intraluminal entre os grupos. A administragcdo de BVZ provocou maior ocorréncia de
necrose no retalho, porém sem reducéo significativa do percentual de area vidvel ou da paténcia
dos vasos do retalho.

Palavras-chave: Bevacizumabe. Retalho inguinal livre. Ratos.



ABSTRACT

BEVACIZUMABE EFFECT ON SURVIVAL OF FREE GROIN FLAPS IN RATS. Jodo
Mamede Soares Braga. Advisor: Prof. Dr. Manoel Odorico de Moraes. Submitted to the
Graduate Program Stricto Sensu in Surgical Medical Sciences, Surgery Department,
Faculty of Medicine of the Federal University of Ceara, 2019.

The incidence of cancer is increasing in Brazil and worldwide. Bevacizumab (Avastin®,
Genentech) is currently among the most used drugs in the treatment of the most common tumors.
However, there is evidence that it may cause a significant reduction in flap survival rate. The
aim of this study is to evaluate the effect of Bevacizumab (BVZ on the viability of free groin
flaps in rats. Twenty-nine WISTAR rats were randomized to one of three different groups. The
rats included in the Graft Group received intravascular saline solution preoperatively and were
submitted to a full thickness skin graft in the groin area. The animals from Saline-Flap Group
underwent a free groin flap receiving intravascular saline solution one week before. The animals
from BVZ-Flap Group underwent free groin flap after having received intravascular
administration of Bevacizumab one week before the procedure. The following variables were
evaluated postoperatively: viable flap area, vascular pedicle patency tests and histological
analysis of tissue from the flap and from the vascular pedicle. Statistical analysis was performed
using GraphPad Prism version 8.0 Software. Analysis of variance (ANOVA) was performed and
Tukey test was applied to verify differences between groups in pairs. A P value < 0.05 was
considered statistically significant. The Graft group presented a lower percentage of viable area
(22.81%) as compared to the Saline-Flap Group (83.98 %%) (P<0,0001) and to the BVZ-Flap
Group (60.50%) (P<0,0048). Regarding vascular pedicle patency, the BVZ-Flap group had
lower results: 60% of the arteries and 80% of the veins were patent. The Saline-Flap Group
presented patency in 100% of the arteries and 90% of the veins, but the difference between both
groups was not significant either in arterial vessels (P=0,0867) or venous vessels (P=0,9999).
Regarding the histological analysis, there was significantly higher necrosis in the Graft (87.50%)
and Flap-BVvZ (60.00%) groups, compared to the Flap-SF group (0%) (P=0,0010). The
occurrence of inflammation was lower in the Saline-Flap Group (33.33%) compared to the Graft
Group (87.5%) and BVZ-Flap Group (70.00%), but difference did not reach significance (P =
0.0588). ). There were no significant differences in the occurrence of hemorrhage or intraluminal
thrombosis between the groups. The administration of BVZ caused a higher occurrence of flap
necrosis, but did not significantly alter the percentage of viable area and vascular pedicle
patency.

Keywords: Bevacizumab. Free groin flap. Rats.
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1 INTRODUCAO

A pele humana é considerada o maior 6rgdo do corpo humano e relne diversas
funcbGes importantes, entre elas: regulagdo da homeostase, sensibilidade e funcdo de
membrana semipermeavel a substancias toxicas e micro-organismos. Devemos pensar na pele
como um involucro, que envolve diversas estruturas anatémicas importantes (tenddes, vasos,
nervos e articulagbes) e que necessita manter suas caracteristicas de elasticidade e ndo
aderéncia a planos anatdmicos profundos para que tenhamos uma boa funcdo dos membros
(GEISSLER; SLADE, 2011).

Uma lesdo que resulta em perda de segmento de pele, acometendo sua espessura total,
desencadeia um processo de retragdo cicatricial, que causa limitagdo de amplitude de
movimento, essencial em diversas areas o corpo. Para evitar esses efeitos deletérios da
cicatrizacdo por segunda intencdo, o tratamento de defeitos cutaneos geralmente é realizado
com o fechamento primario, quando possivel, ou com a utilizagdo de pele “importada” de
outra regido (GEISSLER; SLADE, 2011; BLONDEEL et al., 2013).

A enxertia de pele é a cirurgia mais realizada para transferir tecido saudavel de outra
area do corpo para a area lesionada, porém o enxerto sobrevive de forma precaria, nutrido
apenas pelo transudato da ferida, Converse e colaboradores chamavam esse tipo de nutricéo
de “circulacdo plasmatica” (CONVERSE; UHLSCHMID; BALLANTYNE, 1969). Enté&o,
qualquer substancia que funcione como barreira entre o leito da ferida e o enxerto de pele
pode levar a perda do enxerto, um evento frequente quando ha, por exemplo, hematoma no
leito da ferida (CONVERSE; UHLSCHMID; BALLANTYNE, 1969).

Devido a essa nutri¢cdo precéria, o enxerto de pele deve ser colocado em leito com
suprimento sanguineo adequado para realizar sua revascularizacdo, o que frequentemente nao
acontece em situacdes de exposicdo 0ssea, de cartilagem ou tenddo na ferida. Essas e outras
situacdes, como a necessidade de abordagem cirargica posterior no local da lesdo, demandam
uma cobertura de pele de melhor qualidade, com mais elasticidade, sendo entéo indicada a
cobertura cutanea com retalhos (GEISSLER; SLADE, 2011).

1.1 Retalhos

O retalho é composto pela pele com uma variada quantidade de tecido associado,
utilizada para cobertura cutanea, diferencia-se, porém, do enxerto de pele por receber seu

suprimento sanguineo por outra fonte que nédo a do tecido sobre o qual é colocado. A parte do
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retalho que fornece a vascularizacdo é denominada pediculo vascular (GEISSLER; SLADE,
2011).

A cobertura cutdnea é uma é&rea historicamente desafiadora para a cirurgia
reconstrutiva, um dos primeiros relatos da utilizagdo de retalho para reparo de lesdo mutilante
em nariz é atribuida ao cirurgido indiano Susruta, cerca de seis séculos antes de Cristo (a.C).
Outra descricdo histérica e mais recente da utilizacdo do retalho cutdneo em cirurgia
reconstrutiva é a do italiano Gaspare Tagliacozzi, que utilizou retalho de pele do brago para
reconstrucdo nasal h& cerca quatro séculos (BLONDEEL et al., 2013; MASQUELET;
ALAIN, 2013).

Durante milénios todos os retalhos utilizados eram o que hoje classificamos de
retalhos cutdneos randomizados, ou aleatorios: retalhos levantados sem prévio estudo da
vascularizagdo subjacente, supridos pelo plexo vascular subdermal. Durante confeccdo de
retalhos randomizados, o cirurgido necessita manter-se atento a relacdo entre comprimento e
largura da base do tecido do retalho, geralmente mantendo uma proporc¢éo segura de 1:1, para
evitar necrose tecidual nas suas margens (WEI; MARDINI, 2009; GEISSLER; SLADE, 2011,
MASQUELET; ALAIN, 2013).

A quebra do dogma da necessidade de manutencdo dessa relacdo de comprimento e
largura da base do retalho foi realizada por Milton (1970), que provou que a viabilidade do
retalho estava relacionada diretamente com o padrdo de vascularizagcdo subjacente ao tecido
levantado. Essa revolugdo no planejamento dos retalhos cutaneos levou McGregor e Morgan
(1973) a descreverem os retalhos axiais. Os retalhos axiais sdo planejados em determinadas
areas do corpo humano onde estudos prévios confirmaram a trajetéria de determinados vasos,
permitindo transposicdo de grande quantidade de tecido, respeitando, ndo mais uma relacéo de
comprimento e largura, mas apenas o fato de que a base do retalho inclua esses vasos
(MCGREGOR; MORGAN, 1973; WEI; MARDINI, 2009; GEISSLER; SLADE, 2011;
MASQUELET; ALAIN, 2013).

O avango na compreensdo da vascularizagdo dos retalhos foi acompanhado
paralelamente pelo desenvolvimento e aprimoramento da microcirurgia vascular, técnica que
permite anastomose de vasos de cerca de 1 mm, com o auxilio do microscépio (TAMALI,
2009; STEEL; COPE, 2015).

A historia da microcirurgia vascular remonta ao século XVI, com a descri¢cdo de
ligaduras e sutura vasculares em lesdes decorrentes de batalhas em guerras. Diversos autores
destacaram-se no final do século XIX por realizarem bem sucedidas anastomoses vasculares

em humanos. Um grande avancgo na cirurgia vascular, porém, aconteceu em 1902, quando
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Alexis Carrel publicou sua metodologia de triangulacdo do vaso para anastomose término-
terminal. Essa técnica, ainda hoje utilizada, impulsionou a pesquisa no campo de transplante
de 6rgdos, rendendo ao autor o prémio Nobel em 1912 (CARREL, 1902; TAMAI, 2009;
STEEL; COPE, 2015).

A capacidade de controlar a formacdo de codgulos sanguineos também foi essencial
para o desenvolvimento da microcirurgia vascular. A Heparina foi descoberta em 1916, sendo
um dos farmacos mais antigos ainda amplamente utilizados. (TAMAI, 2009)

A inovagao final para fundacdo da microcirurgia vascular moderna foi a introdugéo do
microscopio no campo cirurgico, por Nylen em 1921. Inicialmente esses microscopios eram
monoculares, utilizados em cirurgias otoldgicas, porém em poucos anos foram fabricados os
microscopios  binoculares, acompanhados pelo desenvolvimento de instrumental
microcirdrgico e fios de sutura delicados, de melhor qualidade. A evolucdo da microcirurgia
vascular resultou em avancos em diversos campos da medicina: cirurgia plastica, cirurgia da
ma&o, neurocirurgia, cirurgia reconstrutiva (TAMAI, 2009; STEEL; COPE, 2015).

Diversos estudos sobre reimplante de extremidades amputadas seguiram
impulsionando a pesquisa no campo da microcirurgia, na década de 1960 (MALT;
MCKHANN, 1964; KOMATSU; TAMAI, 1968; COBBETT, 1969).

Daniel e Taylor (1973) combinaram técnicas microcirurgicas com conceitos sobre a
vascularizagcdo dos retalhos axiais, transferindo com sucesso um retalho inguinal de padréo
axial para outra area do corpo. Foi realizada a sec¢do dos vasos responsaveis pela nutricdo do
retalho inguinal e esses vasos foram anastomosados em vasos receptores da perna do paciente,
definindo o que chamamos de retalhos livres ou microcirargicos.

A microcirurgia reconstrutiva revolucionou o tratamento de lesdes traumaticas
complexas. LesGes antes consideradas irreparaveis passaram a ser tratadas em um Unico
estagio, com transferéncia de diferentes tipos de tecidos de uma area doadora sadia para 0
local acometido. Diferentes estratégias de reconstrucdo tornaram-se entdo disponiveis,
promovendo melhora dos resultados funcionais e diminuigéo das indicacGes de amputacao de
membros (WEI; MARDINI, 2009).

Artigos subsequentes confirmaram um crescimento rapido e continuo de uma
variedade de retalhos livres, combinando uma variedade de tecidos, principalmente no
membro superior. Atualmente, todo tecido com sistema arteriovenoso apropriado pode ser
transferido como um retalho, combinado ou ndo com outros elementos. Por exemplos, estdo

descritos retalhos de pele, féscia, tecido muscular, 0sseo, nervoso, entre outros (WEI;
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MARDINI, 2009; GEISSLER; SLADE, 2011; MASQUELET; ALAIN, 2013; BRIAN
BOYD; F. JONES, 2015).

Diversos fatores sdo associados a complicacBes no pds-operatério de retalhos
microcirdrgicos: idade do paciente, comorbidades, tabagismo e técnica cirdrgica (WEI;
MARDINI, 2009; BLONDEEL et al., 2013). Um estudo multicéntrico envolvendo 493
retalhnos em 23 diferentes unidades evidenciou entre os principais fatores adversos a
sobrevivéncia do retalno o uso de radioterapia no pré-operatério e o uso de retalhos
musculares com enxerto de pele (KHOURI et al., 1998).

Estudos retrospectivos apontam diabetes, doenca renal cronica, e principalmente um
tempo operatdrio prolongado como fatores de risco para a falha do retalho. O uso de
anticoagulantes parece ndo diminuir os riscos de perda do retalho, podendo até aumentar a
incidéncia de hematoma, dependendo da dose utilizada (KROLL et al., 1995; CHANG et al.,
2016; ISHIMARU et al., 2016; SANATI-MEHRIZY et al., 2016; OFFODILE et al., 2017).

O Bevacizumabe (BVZ) tem sido implicado em complica¢bes relacionadas a
cicatrizacdo de feridas e formacdo de hematoma, porém, apds revisao de literatura, ndo foram
constatados estudos sobre seu efeito na viabilidade de retalhos livres; em humanos ou em
animais (THORNTON et al., 2006; SHARMA; MARCUS, 2013; BODNAR, 2014).

1.2 Angiogénese e cicatrizagéo

A angiogénese é um processo fisioldgico normal, regulado pelo balango entre fatores
proangiogénicos e antiangiogénicos, que resulta em crescimento de novos vasos a partir de
vasos preexistentes (RISAU, 1997; SAMANT; SHEVDE, 2011; STEPHENSON et al., 2013).
A vasculogénese, por outro lado, é definida como formacdo de vasos de grande calibre, na
vida embrionaria. Esses vasos originam-se da diferenciacdo dos angioblastos, precursores
mesodérmicos (RISAU, 1997; SAMANT; SHEVDE, 2011).

O processo de angiogénese ocorre fisiologicamente durante periodos de crescimento
tecidual, reparo tecidual ou durante o ciclo reprodutivo, porém é fundamental também ao
crescimento e metastase tumoral (RISAU, 1997; SAMANT; SHEVDE, 2011; STEPHENSON
etal., 2013; CHELLAPPAN et al., 2018).

Diversas outras condi¢des, aléem das neoplasias, alteram esse processo de regulagéo
fisiologica da angiogénese, levando a uma proliferacdo descontrolada da rede vascular.
Endometriose, doencas inflamatorias intestinais, artrite reumatoide, hemangiomas infantis e a
obesidade sdo alguns exemplos (POLVERINI, 2002; CARMELIET, 2005).



15

A angiogénese € rigorosamente regulada por inimeros fatores pro e antiangiogenicos.
Diversos fatores de crescimento, citocinas e outras proteinas sdo classificados como
proangogénicos e, geralmente, a agressividade da célula tumoral est4 diretamente relacionada
a uma alta expressdo desses fatores (SAMANT; SHEVDE, 2011; CHELLAPPAN et al.,
2018).

Entre os agentes proangiogénicos, um dos mais dominantes na cicatrizacdo das feridas
é 0o VEGF-A. Ele, além de regular positivamente a angiogénese, atua aumentando a
permeabilidade vascular, o que contribui para o edema da ferida. Em mamiferos, a familia
VEGF (Vascular Endothelial Grow Factor) € composta por 6 membros: VEGF-A,B,C,D, E e
pelo fator de crescimento placentario. A lesdo celular e a hipdxia sdo fortes indutores do
VEGF, que parece ser critico para a angiogénese, principalmente entre o quarto e sétimo dia
de formacdo do tecido de granulagdo (TONNESEN; FENG; CLARK, 2000; DIPIETRO,
2016).

Podemos classificar dois principais subtipos da angiogénese: angiogénese por
brotamento e por intussuscep¢do. A angiogénese por brotamento € um processo mais lento,
onde as células endoteliais proliferam na dire¢do do estimulo, degradando matriz extracelular
e formando um novo vaso. A angiogénese por intussuscepcao € um processo mais rapido, que
envolve a divisdo de um capilar em dois, através da ampliacdo do seu Iimen e posterior
formacéo de um septo (RISAU, 1997; SAMANT; SHEVDE, 2011).

A cicatrizacao de feridas ndo seria possivel sem a angiogénese. O tecido de reparo que
surge no leito da ferida, geralmente por volta do quarto dia apos a lesdo, é composto em cerca
de 60% por novos capilares, sendo denominado de tecido de granulacdo. Esse termo foi criado
justamente devido ao aspecto granular causado pelos novos vasos, quando analisados em
microscopio. Um suprimento sanguineo abundante é essencial para suprir a demanda
metabolica na ferida (ARNOLD; WEST, 1992; TONNESEN; FENG; CLARK, 2000;
DIPIETRO, 2016).

Os vasos sanguineos, macréfagos e os fibroblastos sdo os principais protagonistas do
reparo tecidual, possuindo uma interdependéncia bioldgica. O macréfago é fonte continua de
citocinas, que estimulam fibroplasia e angiogénese, o fibroblasto constr6i uma nova matriz
extracelular que oferece suporte ao crescimento celular, enquanto 0s vasos sanguineos sao
responsaveis pelo aporte de oxigénio e nutrientes para manutencdo do metabolismo celular
(TONNESEN; FENG; CLARK, 2000).

Durante o periodo de cicatrizacdo hd um rapido e robusto crescimento do leito

vascular, com uma grande concentracdo de capilares, porém, durante a fase de remodelacao
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da cicatriz, a maioria dos novos capilares vai paulatinamente sendo reduzida. O resultado final
da pele cicatrizada é de uma densidade vascular similar ao da pele normal (DIPIETRO, 2016).

A real necessidade de uma abundéncia de novos capilares para cicatrizagdo foi
recentemente questionada por alguns estudos recentes, que avaliam a cicatrizacdo de feridas
na mucosa oral e na pele de fetos. A angiogénese na ferida frequentemente é correlacionada
com o nivel de resposta inflamatoria, porque essa resposta produz larga quantidade de fatores
proangiogénicos. A cicatrizacdo na pele fetal e mucosa oral costuma acontecer rapidamente e
com pouca formacdo de tecido cicatricial, supostamente por serem locais de baixa resposta
inflamatdria (DIPIETRO, 2016).

1.3 Agentes antiangiogénicos

O quimico alemao Paul Ehrlich foi quem cunhou o termo quimioterapia no inicio do
ano 1900, interessado em desenvolver medicamentos para tratar cancer e doengas infecciosas.
Realizou experimentos em animais e documentou resultados que impulsionaram o
desenvolvimento dos farmacos antitumorais (DEVITA; CHU, 2008).

Em 1917 o gas mostarda foi introduzido como arma quimica na Primeira Guerra
Mundial e, a partir da observacdo de suas propriedades citotdxicas sobre a medula 6ssea e
linfonodos, originaram-se diversos estudos que culminaram no desenvolvimento dos
primeiros agentes alquilantes (DEVITA; CHU, 2008; AKULAPALLI, 2009; KLANL;
AHMAD; MASOQOD, 2016).

Diversos quimioterapicos foram desenvolvidos desde a introdugdo do Nitrogénio
Mostarda como primeiro agente alquilante, em 1942, porém surgiram importantes limitagdes
no uso desses farmacos. Entre as principais limitacdes estavam a baixa seletividade dos
medicamentos, que atacavam, além das células cancerosas, as células saudaveis do individuo,
e o0 desenvolvimento de resisténcia aos quimioterdpicos ap6s seu uso frequente
(AKULAPALLLI, 2009; KLANL; AHMAD; MASOOQOD, 2016). Devido os mdltiplos efeitos
colaterais, até o0 ano de 1960, o tratamento do cancer consistia basicamente em radioterapia e
cirurgia. Porém atingiu-se um platd de baixa taxa de cura, de cerca de 30% na época,
tornando-se clara entdo a necessidade da associagdo de terapia quimioterapica ao tratamento
(DEVITA; CHU, 2008; AKULAPALLI, 2009).

A procura por farmacos mais efetivos no combate as células tumorais e menos nocivos
as células saudaveis levou ao desenvolvimento de novas classes terapéuticas como a

imunoterapia, os inibidores de fatores de crescimento e os inibidores da angiogénse
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(AKULAPALLLI, 2009; KLANL; AHMAD; MASOQD, 2016). Folkmann foi fundamental no
reconhecimento da relagdo entre o crescimento tumoral e angiogénese, em 1970, dando
impulso a pesquisa de agentes antiangiogénicos como opc¢do de tratamento do céncer
(FOLKMAN, 1971).

Posteriormente, farmacos antiangiogénicos se tornaram também uma opcao terapéutica
para tratamento de doencas oculares, como a degeneracdo macular relacionada a idade,
intrinsecamente relacionada a angiogénese (VAN WIINGAARDEN; COSTER; WILLIAMS,
2005). JAMACARU (2006) desenvolveu com sucesso, na Universidade Federal do Ceara
(UFC), um modelo animal de angiogénese corneana inflamatéria e um programa de
computador para quantifica-la, através da obtencdo de imagens digitais.

A hipétese de FOLKMAN (1971) era de que o crescimento tumoral era dependente da
angiogénese, que o crescimento do tumor aléem de 2 mm demandava formagdo de novos
vasos, para suprir a necessidade de oxigénio e nutrientes. Logo, sem a neovasculariza¢do o
crescimento tumoral iria cessar por volta dos 2-3 mm, entrando em modo quiescente.

FOLKMAN (1971) chegou a essa conclusdo a partir da observagédo do crescimento
tumoral, que geralmente se dava de modo abrupto, apds longos periodos em um estado nao
vascularizado, latente. Esse novo conceito implicava a existéncia de moduladores bioldgicos
da angiogénese, levando, nas trés décadas seguintes, a uma intensa pesquisa sobre ativadores
e inibidores da angiogénese. Finalmente, na decada de 1980, Napoleone Ferrara et al
purificaram o fator de crescimento endotelial (VEGF-A) (FERRARA; HENZEL, 1989).
Surpreendentemente 0 mesmo polipeptideo havia sido previamente isolado por Harold
Dvorak et al e nomeado de Fator de Permeabilidade Vascular (SENGER et al., 1983).

O VEGF foi implicado como uma das principais proteinas secretada pelo tumor com a
finalidade de estimular o tecido endotelial adjacente a formar novos vasos, permitindo que o
tumor mude da fase latente para a fase invasiva e metastatica. O VEGF é composto por uma
familia de proteinas: VEGF-A,B,C,D,E e fator de crescimento placentario (FCP). O VEGF-C
e VEGF-D estdo envolvidos com proliferacdo de vasos linfaticos, enquanto o VEGF-A,B,C e
E estdo relacionados a angiogénese (SAMANT; SHEVDE, 2011; CHELLAPPAN et al.,
2018).

A expressdo, disponibilidade e atividade do VEGF-A, um dos mais potentes fatores
proangiogénicos, € modulada por diversos mecanismos: mediadores inflamatorios, hipoxia,
forca mecanica de cisalhamento e alongamento da célula, fatores de transcricdo, mas também
pelos oncogenes (HO; KUO, 2007).
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Consequentemente, os principais farmacos antiangiogenicos encontrados no mercado
atuam inibindo o VEGF (VAN WIINGAARDEN; COSTER; WILLIAMS, 2005).

O Bevacizumabe (Avastin®, Genentech) € um anticorpo monoclonal recombinante
Anti-VEGF, amplamente utilizado no tratamento de cancer metastatico colorretal, de pulméo,
rins e glioblastoma (GORDON et al., 2009; SHARMA; MARCUS, 2013).

Avastin®, nome comercial do Bevacizumabe (BVZ), é um anticorpo humanizado,
produzido por tecnologia de DNA recombinante em ovario de hamster chinés. Esse farmaco
possui regides estruturais humanas (cerca de 93%), com regides ligantes de antigeno de um
anticorpo murino humanizado (cerca de 7%). A sequéncia proteica murina atua ligando-se
seletivamente ao VEGF-A, impedindo a sua ligacdo com seus receptores de tirosina quinase
(VEGFR-1 e 2) e consequentemente evitando o inicio da cascata angiogénica no tumor
(SAMANT; SHEVDE, 2011; CHELLAPPAN et al., 2018; ZHANG et al., 2018). Os efeitos
dessa inibicdo do VEGF sao, principalmente, bloqueio do crescimento de novos vasos,
supressdo de sinais autocrinos anti-apoptéticos e modificacdo do fluxo sanguineo para o
tumor, aumentando o aporte e eficicia de agentes quimioterapicos (CHELLAPPAN et al.,
2018).

Os tumores frequentemente secretam fatores proangiogénicos que geram uma
proliferacdo anormal de vasos sanguineos e alteram o microambiente tumoral. Os vasos
andmalos formados, apesar de serem competentes para nutrir as células tumorais, apresentam
anomalias que dificultam a chegada de farmacos quimioterapicos ao microambiente tumoral,
além de favorecerem a metastase tumoral. Entre as principais alteraces patologicas desses
vasos, destacam-se: 0 aumento da permeabilidade vascular, alteracdo de fluxo sanguineo,
auséncia de vasos linfaticos e a elevagdo da pressao intersticial. O tratamento com BVZ foi
capaz de recompor a anatomia vascular tumoral, eliminando vasos andmalos, remodelando 0s
vasos remanescentes e tornando-os mais eficientes (FUKUMURA,; JAIN, 2007).

O Bevacizumabe foi o primeiro inibidor de angiogénese aprovado pelo FDA, em 2004,
inicialmente para tratamento de cancer metastatico colorretal. Posteriormente, mostrou-se
mais eficaz quando associado com outros agentes quimioterapicos, passando a ser usado, em
combinacdo com o 5-fluoracil, para tratamento de cancer de mama, de pulmé&o, de ovério e
glioblastoma (SAMANT; SHEVDE, 2011; CHELLAPPAN et al., 2018).

Alguns efeitos adversos foram associados ao uso de Avastin®: eventos
tromboembdlicos, proteindria, insuficiéncia cardiaca congestiva, hemorragias, perfuracao
gastrointestinal, hemoptise, sendo que a hipertensdo se destaca como efeito adverso mais

comum (CHELLAPPAN et al., 2018). Esse farmaco também é implicado em complicagfes na
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cicatrizacdo de feridas: deiscéncia de feridas, equimoses, sangramento prolongado e
infeccbes. Alguns pacientes apresentam esses efeitos adversos mesmo seguindo a
recomendacdo de aguardar um periodo de 28 dias apds cirurgia para reiniciar administracdo
do Bevacizumabe (THORNTON et al., 2006; SHARMA; MARCUS, 2013).

1.4 Relevancia e justificativa

O céncer € considerado um grave problema de saude publica, importante causa de
morbidade e mortalidade mundial, no ano de 2018 foram diagnosticado 18 milhdes de novos
casos, com nove milhdes de mortes relacionadas a doenca (BRAY et al., 2018). O pulmao, a
préstata, colon e reto sdo os locais mais frequentemente acometidos no homem, enquanto nas
mulheres o cancer de mama, colorretal e pulmdo sdo os mais comuns (STEWART; WILD,
2014; MCGUIRE, 2015).

O céancer é a segunda causa de morte no mundo, perdendo apenas para doencas
cardiovasculares, nos Estados Unidos da América (EUA) estima-se que metade dos homens e
um terco das mulheres desenvolverdo cancer durante sua vida (AKULAPALLI, 2009). A
estimativa para esse ano, nos EUA, € de cerca de 1 milhdo e 700 mil novos casos e 600 mil
mortes relacionadas a doenca (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019).

A GLOBOCAN estimou que em 2018 mais de um milhdo de novos casos de cancer
foram diagnosticados na America Central e America do Sul, ocorrendo cerca de 600.000
mortes relacionadas a doenca (BRAY et al., 2018).

A epidemiologia do cancer no Brasil acompanha os dados internacionais, tivemos
diagndstico de cerca de 600.000 novos casos em 2018, estando entre os tumores mais comuns
os de préstata, mama, colon e reto e pulmdo (GUERRA et al., ; INCA, 2017).

O Bevacizumabe (Avastin®, Genentech) é atualmente um dos farmacos Anti-VEGF
mais utilizados no tratamento de algumas das neoplasias mais prevalentes: cancer colorretal,
de pulméo, rins e glioblastoma (GORDON et al., 2009; SHARMA; MARCUS, 2013).

Esse farmaco é associado a complicagdes relacionadas a cicatrizagdo de feridas e
sangramento em sitio cirurgico, entre elas, deiscéncia de ferida, hérnias incisionais, eventos
tromboembdlicos, rash cuténeo, perfuracdo gastrointestinal e infeccdes (THORNTON et al.,
2006; SHARMA; MARCUS, 2013; BODNAR, 2014).

Devido ao alto indice de complicacdes relacionadas a cicatrizacdo da ferida, existem
recomendac0es de suspensdo do uso do medicamento no perioperatorio dos pacientes. Nao se

sabe exatamente o periodo ideal de suspensdo dos farmacos antiangiogénicos, mas geralmente
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se recomenda suspendé-los cerca de 30 dias antes da data do procedimento, iniciando-0s
novamente somente apds completa cicatrizacdo da ferida operatoria (THORNTON et al.,
2006; BODNAR, 2014).

O cirurgido com uma frequéncia cada vez maior ira se deparar com a necessidade de
realizar uma cirurgia reconstrutiva de urgéncia ou reimplante de algum membro amputado,
em um paciente que faz uso de farmacos antiangiogénicos. Nesses casos ndo ha tempo para
seguir o protocolo de suspensdo do medicamento e posterior agendamento da cirurgia. O
crescimento dos numeros de casos de cancer diagnosticados anualmente e a popularizagao dos
medicamentos antiangiogénicos somente aumenta a probabilidade desse paciente necessitar de
procedimento microcirurgico de urgéncia.

Revisédo de literatura ndo indica relagdo entre o uso de farmaco antiangiogénico e taxa
de sobrevivéncia de retalhos microcirdrgicos livres em humanos. Essa relagdo foi estudada em
modelo animal, mas em retalhos ao acaso, DOBRYANSKY et al.(2004) concluiram que 0 uso
da endostatina (inibidor da angiogénese) em camundongos causou uma diminuicao
estatisticamente significativa na taxa de sobrevivéncia de retalhos randémicos.

E importante avaliar a influéncia do uso de medicamentos antiangiogénicos nos
resultados de cirurgias plasticas, pois existem indicios de que podem causar significativa
diminuicdo na taxa de sobrevivéncia dos retalhos. O presente estudo visa a avaliar o efeito da

administracdo de Bevacizumabe na viabilidade de retalhos inguinais livres em ratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a influéncia de Bevacizumabe (BVZ) na viabilidade de retalhos inguinais

livres em ratos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito do farmaco antiangiogénico no percentual de tecido viavel de retalhos
inguinais livres em ratos e na paténcia do seu pediculo vascular.
Avaliar histologicamente as alteracdes induzidas pelo Bevacizumabe no tecido de pele

do retalho e do pediculo vascular.



22

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O presente estudo experimental foi realizado com animais de laboratorio e de acordo
com as Normas Internacionais para a Pesquisa Biomédica em Animais (1990) e com a Lei
Federal no. 6.638, de 08 de maio de 1979. Ratos Wistar do biotério do Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) foram operados nas salas de cirurgia do proprio
biotério e as amostras foram processadas e analisadas no laboratério de histologia do NPDM.

Os animais foram manipulados de acordo com 0s principios éticos na experimentacao
animal estabelecidos pela Sociedade Brasileira da Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL/COBEA), com esforc¢os para reduzir o numero de animais utilizados.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal (CEUA) da
Universidade Federal do Ceara com o numero de protocolo 126/2016 na reunido de 28 de

marco de 2017, conforme declaracdo com parecer favoravel no anexo 1.

3.2 Animais

Utilizaram-se 37 ratos WISTAR, machos, albinos, adultos, pesando entre 207 e 391
gramas, provenientes do Biotério do NPDM. Os ratos foram alojados em gaiolas coletivas
com capacidade para até quatro animais adultos, mantidos em ambiente climatizado, em ciclo
claro/escuro de 12 horas e com oferta de agua e alimento ad libitum. Aguardou-se um periodo
de adaptacdo ao biotério de pelo menos sete dias, onde os animais foram examinados

externamente para exclusdo de doengas.
3.3 Local do estudo
O estudo foi inteiramente realizado nas dependéncias do biotério, laboratério de

farmacologia pré-clinica e laboratdrio de histologia do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento
de Medicamentos (NPDM), da UFC.
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3.4 Desenho do estudo

O estudo realizado ¢ de carater experimental randomizado com analise comparativa da

viabilidade de um retalho livre e de enxerto de pele nos seguintes grupos:

e Grupo Enxerto: Grupo submetido a enxertia de pele, recebendo infusdo
intravenosa de 0,5mL de Soro Fisiologico 0,9% (SF 0.9%) na semana anterior ao
procedimento

e Grupo Retalho-SF: Grupo controle, realizado procedimento de retalho inguinal
livre, apos infusdo intravenosa de 0,5mL de SF 0,9%, na semana anterior ao procedimento.

e Grupo Retalho-BVZ: Recebeu infusdo intravenosa de 0,5mL do farmaco
Bevacizumabe (BVZ) diluido em SF 0,9%, na semana anterior ao procedimento de retalho
inguinal livre, calculando-se a dose de 5mg de farmaco por kg de peso.

A alocacdo dos animais nos grupos foi realizada de modo randomizado por assistentes
de pesquisa, numerando aleatoriamente os ratos em quantidades iguais nos trés diferentes
grupos. Em caso de perdas de animais em determinados grupos, realizou-se nova
randomizacdo para substitui-las.

Os tratamentos foram administrados por via intravenosa, na veia lateral da cauda, por
profissional com experiéncia em aplicacdo de medicacdo intravenosa em ratos. Sete dias ap6s
infusdo de farmaco antiangiogénico ou de SF 0.9%, os ratos foram submetidos a
procedimento de confecgdo de retalho inguinal livre ou enxerto de pele.

Os animais foram avaliados pds-operatoriamente quanto a viabilidade do retalho no
po6s-operatério imediato, nomeado dia 0, no dia 2 de po6s-operatério, e finalmente no dia 7.
Fotografias padronizadas foram obtidas, além da observacgdo visual da coloracdo da pele e do
seu turgor nesses trés dias. Os animais foram novamente anestesiados no dia 7, o pediculo
vascular foi explorado para constatacdo de paténcia, procedimento somente possivel nos
grupos Retalho-SF e Retalho-BVZ. Apds a constatacdo da paténcia dos vasos, 0s animais
foram sacrificados e amostras de tecido da pele do retalho e do tecido vascular foram colhidas
para analise histoldgica. Os animais do grupo Enxerto tiveram apenas a pele enxertada colhida

para analise histoldgica, no dia 7, pois ndo foram realizadas anastomoses nesse grupo.
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3.5 Técnica cirurgica do retalho inguinal livre

O procedimento cirdrgico se inicia com anestesia dos ratos com injecéo intraperitoneal
da associacao de Cetamina (80 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg). Apos anestesia, sao realizadas:
tricotomia da regido inguinal do rato e antissepsia com solucéo alcodlica de digluconato de
clorexidina 0.5%. A marcacdo do retalho € realizada com tamanho de aproximadamente 3 cm
x 3 cm, centrado nos vasos femorais (Figura 1). A base do retalho € assinalada com uma seta

para posterior sutura em sua posicao original.

Figura 1 - Rato anestesiado, tricotomizado e marcacao do retalho

Fonte: Elaborada pelo autor.

A incisdo circular da pele, na porcdo média da coxa, abrangendo pele e tecido
subcutaneo é entdo feita com bisturi 1dmina 15. Através de auxilio de microscépio cirargico
(D.F Vasconcellos M90, D.F Vasconcellos S.A, S&o Paulo - SP), com magnificacdo de 10x,

identificamos 0s vasos epigastricos superficiais, que suprem o retalho (Figura 2).
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Figura 2 - Identificacdo de vasos epigastricos superficiais

Fonte: Elaborada pelo autor.

A disseccdo dos vasos femorais é concluida, com sua dupla ligadura e seccéo distal aos
vasos epigastricos superficiais (Figura 3). Tesouras de disseccdo sdo utilizadas para libera-lo

da fascia muscular subjacente.

Figura 3 - Ligadura dos vasos femorais distalmente a emergéncia dos vasos epigastricos
superficiais.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Seta preta: vasos epigastricos superficiais. Setas brancas: vasos femorais e direcdo do fluxo sanguineo.
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A ligadura de ramos colaterais € realizada, deixando o retalho conectado apenas aos
vasos epigastricos superficiais em continuidade com porcdo proximal dos vasos femorais
(Figura 4).

Figura 4 - Retalho em continuidade com a por¢éo proximal dos vasos femorais.

Fonte: Elaborada pelo autor.
Seta preta: vasos epigastricos superficiais. Setas brancas: vasos femorais.

O clampeamento do pediculo do retalho é entdo realizado, com sua posterior secgéo,
no 1/3 médio da artéria e veia femoral, entre o ligamento inguinal e a emergéncia dos vasos
epigastricos superficiais (Figura 5). Os lumens dos vasos sdo irrigados com solucdo
heparinizada (3mL de heparina em 200mL de SF 0,9%) para remocé&o de eventuais coagulos

Ou impurezas.
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Figura 5 - Clampeamento e sec¢do dos vasos femorais

Fonte: Elaborada pelo autor.
Setas brancas: vasos femorais. (A,B) Isolamento da artéria femoral e posicionamento dos clampes. (C,D)

Clampes posicionados e artéria femoral seccionada.

A magnificagdo do microscopio é entdo alterada para 16x. As anastomoses dos vasos
sdo realizadas com sutura de pontos interrompidos, com nylon monofilamentar tamanho 10-0,

inicialmente da artéria e posteriormente da veia femoral (Figura 6).

Fonte: Elaborada pelo autor.
(A) Artéria femoral apds anastomose (B) Aumento de 16x.

Em uma parcela dos ratos a anastomose ndo foi realizada, com finalidade de
comparacdo da viabilidade do tecido, através de nutricdo por transudato da ferida e pele

adjacente, grupo denominado Enxerto.
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A perfusdo do retalho era entdo avaliada, através de sua coloracdo e do sangramento de
suas bordas. A coloracdo de um retalno bem perfundido é similar ao da pele adjacente
(geralmente de cor rosa), quando existe insuficiéncia de fluxo arterial a pele tende a assumir
uma coloracdo mais palida. A pele apresenta coloracéo roxa ou azul quando existe deficiéncia
de drenagem venosa, indicando comprometimento do segmento venoso do pediculo. O teste
de paténcia de Ackland foi aplicado nos vasos, esvaziando um segmento de vaso distal a
anastomose com o auxilio de duas pingas, a pinga proximal era solta e ocorria avaliagéo do
fluxo sanguineo através da anastomose, se houvesse fluxo satisfatdrio. Caso a perfusdo do
retalho estivesse comprometida, a anastomose responsavel era identificada, realizada exéerese
do segmento da anastomose no vaso e o procedimento era realizado novamente. A sutura de

pele era entdo realizada com pontos continuos de Nylon monofilamentar 5-0 (Figura 7).

Figura 7 - Retalho suturado com pontos continuos

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ap0s o procedimento cirurgico, o animal foi isolado em gaiola privativa e vestido com
colete protetor, preservando o retalno de uma possivel canibalizagdo. O colete protetor foi

confeccionado com peliculas de radiografias, em modelo descrito por Westin e Heden. Ele
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funciona através da limitacdo da flexd@o cervical do animal, impedindo o contato com a ferida
operatoria (WESTIN; HEDEN, 1988) (Figura 8).

Figura 8 - Rato utilizando colete protetor

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.6 Farmaco avaliado

O Bevazicumabe (Avastin®, Genentech) foi utilizado na forma de frascos-ampola
contendo 100mg de Bevacizumabe em 4mL, 25mg/mL. O medicamento foi diluido com SF
0.9% no dia de sua administracdo aos animais, calculando-se a dose de 5mg/kg de peso do

rato.
3.7 Avaliagéo da viabilidade do retalho
Os ratos foram avaliados nos dias 0, 2 e 7 para andlise da viabilidade do retalho ou

enxerto de pele. As avaliagdes foram divididas em analise macroscopica (realizada nos dias

0,2 e 7) e analise histoldgica (realizada no dia 7, ap0s sacrificio do animal).
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3.7.1 Anélise macroscépica

Utilizou-se cdmera fotogréfica digital de alta resolucdo (12 megapixels) para obtencéao
de fotografias padronizadas que permitiram quantificacdo da area necrosada ou de deiscéncia,
atraves de software em computador (Image J). (Figura 9-11)

As imagens do dia 7 foram escolhidas para analise. O software foi entdo utilizado para

selecdo manual, primeiramente da area total do retalho. (Figura 9)

Figura 9 - Mensuragdo da &rea do retalho &rea total do retalho
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Apos a selecdo dessa area, foi realizado célculo do seu tamanho em pixels (Figura 10)
e foi realizada nova selecdo manual, mas agora apenas da area considerada viavel no retalho,
retirando areas vermelhas ou pretas, consideradas de deiscéncia ou necrose. (Figura 11) Apds
selecdo das areas brancas ou rosadas, consideradas viaveis, o calculo dessa area foi estimado,
também em pixels. A &rea viavel foi dividida pela area total do retalho, resultando em
percentual de sobrevivéncia do retalho. (Figura 11). As mensuracGes foram realizadas
separadamente por dois assistentes de pesquisa, cegos para metodologia do estudo, e as
médias das duas medidas foram analisadas.
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Figura 10 - Célculo do tamanho em pixels da &rea total do retalho
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 11 - Mensuracéo e calculo de percentual de retalho viavel, retirando &reas de necrose e
deiscéncia
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A perfusdo do retalho também foi analisada atraves de observacao visual da coloracdo
da pele e do seu turgor nesses trés dias. A coloracdo rosa da pele do retalho ou enxerto é

associada a boa perfusdo. Os animais ndo foram anestesiados para obtengédo das imagens no 2°
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dia pos-operatdrio. Eles foram novamente anestesiados apenas no dia 7 e, apos obtencdo das
fotografias padronizadas, o pediculo do retalho foi entdo abordado para avaliacdo das
anastomoses. Realizou-se teste de esvaziamento (teste de Ackland) e foi realizada secgéo dos
vasos, em regido distal a anastomose, registrando-se a presenca de sangramento nos vasos que
estavam patentes. Apds esse registro, foi realizada exérese de um segmento da artéria e da
veia femoral que incluia a regido de anastomose, para fins de analise histoldgica. Os animais
do grupo Enxerto foram anestesiados e, apds obtencdo das fotografias, tiveram a pele do
enxerto colhida para analise histoldgica.

3.7.2 Anélise Histoldgica

Os animais foram sacrificados no 7° dia ap6s procedimento cirdrgico, com uma dose
elevada de Cetamina (240mg/kg) e Xilazina (30mg/kg). A éarea do retalho e pequeno
segmento incluindo a regido da anastomose de artéria e veia femoral foram excisados e
acondicionando em solucao tamponada de formaldeido a 10%.

Os animais que foram submetidos ao procedimento de enxertia de pele, tiveram apenas
a area de pele enxertada colhida. Os animais dos grupos Retalho-SF e Retalho-BVZ tiveram
trés pecas colhidas: area de pele do retalho, segmento arterial da anastomose e segmento
venoso da anastomose. Subsequentemente, as pe¢as foram encaminhadas para processamento
histologico, acondicionadas em blocos de parafina. Esforcos foram realizados para
acondicionar os vasos nos blocos em sentido vertical e realizar cortes axiais, para mensuragao
das camadas da parede vascular.

Os blocos foram cortados em cortes de cerca de 5 pm de espessura e fixados em
laminas histoldgicas, corados com hematoxilina e eosina (H&E) para avaliagdo microscaépica.

Os retalhos de pele tinham forma triangular, com pediculo em seu angulo inferior.
Foram realizados quatro cortes no tecido: zona do pediculo, zona intermediaria, zona da
derme profunda e zona da epiderme associada a derme superficial. Os cortes foram entdo
analisados por patologista experiente, com método duplo-cego, classificando achados de
necrose ou inflamacgao em: ausente, discreta, moderada e intensa. Os escores 0,1,2 e 3 foram
entdo aplicados, respectivamente, para os achados de necrose ou inflamacéo classificados em:
ausente, discreta, moderada e intensa. A presenca de hemorragia foi classificada pelo
patologista em presente ou ausente.

A analise dos vasos dos ratos submetidos a procedimento microcirurgico (Grupos

Retalho-SF e Retalho-BVZ) foi realizada por colaboradores com método duplo-cego.
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Fotografias padronizadas das laminas foram realizadas com camera digital de alta resolucéo
de microscopio e, atraves de software em computador (Image J), as camadas da parede
vascular foram mensuradas. (Figuras 12 e 13)

O software Image J foi inicialmente utilizado para calibrar sua escala, medindo e
usando a régua adicionada a fotografia automaticamente pelo microscépio, no momento da
captacao da imagem das laminas. A régua media 0.5mm ou 500um. (Figura 12) A regido mais
uniforme da parede do vaso foi assinalada pelo patologista e realizou-se a medida,
enderecando camadas intima e média do segmento arterial. (Figura 13) Néo foram realizadas
mensuraces no segmento venoso devido a extrema dificuldade de obter ldaminas e imagens

padronizadas desses vasos em cortes axiais, além da exiguidade de sua camada meédia.
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3.9 Analise Estatistica

As medidas da viabilidade do retalho e da espessura da artéria do pediculo
vascular, por se tratarem de variaveis quantitativas, foram inicialmente analisadas pelo teste
de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade da distribuicdo. Como tal requisito foi
constatado para ambas as varidveis, entdo, para a estatistica descritiva, calcularam-se a média
e 0 desvio padrdo, bem como aplicaram-se métodos paramétricos para a estatistica analitica.
ComparagOes entre os grupos Enxerto, Retalho-SF e Retalho-BVZ em relacdo ao percentual
de area de tecido vidvel foram feitas mediante o uso da analise de variancia (ANOVA) para
um fator de classificacdo, complementada pelo teste de compara¢des multiplas de Tukey, para
verificar diferencas entre 0s grupos aos pares. Para comparar os grupos Retalho-SF e Retalho-
BVZ em relacdo a espessura da parede da artéria do pediculo vascular, utilizou-se o teste t
para varidveis ndao emparelhadas, situacdo em que, além da significancia estatistica,
determinaram-se, ainda, a diferenca de medias e seu respectivo intervalo de confianca de
95%.

As variaveis ordinais, isto é, as medidas da intensidade de necrose e de inflamacéo
nos preparados histoldgicos, foram expressas como mediana, intervalo interquartil e valores
minimo e maximo. Comparacfes entre os grupos Enxerto, Retalho-SF e Retalho-BVZ em
relagdo a tais variaveis foram feitas por meio do teste de Kruskal-Wallis, complementado pelo
teste de comparacdes multiplas de Dunn, para verificar diferencas entre 0s grupos aos pares.

As variaveis categdricas, quais sejam a ocorréncia, nos preparados histoldgicos, de
necrose, inflamacdo e hemorragia nos retalhos ou enxertos e de trombose intraluminal no
pediculo vascular, assim como os testes de esvaziamento e sangramento na artéria veia do
pediculo, foram expressas como frequéncia absoluta e relativa. Tais variaveis foram
analisadas pelo teste exato de Fisher e pelo teste qui-quadrado.

Em todas as analises, empregaram-se testes bicaudais, estabelecendo-se o nivel de
significancia em 0,05 (5%), considerando-se, por conseguinte, como estatisticamente
significante um valor P menor que 0,05. O software GraphPad Prism versédo 8.0 (GraphPad
Software, San Diego, California, USA) foi utilizado tanto para a realizagdo dos procedimentos

estatisticos como para a elaboracdo dos gréficos.
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4 RESULTADOS

Inicialmente 30 animais foram operados, porém 7 animais desprenderam o colete
protetor e canibalizaram o retalho, entdo foram retirados do estudo. Sete novos animais foram
randomizados entre os grupos que sofreram perdas. Um animal do grupo Enxerto foi a obito
no pos-operatdrio imediato, possivelmente por complicacdes anestésicas ou hemorragia.
Entdo, dos 29 animais restantes, dez pertenciam ao grupo Retalho-SF, dez ao grupo Retalho-

BVZ e nove ao grupo Enxerto.

4.1 Avaliagéo da viabilidade do retalho

4.1.1 Célculo de area tecidual viavel

Foi constatada diferenca estatisticamente significante, apds uso de anélise de variancia
(ANOVA), entre o percentual de viabilidade tecidual dos grupos em que foram realizados
retalhos e o grupo Enxerto. O grupo enxerto apresentou significativamente menor percentual
de area de tecido viavel, em relacdo aos dois outros grupos (média 22,81% +17,33). O grupo
Retalho-BVZ (média 60,50% =+ 35,87) apresentou menor percentual de &rea de tecido viavel
em relacdo ao grupo Retalho-SF (média 83,98% =+ 6,54), porém essa diferenca ndo foi

estatisticamente significante, conforme constatamos na figura 14 e tabela 1.
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Figura 14 - Area de tecido viavel, expressa em termos percentuais em funcio da area total do
retalho ou enxerto, mensurada nos grupos Enxerto, Retalho-SF e Retalho-BVZ no dia 7.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como média e desvio padrdo das medicGes efetuadas em 9 animais do grupo Enxerto e 10 ratos
dos grupos Retalho-SF e Retalho-BVZ. Comparagdes entre os trés grupos de tratamento foram feitas mediante o
uso da analise de variancia (ANOVA) para um fator de classificacdo, complementada pelo teste de comparacGes
multiplas de Tukey, para verificar diferencas entre os grupos aos pares. Os simbolos ***(P<0,0001) e
**(P=0,0048) denotam diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao grupo Enxerto.

Tabela 1 - Area de tecido viavel, expressa em termos percentuais em funcéo da area total do
retalho ou enxerto, mensurada nos grupos Enxerto, Retalho-SF e Retalho-BVZ no dia 7.

Avaliacéo da Enxerto Retalho-SF Retalho-BVZ SignificAncia
viabilidade Média + DP Média + DP Média = DP (ANOVA)

Area de tecido

L 22,81 +17,33 83,98 + 6,54° 60,50 * 35,87" P < 0,0001
viavel (%)

Fonte: Dados da pesquisa.

DP: desvio padrdo; As letras %(P<0,0001) e °(P=0,0048) denotam diferengas estatisticamente significantes em
relacdo ao grupo Enxerto (teste de Tukey).

Os dados correspondem a andlise de 9 animais do grupo Enxerto e 10 ratos dos grupos Retalho-SF e Retalho-
BVZ. ComparacOes entre os trés grupos de tratamento foram feitas mediante o uso da analise de variancia
(ANOVA) para um fator de classificacdo, complementada pelo teste de compara¢es multiplas de Tukey, para
verificar diferengas entre 0s grupos aos pares. Constatou-se que o percentual de area de tecido viavel verificado
nos grupos Retalho-SF e Retalho-BVZ foi significantemente maior que o observado no grupo Enxerto.

A figura 15 revela a evolucdo da viabilidade do retalho ou do enxerto de pele de
animais selecionados em cada um dos trés grupos, nos dias 0,2 e 7.
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Figura 15 - Evolucéo do retalho ou do enxerto de pele de animais dos grupos Enxerto,
Retalho-BVZ e Retalho-SF durante a primeira semana p0s-operatoria.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
(DO0) Dia do procedimento. (D2) 2° dia pés-operatdrio. (D7) 7° dia pds-operatoério

4.1.2 Testes de paténcia

Conforme apresentando nas figuras 16, 17 e tabela 2, o teste de esvaziamento (teste de
Ackland) foi positivo, evidenciando paténcia, em um percentual maior de artérias (100%) e
veias (90%) dos animais do grupo Retalho-SF em relacdo ao grupo Retalho-BVZ, porém essa

diferenca ndo foi estatisticamente significativa.
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Figura 16 - Teste de esvaziamento realizado na artéria do pediculo vascular dos grupos
Retalho-SF e Retalho-BVZ no dia 7.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como frequéncia relativa (percentual) de testes positivos e negativos verificados em 10 animais
de ambos os grupos. O teste exato de Fisher foi usado para comparar os dois grupos em relacdo a positividade ou
negatividade do teste. Nao foi constatada diferenca estatisticamente significante entre os grupos Retalho-SF e
Retalho-BVZ em relacéo a proporgao de animais com teste de esvaziamento (P = 0,0867).

Figura 17 - Teste de esvaziamento realizado na veia do pediculo vascular dos grupos Retalho-
SF e Retalho-BVZ no dia 7.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como frequéncia relativa (percentual) de testes positivos e negativos verificados em 10 animais
de ambos os grupos. O teste exato de Fisher foi usado para comparar os dois grupos em relagdo a positividade ou
negatividade do teste. Nao foi constatada diferenga estatisticamente significante entre os grupos Retalho-SF e
Retalho-BVZ em relacdo a proporc¢ao de animais com teste de esvaziamento (P = 0,9999).
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Tabela 2 - Teste de esvaziamento realizado na artéria e na veia do pediculo vascular dos
grupos Retalho-SF e Retalho-BVZ no dia 7.

Teste de o

e Retalho-SF Retalho-BVZ Slgnn‘lcanma
" n (%) n (%) (Teste de Fisher)

positivo

Artéria 10 (100,00%) 6 (60,00%) P =0,0867

Veia 9 (90,00%) 8 (80,00%) P =0,9999

Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como frequéncia absoluta e relativa (percentual) de testes positivos verificados em 10 animais
de ambos os grupos. Para cada vaso, o teste exato de Fisher foi usado para comparar os dois grupos em relacéo a
positividade do teste. Tanto para a artéria como para a veia, ndao houve diferenca estatisticamente significante
entre 0s grupos Retalho-SF e Retalho-BVZ em relacdo & propor¢do de animais com teste de esvaziamento
positivo.

O teste de seccdo e observacdo de sangramento também confirmou um percentual
menor de paténcia em artérias (60%) e veias (80%) do grupo Retalho-BVZ, porém sem

diferenca significante (Figura 18,19 e tabela 3).
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Figura 18 - Teste de sangramento realizado na artéria do pediculo vascular dos grupos
Retalho-SF e Retalho-BVZ no dia 7.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como frequéncia relativa (percentual) de testes positivos e negativos verificados em 10 animais
de ambos os grupos. O teste exato de Fisher foi usado para comparar os dois grupos em relacdo a positividade ou
negatividade do teste. Nao foi constatada diferenca estatisticamente significante entre os grupos Retalho-SF e
Retalho-BVZ em relacéo a proporgao de animais com teste de sangramento (P = 0,0867).

Figura 19 - Teste de sangramento realizado na veia do pediculo vascular dos grupos Retalho-
SF e Retalho-BVZ no dia 7.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como frequéncia relativa (percentual) de testes positivos e negativos verificados em 10 animais
de ambos os grupos. O teste exato de Fisher foi usado para comparar os dois grupos em relagdo a positividade ou
negatividade do teste. N&o foi constatada diferencga estatisticamente significante entre os grupos Retalho-SF e
Retalho-BVZ em relacéo a proporcao de animais com teste de sangramento (P = 0,9999).
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Tabela 3 - Teste de sangramento realizado na artéria e na veia do pediculo vascular dos
grupos Retalho-SF e Retalho-BVZ no dia 7.

Teste de

Retalho-SF Retalho-BVZ Significancia
San.g.ramento n (%) n (%) (Teste de Fisher)
positivo
Artéria 10 (100,00%) 6 (60,00%) P =0,0867
Veia 9 (90,00%) 8 (80,00%) P =0,9999

Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como frequéncia absoluta e relativa (percentual) de testes positivos verificados em 10 animais
de ambos os grupos. Para cada vaso, o teste exato de Fisher foi usado para comparar os dois grupos em relacédo a
positividade do teste. Tanto para a artéria como para a veia, ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre os grupos Retalho-SF e Retalho-BVZ em relagdo a proporcdo de animais com teste de sangramento
positivo.

4.2 Analise histologica

4.2.1 Analise histologica da pele do retalho ou enxerto

Das 29 amostras colhidas, ndo foi possivel realizar analise de duas amostras devido a
problemas operacionais durante a coleta e confeccdo das laminas, uma do grupo Enxerto e
uma do grupo Retalho-SF. Restaram entdo 27 amostras: 10 amostras do grupo Retalho-BVZ,
9 amostras do grupo Retalho-SF e 8 amostras do grupo Enxerto.

As amostras da pele dos retalhos foram analisadas separadamente em quatro diferentes
cortes (epiderme e derme, derme profunda, zona intermediéria e pediculo vascular). O grupo
Retalho-SF apresentou vasos pérvios e, na maior parte de suas amostras, auséncia de necrose

ou infiltrados inflamatérios (Figura 20).
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Figura 20 - Grupo Retalho-SF, amostras evidenciando auséncia de necrose e vasos pérvios

Fonte: Elaborada pelo autor.
Setas brancas: vasos pérvios. Hematoxilina e Eosina, 5x.

As amostras do grupo Retalho-BVZ indicavam alguns vasos trombosados e uma maior

quantidade de focos de necrose, infiltrados inflamatdrios difusos (Figura 21).
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Figura 21 - Grupo Retalho-BVZ, amostras evidenciando maior quantidade de necrose,
infiltrados inflamatdrios e vasos trombosados
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Fonte: Elaborada pelo autor.
(A) Setas brancas: Necrose. (B) Seta preta: Vaso trombosado. Hematoxilina e Eosina, 5x.

O grupo Enxerto apresentava maior intensidade de focos de necrose e infiltrados
inflamatorios que os outros grupos, que geralmente se estendiam por toda a profundidade dos
cortes (Figura 22). Alguns vasos dos animais do grupo Enxerto também se revelaram
trombosados.

Figura 22 - Grupo Enxerto, amostras evidenciando grande intensidade de necrose e
infiltrados
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Fonte: Elaborada pelo autor.
(A,B) Setas brancas: Focos de necrose por diferentes cortes. Hematoxilina e Eosina, 5x.

A classificacdo da intensidade de necrose e infiltrados inflamatorios evidenciou maior

intensidade de necrose e inflamagcdo no grupo Enxerto, estatisticamente significante em
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relacdo ao grupo Retalho-SF (Figura 23 e 24). O grupo Retalho-BVZ apresentou uma maior
mediana de intensidade de necrose e inflamacdo em relacdo ao grupo Retalho-SF, mas néo

significativamente maior (Tabela 4).

Figura 23 - Avaliacdo do grau de necrose nos preparados histologicos do retalho ou enxerto
dos grupos Enxerto, Retalho-SF e Retalho-BVZ.
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Fonte: Dados da pesquisa.

O grau de necrose foi quantificado em ausente, discreto, moderado e intenso, correspondendo aos escores 0, 1, 2
e 3, respectivamente. Dados expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das
observacdes realizadas em 8 animais do grupo Enxerto, 9 ratos do grupo Retalho-SF e 10 animais do grupo
Retalho-BVZ. Comparac@es entre os trés grupos de tratamento foram feitas mediante o uso do teste de Kruskal-
Wallis, complementado pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn, para verificar diferencas entre os grupos
aos pares. O simbolo **(P=0,0015) denota diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo Enxerto.
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Figura 24 - Avaliagdo da intensidade do infiltrado inflamatdrio nos preparados histoldgicos do
retalho ou enxerto dos grupos
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Fonte: Dados da pesquisa.

A intensidade do infiltrado inflamatério foi quantificada em ausente, discreta, moderada e intensa,
correspondendo aos escores 0, 1, 2 e 3, respectivamente. Dados expressos como mediana, intervalo interquartil e
valores minimo e maximo das observaces realizadas em 8 animais do grupo Enxerto, 9 ratos do grupo Retalho-
SF e 10 animais do grupo Retalho-BVZ. Comparacdes entre os trés grupos de tratamento foram feitas mediante o
uso do teste de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de compara¢Ges multiplas de Dunn, para verificar
diferencas entre os grupos aos pares. O simbolo *(P=0,0279) denota diferenga estatisticamente significante em

relacdo ao grupo EnxertO.

Tabela 4 - Avaliacdo da intensidade da necrose e da inflamacdo nos preparados histologicos
do retalho ou enxerto dos grupos Enxerto, Retalho-SF e Retalho-BVZ

Parametro Enxerto Retalho-SF Retalho-BVZ Significancia

histolégico Mediana (11Q) Mediana (11Q) Mediana (11Q) (sl de FOLeEl -
Wallis)

Intensidade da 1,50 0,00 1,00 P = 0.0015

necrose (1,00 a 2,00) (0,00 a 0,00)* (0,00 a 1,25) '

Intensidade do

infiltrado 40 O b 0 P =0,0279

. L. (1,00 a 3,00) (0,00 a 1,00) (0,00 a 2,00) '

inflamatoério

Fonte: Dados da pesquisa.

11Q: intervalo interquartil; As letras (P=0,0015) e °(P=0,0279) denotam diferencas estatisticamente significantes em relagdo
ao grupo Enxerto (teste de Dunn).

A intensidade da necrose e do infiltrado inflamatério foi quantificada em ausente, discreta, moderada e intensa,
correspondendo aos escores 0, 1, 2 e 3, respectivamente. Os dados correspondem a andlise de 8 animais do
grupo Enxerto, 9 ratos do grupo Retalho-SF e 10 animais do grupo Retalho-BVZ. Comparacdes entre os trés
grupos de tratamento foram feitas mediante o uso do teste de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de
comparagdes maltiplas de Dunn, para verificar diferencas entre os grupos aos pares. Constatou-se que, no grupo
Retalho-SF, tanto a necrose como a inflamacéo foram menos intensas que no grupo Enxerto.

De acordo com Tabela 5, constata-se ocorréncia de necrose significativamente maior

nos grupos Enxerto e Retalho-BVZ, em relagéo ao grupo Retalho-SF. Observando Tabela 6, a
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ocorréncia de inflamacdo foi menor no grupo Retalho-SF em relagdo aos grupos Enxerto e
Retalho-BVZ, porém com significancia marginal (P=0,0588).
Conforme tabela 7, ndo houve diferengas significantes na ocorréncia de hemorragia

dos trés grupos.

Tabela 5 - Ocorréncia de necrose nos preparados histologicos do retalho ou enxerto dos
grupos Enxerto, Retalho-SF e Retalho-BVZ.

Necrose

Total

Grupo Presente Ausente ota

Enxerto 7 (87,50%) 1 (12,50%) 8 (100,00%)

Retalho-SF 0 (0,00%) 9 (100,00%) 9 (100,00%)
10

- 0, 0
Retalho-BVZ 6 (60,00%) 4 (40,00%) (100,00%)
Total 13 14 27

Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como frequéncia absoluta e relativa (percentual) das observagdes realizadas em 8 animais do
grupo Enxerto, 9 ratos do grupo Retalho-SF e 10 animais do grupo Retalho-BVZ. O teste qui-quadrado foi usado
para comparar os trés grupos em relagdo a ocorréncia de necrose. Constatou-se que a ocorréncia de necrose nos
preparados histologicos dos animais dos grupos Enxerto e Retalho-BVZ foi significantemente maior que nos
ratos do grupo Retalho-SF (P = 0,0010).

Tabela 6 - Ocorréncia de inflamacéo nos preparados histoldgicos do retalho ou enxerto dos
grupos Enxerto, Retalho-SF e Retalho-BVZ.

Infiltrado inflamatorio

Grupo Total
Presente Ausente

Enxerto 7 (87,50%) 1 (12,50%) 8 (100,00%)

Retalho-SF 3 (33,33%) 6 (66,67%) 9 (100,00%)

Retalho-BVZ 7 (70,00%) 3 (30,00%) 10

(100,00%)
Total 17 10 27

Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como frequéncia absoluta e relativa (percentual) das observacdes realizadas em 8 animais do
grupo Enxerto, 9 ratos do grupo Retalho-SF e 10 animais do grupo Retalho-BVZ. O teste qui-quadrado foi usado
para comparar 0s trés grupos em relacdo & ocorréncia de inflama¢do. Ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes entre os trés grupos de tratamento em relacdo a ocorréncia de inflamag&o. Todavia,
as diferencas observadas podem ser consideradas marginalmente significantes (P=0,0588).
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Tabela 7 - Ocorréncia de hemorragia nos preparados histolégicos do retalho ou enxerto dos
grupos Enxerto, Retalho-SF e Retalho-BVZ.

Hemorragia
Grupo Total
Presente Ausente
Enxerto 1 (12,50%) 7 (87,50%) 8 (100,00%)
Retalho-SF 2 (22,22%) 7 (77,78%) 9 (100,00%)
10
- 0, 0
Retalho-BVZ 2 (20,00%) 8 (80,00%) (100,00%)
Total 5 22 27

Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como frequéncia absoluta e relativa (percentual) das observacdes realizadas em 8 animais do
grupo Enxerto, 9 ratos do grupo Retalho-SF e 10 animais do grupo Retalho-BVZ. O teste qui-quadrado foi usado
para comparar 0s trés grupos em relacdo a ocorréncia de hemorragia. Ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes entre os trés grupos de tratamento em relagdo a ocorréncia de hemorragia
(P=0,8657).

4.2.2 Analise histolégica de segmento do pediculo vascular contendo anastomose

Vinte amostras foram colhidas, ndo foi possivel realizar analise de duas das amostras
devido a problemas operacionais, durante a coleta e tentativa de confeccdo de corte axial dos
vasos, uma do grupo Retalho-SF e uma do grupo Retalho-BVZ.

Né&o houve diferenca estatistica quando comparados os grupos Retalho-SF e Retalho-
BVZ em relacdo a ocorréncia de trombose intraluminal nos vasos do pediculo (Tabela 8). A
mensuracdo das paredes das artérias dos diferentes grupos também ndo evidenciou diferenca
significativa (Figura 25 e Tabela 9).

Tabela 8 - Ocorréncia de trombose intraluminal nos vasos do pediculo vascular do retalho dos
grupos Retalho-SF e Retalho-BVZ.

Trombose intraluminal

Grupo Total
Presente Ausente

Retalho-SF 3 (33,33%) 6 (66,67%) 9 (100,00%)

Retalho-BVZ 4 (44,44%) 5 (55,56%) 9 (100,00%)

Total 7 11 18

Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como frequéncia absoluta e relativa (percentual) das observacdes realizadas em 9 animais de
ambos os grupos. O teste exato de Fisher foi usado para comparar os dois grupos em relagdo a ocorréncia de
trombose intraluminal. N&o foi constatada diferenca estatisticamente significante entre os grupos Retalho-SF e
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Retalho-BVZ em relacdo a propor¢cdo de animais que evoluiram com trombose intraluminal dos vasos do
pediculo vascular do retalho (P = 0,9999).

Figura 25 - Espessura, em micrdmetros, da parede da artéria do pediculo vascular do retalho
mensurada nos grupos Retalho-SF e Retalho-BVZ.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dados expressos como média e desvio padrdo das medices efetuadas em 9 animais de ambos 0s grupos.
ComparacGes entre os dois grupos de tratamento foram feitas mediante o uso do teste t para dados ndo
emparelhados. N&o foi constatada diferenca estatisticamente significante entre os grupos Retalho-SF e Retalho-
BVZ em relacdo a espessura da parede da artéria do pediculo vascular do retalho (P=0,5387).

Tabela 9 - Espessura, em micrémetros, da parede da artéria do pediculo vascular do retalho
mensurada nos grupos Retalho-SF e Retalho-BVZ.

s Retalho-SF Retalho-BVZ Diferenca Significancia
Parametro  \\cia+DP (1=6)  Média DP (1=6)  de médias IC 95% (teste t)
Espessura da
artéria do 62,56 + 18,47 58,00 + 11,50 4,56 -10,82 a 19,93 P = 0,5393
pediculo
vascular

DP: desvio padrao; IC 95%: intervalo de confianca de 95% da diferenca de médias.

Fonte: Dados da pesquisa.

Os dados correspondem a analise de 9 animais de ambos os grupos. O teste t para dados ndo emparelhados foi
usado para comparar os dois grupos de tratamento. N&o foi constatada diferenca estatisticamente significante
entre os dois grupos em relacéo a espessura da parede da artéria do pediculo vascular do retalho.
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5 DISCUSSAO

Multiplos estudos em modelos animais, geralmente em ratos, camundongos e coelhos,
avaliam o efeito de farmacos antiangiogénicos na cicatrizacdo de feridas. Esses farmacos
inicialmente foram implicados por seus efeitos deletérios no fechamento de feridas, porém
alguns estudos concluem que a inibicdo parcial da angiogénese pode reduzir a formacéo de
tecido cicatricial, diminuindo incidéncia de cicatrizes hipertroficas e proporcionando melhores
resultados cosméticos (TONNESEN; FENG; CLARK, 2000; DIPIETRO, 2016).

A literatura aponta diversos efeitos adversos do Bevacizumabe (BVZ) na cicatrizagédo
de feridas, entre os principais: equimose, sangramento, deiscéncia e infeccdo (THORNTON et
al., 2006; SHARMA; MARCUS, 2013). Porém, ndo se encontra, apos revisao de literatura,
pesquisa avaliando influéncia de BVZ em retalhos. Alguns estudos analisaram influéncia de
farmacos antiangiogénicos em retalhos cutaneos randomizados, porém utilizaram a
endostatina como inibidor da aniogénese (DOBRYANSKY et al., 2004). No presente estudo,
retalhos inguinais livres foram realizados em ratos, com o propoésito de analisar a influéncia de
BVZ na viabilidade desses retalhos e também seu efeito no pediculo vascular, na regido da
anastomose microvascular.

Diversos modelos de estudo de retalhos cutaneos em animais, geralmente ratos ou
camundongos, estdo descritos na literatura. Podemos classifica-los em retalhos randémicos,
axiais ou livres. Os retalhos randdmicos geralmente sdo confeccionados no dorso do animal,
sem planejamento do retalho sobre trajeto de algum vaso especifico, recebem sua
vascularizacdo apenas através da pele da base do retalho (DOBRYANSKY et al., 2004;
CHEN et al., 2018). Os retalhos axiais sdo planejados sobre a trajetdria de algum vaso
especifico, que é responsavel pelo seu suprimento sanguineo. Isola-se todo o retalho,
mantendo-se, porém, sua conexao com o pediculo vascular. Os retalhos livres sdo levantados
da mesma forma que os retalhos axiais, porém realiza-se sec¢do temporaria do pediculo
vascular que supre o retalho e sua conexao aos vasos receptores. O retalho inguinal destaca-se
na literatura em relacdo aos outros modelos de retalhos em animais, podendo ser
confeccionado como um retalho axial ou livre. Ele é planejado sobre 0s vasos epigastricos
superficiais e é amplamente difundido na literatura devido a sua anatomia constante e a facil
disseccdo do seu pediculo vascular (KRYGER et al., ; WERKER et al., 1992; VAN
ADRICHEM et al., 1996; TONSETH et al., 2006; WALLMICHRATH et al., 2014). No

presente estudo o retalho inguinal livre foi utilizado como modelo, transferindo o retalho para
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os vasos femorais ipsilaterais, assim como CUNNINGHAM; SHONS, (1979); COOLEY;
TADYCH; GOULD, (1990); VAN ADRICHEM et al. (1996) e DRAKE et al.(2000).

A literatura aponta grande divergéncia em relagdo a dosagem de BVZ utilizada em
ratos. ACUN et al. (2018) concluiram que apenas uma dose de 2.5mg/kg de BVZ,
administrada intraperitonealmente, foi suficiente para prevenir formacdo de adesbes
intraperitoneais. Outro estudo também comprovou eficicia da dose uUnica de 2.5mg/kg
intraperitoneal de BVZ na regressdo de lesdes endometridticas peritoneais (SOYSAL et al.,
2014). Qutros autores utilizaram doses de 2.5mg a 10mg/kg de BVZ por via intraperitoneal,
repetindo a dose diariamente ou semanalmente (OZSOY et al., 2017; ASLAN et al., 2018). As
divergéncias também acontecem quando a via de administracdo escolhida é a intravenosa:
STEGMAYR et al. (2017) utilizaram doses mais altas, de 10 a 45mg/kg, enquanto THORN et
al. (2012) utilizaram dose Unica de 1mg/kg. A dose utilizada nesse estudo foi Unica, de 5mg
de BVZ por quilo de peso do animal, administrada por via intravenosa, mesma dose utilizada
por SPERLING et al. (2012). Uma dose maior, em estudos futuros, pode tornar significativas
algumas anélises dos efeitos do BVZ em retalhos livres.

No presente estudo evidenciamos menor percentual de sobrevivéncia no tecido dos
grupos Enxerto e grupo Retalho-BVZ, em relacdo ao grupo Retalho-SF. O percentual de
“pega” do enxerto, denominagdo dada a area do enxerto que evolui sem necrose, quando
realizada enxertia de pele total em humanos, é de cerca de 70-100% do tecido (LANDAU et
al., 2008; RAO; TILLO; DALAL, 2008; HARVEY; SMITH; PATTERSON, 2009). Porém
esse percentual de sucesso ndo se reflete em modelos experimentais em ratos, que possuem
um percentual de “pega” menor, de cerca de 20 a 30% de sobrevivéncia da area do enxerto.
Essa menor taxa provavelmente se deve a dificuldade em manter os animais em repouso no
pos-operatério (WERKER et al., 1992; ZHANG et al., 2008; ZOGRAFOU et al., 2011). O
achado do grupo Enxerto, de média de 22,81% de tecido vidvel corrobora com os estudos
anteriormente citados (WERKER et al., 1992; ZHANG et al., 2008; ZOGRAFQOU et al.,
2011). A média de 83,98% de area vidvel do grupo Retalho-SF também esté de acordo com a
literatura, onde a taxa de sobrevivéncia média da area do retalho inguinal livre varia de 75-
90% da area (PARSA,; SPIRA, 1979; VAN ADRICHEM et al., 1996; CASAL et al., 2017).

DOBRYANSKY et al. (2004) investigaram a influéncia da Endostatina na viabilidade
de retalho randémico dorsal em camundogos. Vinte ratos foram divididos em grupo |, que
recebeu Endostatina no pré-operatorio, e grupo Il, que recebeu SF 0.9% no pré-operatdrio,
considerado grupo controle. O percentual de sobrevivéncia do retalho do grupo | no 9° dia

pos-operatdrio foi de 20%, significativamente menor do que o grupo 1l- controle (100%). No
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presente estudo o grupo tratado com BVZ no pré-operatdrio apresentou um menor percentual
de éarea considerada viavel, 60,50%, em relacdo ao grupo Retalho-SF (diferenca nao
significativa). O efeito deletério do BVZ no retalho é aparentemente menor do que o causado
pela Endostatina no estudo anterior (DOBRYANSKY et al., 2004).

O presente estudo evidenciou paténcia coincidente entre o teste de esvaziamento (teste
de Ackland) e o teste de sangramento no grupo do Retalho-SF: foi constatado paténcia em
100% das anastomoses arteriais e 90% de anastomoses venosas. Esses valores corroboram
com os da literatura, onde evidenciamos paténcia em de cerca de 70 a 100% dos pediculos
vasculares de retalhos inguinais livre (VAN ADRICHEM et al., 1996; TONSETH et al.,
2006; WALLMICHRATH et al., 2014). O grupo Retalho-BVZ apresentou menor paténcia do
seu pediculo vascular no pds-operatério, os testes de esvaziamento e sangramento foram
coincidentes, evidenciando paténcia em 60% das artérias e 80% das veias. Porém essa
diferenca ndo foi estatisticamente significante quando comparada ao grupo Retalho-SF.
TONSETH et al. (2006) desenvolveram um modelo de transferéncia do retalho inguinal livre
para o dorso do rato, realizando a anastomose na veia jugular externa e artéria carotida. Esses
autores também evidenciaram uma maior incidéncia de oclusdo no segmento arterial do
pediculo, com oclusdo de 17% das anastomoses arteriais e 0% de oclusdo venosa.

BALLESTIN et al. (2018) realizaram retalhos inguinais livres em ratos Wistar para
avaliar a influéncia de células-tronco de tecido adiposo embebidas em colageno tipo | na
sobrevivéncia desses retalhos, quando expostos a uma lesdo por isquemia/reperfusdo. Esses
autores utilizaram o corante hematoxilina e eosina (H&E) para andlise histologica de tecido da
pele do retalho. A presenca de necrose, edema e hemorragia foi estimada por patologista,
cego, classificando-as em ausente, leve, moderada ou intensa. O estudo evidenciou um maior
nivel de infiltrado inflamatorio e necrose no grupo que havia sido submetido a oito horas de
isquemia (BALLESTIN et al., 2018). No presente estudo utilizamos técnica semelhante & de
BALLESTIN (2018) e constatou-se, através de anélise de patologista cego para a metodologia
do estudo, ocorréncia de necrose significativamente maior nos grupos Enxerto e Retalho-
BVZ. Observou-se também ocorréncia de inflamagdo maior nos grupos Enxerto e Retalho-
BVZ, essa andlise, porém, ndo atingiu significancia (P=0,0588).

A coloragdo H&E é amplamente utilizada na avaliagdo histoldgica de retalhos
cutaneos ou musculares em ratos, devido a seu facil manuseio e baixo custo (KRYGER et al.,
: DEMIR et al., 2006; BALLESTIN et al., 2018). Porém, DOBRYANSKY et al. (2004)
realizaram contagem vascular em retalhos de ratos, através de reacdo imuno-histoquimica

com anticorpo anti-CD31, verificando uma menor densidade vascular no grupo tratado com
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Endostatina (diferenca ndo significante). Uma limitacdo do presente estudo foi a néo
realizacdo de analise histologica por imuno-histoquimica devido ao alto custo dos anticorpos.

DEMIR et al. (2006) investigaram o efeito da torcdo do pediculo vascular na
viabilidade de retalhos cutaneos em ratos, dividindo-os em quatro diferentes grupos, em
ordem crescente de aumento de rotacdo do pediculo. Os autores utilizaram coloracdo H&E
para analisar cortes axiais do pediculo vascular, verificando uma maior formacdo de trombo
nos grupos cujos pediculos foram submetidos a uma rotacéo de 180° e 270°. O presente estudo
realizou andlise semelhante de segmentos arteriais do pediculo vascular contendo a
anastomose microvascular. O patologista, cego para metodologia, realizou andlise da
ocorréncia de trombose intraluminal e foi realizada afericdo das camadas media e intima dos
vasos em cortes axiais. A espessura da camada intima pode variar por influéncia de farmacos,
trauma ou alteragdo do fluxo sanguineo local. Esses dados, porém, ndo evidenciaram
diferenca significativa entre os grupos Retalho-SF e Retalho-BVZ. O segmento venoso do
pediculo ndo foi analisado, devido a dificuldade em acondicionar esse tecido maledvel em
orientacdo vertical nos blocos de parafina, para realizar cortes axiais adequados.

Uma limitacdo desse estudo, realizado em ratos Wistar, é que envolve o sacrificio do
animal no 7° dia pos-operatério. Entdo, por motivos éticos, deve-se limitar a quantidade de
animais utilizados para 0 minimo necessario para se chegar a uma avaliacdo estatistica
confiavel. Isso pode ter evitado que algumas andlises atingissem significancia estatistica. As
vantagens da utilizacdo desse modelo é a de utilizacdo de um animal de porte favoravel ao
manuseio, elevada resisténcia a infeccdo e trauma cirdrgico, além de ser um modelo difundido
na literatura, facilitando analises comparativas (WERKER et al., 1992; DEMIR et al., 2006;
TONSETH et al., 2006; WALLMICHRATH et al., 2014).

Outras limitacdes desse estudo, além da quantidade restrita de animais e da auséncia
de andlise histolégica por imunohistoquimica, foram as seguintes: indisponibilidade de
equipamento especifico para afericdo da perfusdo do retalho (fluxometria por Laser Doppler),
utilizacdo de dose Unica de BVZ de 5mg/kg. Estudos futuros com quantidades maiores de
animais e doses mais elevadas podem tornar algumas analises significantes.

Em suma, o BVZ causa uma maior ocorréncia de necrose e inflamagdo em retalhos
inguinais livres em ratos, porem ndo ha reducao significativa do percentual de &rea viavel dos
retalnos e da paténcia do pediculo vascular. Esses dados podem embasar decisbes
relacionadas a indicacdo de procedimentos cirargicos de urgéncia em pacientes que fazem o

uso desse farmaco. Mais estudos, porém, sdo necessarios, para confirmar os resultados
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observados e para estimar um periodo seguro de suspensdo de BVZ, antes e apos a realizacao

desse tipo de procedimento.
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6 CONCLUSAO

A administracdo prévia de Bevacizumabe ndo afetou negativamente a viabilidade de
retalhos inguinais livres em ratos. Ndo causou diferenca significativa no percentual de area
viavel do retalho ou na incidéncia de trombose arterial e venosa.

O Bevacizumabe provocou uma maior ocorréncia de achados histologicos de necrose

na pele dos retalhos dos animais.
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7. APENDICES E ANEXOS

A) Anexo A: CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA AO USO DE ANIMAIS

Universidade Federal do Ceara
Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE

Dils Golo CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “EFEITO DA ADMINISTRACAO DE
CETUXIMABE E BEVACIZUMABE NA ANGIOGENESE DE RETALHO INGUINAL
LIVRE EM RATOS.”, protocolo n°126/2016, sob-responsabilidade da Prof. Dr. Manoel Odorico
de Moraes Filho, que envolve a pmgug@o, ‘manutengdo A,;rﬁl\ou utilizagdo pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o h@me%n'),, ara fin de pesquisa cientifica - encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei 11794, de n°8 de outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15de julho
de 2009, e com as normas editadas pe Qénie Iho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e foi adotado pelo Colégio Brasilei rimentagdo Animal (COBEA), foi

aprovado pela Comissdo de Eti Jso de / *) da Universidade Federal do
Ceard, em reunido em 28 de 2017. ‘
Vigéncia do projeto 4107 | 8
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