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= RESUMO

Introducao: Bevacizumabe é um dos farmacos mais utilizados no tratamento do
cancer. Existem evidéncias de que drogas antiangiogénicas reduzem a taxa de
sobrevivéncia dos retalhos, porém nao est4 claro se isso se aplica ao bevacizumabe.
Investigamos o efeito de bevacizumabe na viabilidade de retalhos livres em ratos.
Meétodo: Os animais foram randomizados em trés grupos. O grupo Enxerto recebeu
injecédo intravenosa de soro fisiolégico 0,9% (SF 0,9%) e foi submetido a uma
enxertia de pele total. Os grupos Retalho-SF e Retalho-BVZ foram submetidos
a retalhos inguinais livres e receberam injegoes intravenosas, respectivamente,
de SF 0,9% e Bevacizumabe. Resultados: O grupo Enxerto apresentou menor
percentual de area de retalho viavel (22,81%) em relacdo ao grupo Retalho-SF
(83,98%; p<0,0001) e Retalho-BVZ (60,50%; p=0,0048). Os pediculos do grupo
Retalho-BVZ apresentaram menor paténcia, mas a diferenca em relagio ao grupo
Retalho-SF nao foi significante (artérias, p=0,0867; veias, p=0,9999). A ocorréncia
de necrose foi 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
inflamacao foi menor no grupo Retalho-SF (33,33%) em relagéo aos grupos Enxerto
(87,5%) e Retalho-BVZ (70,00%), porém essa analise nao atingiu significAncia
(p=0,0588). Ndo houve diferencas significantes na ocorréncia de hemorragia ou
trombose intraluminal entre os grupos. Conclusao: O aumento da inflamacéo,
reducéo da paténcia e das areas viaveis dos retalhos, apesar de néo significantes,
corroboram com efeitos deletérios do bevacizumabe evidenciados na anélise
histolégica e demandam futuros estudos dos potenciais efeitos adversos da droga.

Descritores: Bevacizumabe; Retalhos cirurgicos; Retalhos de tecido biolégico;
Sobrevivéncia de tecidos; Ratos; Microcirurgia.

= ABSTRACT

Introduction: Bevacizumab is among the most frequently used drugs in cancer
treatment. There is evidence that some anti-angiogenic drugs reduce flap survival,
but it is unclear whether this applies to Bevacizumab. We investigated the effect of
Bevacizumab on the viability of free flaps in rats. Methods: The animals were randomly
assigned to one of three groups. The Graft group received intravascular saline and was
submitted to a full-thickness skin graft. The Flap-Saline and the Flap-BVZ groups
underwent a free groin flap after receiving, respectively, intravascular saline solution or
intravascular administration of Bevacizumab. Results: The Graft group showed alower
percentage of the viable area (22.81%) relative to the Flap-Saline (83.98%; p<0.0001)
and the Flap-BVZ groups (60.50%; p=0.0048). The lowest vascular pedicle patency was
observed in the Flap-BVZ group, but the difference relative to the Flap-Saline was not
significant (arteries, p=0.0867; veins, p=0.9999). A significant difference was observed
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in the occurrence of necrosis (p=0.0010), which was higher in the histological samples
of the Graft (87.50%) and the Flap-BVZ (60.00%) relative to the Flap-Saline Group (0%).
Inflammation occurred less frequently in the Flap-Saline (33.33%) compared to the Graft
(87.5%) and Flap-BVZ group (70.00%), but the difference did not reach significance
(p=0.0588). No significant differences emerged in the occurrence of hemorrhage or
intraluminal thrombosis. Conclusion: The increase in inflammation, decrease in patency
and reduction of viable area, though not significant, are in line with the histological
analysis and call for further research on the potential adverse effects of the drug.

Keywords: Bevacizumab; Surgical flaps; Free tissue flaps; Tissue survival; Rats;

Microsurgery.

INTRODUCAO

A angiogénese é um processo que ocorre
fisiologicamente durante periodos de crescimento
tecidual, reparo tecidual ou no ciclo reprodutivo. Esse
processo é regulado pelo equilibrio entre fatores pré-
angiogénicos e antiangiogénicos e resulta na formacéo
de novos vasos sanguineos. O crescimento tumoral e
a metastase sdo altamente dependentes do processo
angiogénico'. Folkmann foi pioneiro ao estabelecer, no
inicio da década de 1970, a dependéncia do crescimento
tumoral sélido da angiogénese, incentivando assim
mais pesquisas sobre agentes antiangiogénicos como
uma opc¢ao para o tratamento do cancer®.

O Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
tem sido implicado como uma das principais proteinas
pré-angiogénicas secretadas pelo tumor que atuam
sobre o tecido circundante e levam a formacéo de
novos vasos. Esse estado neovascularizado favorece
o crescimento do tumor e sua passagem de uma fase
latente para uma fase metastatica®*. Consequentemente,
drogas que bloqueiam a sinalizagdo da angiogénese,
especialmente anticorpos anti-VEGE, estdo entre as
drogas antiangiogénicas mais utilizadas no tratamento
de alguns dos tumores mais prevalentes®*.

Bevacizumabe (Avastin®, Genentech) foi o
primeiro inibidor de angiogénese aprovado pela FDA, o
que ocorreu em 2004. Foi inicialmente usado para tratar
cancer colorretal metastatico e posteriormente associado
ao 5-fluorouracil para tratar cAncer de mama, pulméo,
ovério e glioblastoma3?*. Liga-se seletivamente a isoforma
VEGF-A, impedindo sua ligacio aos seus receptores de
tirosina quinase (VEGFR-1 e 2), evitando assim o inicio
da cascata angiogénica no tumor®4®,

Bevacizumabe (BVZ) tem véarios efeitos colaterais
e tem sido implicado em complicagbes na cicatrizagio
de feridas, como deiscéncia, hematomas, sangramento e
infeccoes. Alguns pacientes apresentam essas complicagoes
mesmo seguindo a recomendacio de aguardar 28 dias apds
a cirurgia para reiniciar a administragido do BVZ™,

Até onde sabemos, os efeitos das drogas
antiangiogénicas na viabilidade do retalho livre em

humanos ainda néo foram investigados. Esses efeitos
foram estudados em modelos animais, mas apenas em
retalhos aleatérios. Dobryansky et al.? concluiram que
a administracido prévia de endostatina (inibidor da
angiogénese) em camundongos causou uma diminuicio
estatisticamente significativa nas taxas de sobrevivéncia
de retalhos cutaneos randémicos.

O numero de pacientes diagnosticados com cincer
tem aumentado em todo o mundo. Por exemplo, os relatérios
globais de cincer registraram 18 milhoes de novos casos
e 9 milhées de mortes relacionadas & doenca em 2017%.
A alta incidéncia da doenca associada ao uso crescente
de drogas antiangiogénicas aumenta a probabilidade de
que os pacientes com cincer eventualmente precisem de
cirurgia reconstrutiva urgente ou reimplante.

Essa cirurgia pode ser necesséria por diferentes
razoes, incluindo o tratamento do cincer. Vale ressaltar que
a microcirurgia reconstrutiva revolucionou o tratamento
de lesbes complexas, algumas antes consideradas
irreparaveis. Diferentes estratégias de reconstrucao
tornaram-se disponiveis para tratar o cAncer com uma
Unica cirurgia, transferindo diferentes tipos de tecidos
de uma area doadora saudavel para o local afetado,
promovendo melhores resultados funcionais e diminuindo
a incidéncia de amputacoes de membros!.

OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da administracao prévia de BVZ na viabilidade
de retalhos inguinais livres em ratos e anastomoses
microvasculares.

METODO
Animais

Trinta ratos Wistar machos adultos (207-391g)
foram usados no estudo. Este modelo animal oferece
diversas vantagens, como o tamanho favoravel de
manejo do animal e sua alta resisténcia a infecgbes e
traumas cirargicos. Além disso, tem sido amplamente
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utilizado na literatura’®>® e sua adogéo facilita a analise

comparativa. O protocolo do estudo foi aprovado pelo
Comité de Pesquisa Animal da Universidade Federal do
Ceara (Protocolo n® 126/2016) de acordo com a legislagio.

Antes de serem operados, os animais foram
mantidos em gaiolas confortidveis com espaco para
quatro animais adultos, livre acesso a ragio e agua, e
sob ciclo claro-escuro de 12/12 horas (luzes acesas as
5h). Todos os procedimentos cirtrgicos foram realizada
apo6s injecao anestésica intraperitoneal de uma mistura
de cetamina (80mg/kg) e xilazina (10mg/kg).

Todos os ratos foram alojados individualmente
ap6s a cirurgia e receberam um protetor pés-operatério
para roedores, conforme descrito por Westin & Hedén1¢
para prevenir a canibalizac¢io do retalho (Figura 1).

Design experimental

Trata-se de um estudo experimental randomizado
com anélise comparativa da viabilidade de retalho livre
e enxerto de pele nos seguintes grupos, cada um com 10
animais. O grupo Enxerto foi submetido a enxertia de

Figura 1. (A) Uma area circular em torno de 3 x 3cm foi marcada na virilha; (B)
Retalho de pele levantado com base nos vasos epigéstricos caudais superficiais
direitos (seta preta); (C) Vasos epigéstricos caudais superficiais direitos (seta
preta) e vasos femorais (seta branca), a bifurcacdo dos vasos femorais (vasos
popliteo e safeno) foi ligada distalmente & emergéncia dos vasos epigéstricos
caudais superficiais (seta vermelha); (D) Animal alojado individualmente ap6s
a cirurgia e equipado com um protetor de colar pds-operatério para evitar
canibalizagéo do retalho.

pele de espessura total na regido da virilha, recebendo
infuséo intravenosa de 0,5mL de soro fisiol6gico sete dias
antes do procedimento. Os ratos do grupo Flap-Saline
foram submetidos a retalho livre na virilha apés infusao
intravenosa de 0,5mL de solugao salina sete dias antes do
procedimento. Por fim, os animais do grupo BVZ-Flap
foram tratados com BVZ na dose de 5mg/kg diluida em
0,5mL de solugio salina sete dias antes do procedimento
de retalho inguinal livre.

Todos os tratamentos (BVZ ou solucao salina)
foram administrados por via intravenosa na veia lateral
da cauda.

Modelo de retalho

O procedimento cirurgico baseou-se em um retalho
livre de pele na virilha. Uma area circular de 3x3cm foi
demarcada na virilha e levantada como um retalho de
pele com base nos vasos epigéastricos caudais superficiais
direitos. O pediculo vascular foi dissecado realizando
ligaduras com fio de nailon 7-0 e 8-0 em todos os ramos dos
vasos femorais distais 4 emergéncia dos vasos epigastricos
caudais superficiais: os ramos colaterais (vasos femorais
caudais proximais e vasos geniculares proximais mediais)
e a bifurcacao distal dos vasos femorais (vasos popliteo
e safeno) foram ligados'. O fluxo sanguineo do retalho
vem do segmento proximal da artéria femoral e continua
diretamente pela artéria epigéastrica caudal superficial
(Figura 1).

A veia epigastrica caudal superficial em direcéo a
veia femoral proximal transporta a drenagem venosa. A
artéria e a veia femoral foram clampeadas distalmente
a ascensio dos vasos femorais profundos e proximal a
saida dos vasos epigéstricos caudais superficiais, cortadas
e anastomoses microcirurgicas foram realizadas (suturas
interrompidas de nailon 10-0). A perfuséo do retalho foi
entdo avaliada verificando-se seu colo ou o sangramento
de suas bordas.

O teste de esvaziamento e reenchimento (Acland) foi
aplicado aos vasos para avaliar a perviedade. Se a perfuséao
doretalho fosse considerada comprometida, a anastomose
responsavel era identificada por meio do teste de Acland,
excisada e refeita. A sutura da pele foi realizada com
pontos continuos de mononailon 5-0. O grupo Enxerto foi
submetido ao mesmo procedimento descrito acima, mas as
anastomoses nio foram realizadas para comparar as taxas
de sobrevivéncia do enxerto com o retalho.

Todos os procedimentos foram realizados pelo
mesmo cirurgiao (primeiro autor) por meio da técnica
padronizada descrita acima.

Monitoramento de retalhos

Os ratos foram avaliados nos dias 0, 2 e 7 quanto
a sobrevivéncia, cor e textura do retalho ou enxerto de
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pele. A avaliacdo consistiu em analise macroscépica
(realizada nos dias 0, 2 e 7) e andalise histolégica
(realizada apds o sacrificio dos animais no dia 7).

Os animais foram novamente anestesiados no dia
7, e uma camera digital de alta resolugio (12 megapixels)
foi usada para obter fotografias coloridas padronizadas
com 3024 x 4032 pixels, que permitiram a medigio da
drea de necrose e deiscéncia por meio de software de
computador (Image J versao 1.52a)'.

Primeiro, o software mediu a drea total da retalho
em pixels. Em seguida, foi realizada a sele¢io manual das
cores rosa e branca, consideradas tecidos viaveis. Areas
vermelhas ou pretas foram consideradas deiscéncia
ou necrose e excluidas da segunda selecdo. A area de
tecido viével foi dividida pela area total do retalho e
multiplicada por 100, resultando na porcentagem de
tecido viavel. Dois assistentes de pesquisa “cegos”
realizaram as medigoes separadamente e as médias das
duas medigoes foram analisadas.

Além disso, os animais de Flap-BVZ e Flap-Saline
foram reoperados no dia 7, e seu pediculo vascular foi
explorado para perviedade. O teste de esvaziamento
e reenchimento (teste de Acland) foi realizado e
registrado e, posteriormente, os vasos foram seccionados
distalmente a anastomose, com o registro da presenca
de sangramento nos vasos pérvios.

Analise histologica

Os animais foram sacrificados no sétimo dia
ap6s a cirurgia com alta dose de cetamina (240mg/kg)
e xilazina (30mg/kg). A area do retalho e um pequeno
segmento, incluindo a regido das anastomoses da artéria
e veia femoral, foram excisados e fixados com formol a
10% para inclusao em parafina. Os animais submetidos
ao procedimento de enxertia de pele (grupo Enxerto)
tiveram apenas a area de pele enxertada colhida. Os
tecidos embebidos em parafina foram seccionados
em fatias de 5 um e preparados para coloracdo com
hematoxilina/eosina.

Foram feitos esforcos para posicionar os vasos
verticalmente nos blocos de parafina, realizando
cortes axiais, possibilitando medir, sob microscopia
de luz, a espessura da camada da parede vascular e
registrar a presenca de trombose intraluminal. Todas as
preparacoes foram observadas, pontuadas e avaliadas
por um anatomopatologista experiente e “cego”.

Fotografias padronizadas de laminas de segmentos
arteriais foram realizadas com ciAmera de microscopia
digital de alta resolugio e, por meio de software de
computador (Image J)®¥, foram medidas as camadas da
parede vascular para investigagio de hiperplasia intimal.

As amostras de pele eram triangulares, com
pediculos em angulos inferiores. Foram feitos quatro

cortes: zona do pediculo, zona intermediéaria, zona da
derme profunda e derme superficial associada & zona da
epiderme. O patologista classificou esses cortes de amostra,
classificando os achados de necrose e inflamagéo como
ausentes, leves, moderados ou intensos. O patologista
classificou a presenca de hemorragia como presente ou
ausente.

Analise estatistica

As medidas de viabilidade do retalho e espessura
da artéria do pediculo vascular, que eram varidveis
continuas, foram inicialmente analisadas pelo teste de
Shapiro-Wilk para verificar a normalidade da distribuicao.
Como esse requisito foi atendido para ambas as variaveis,
foram calculadas estatisticas descritivas (média e desvio
padrao) e métodos paramétricos foram usados.

As comparacoes entre os grupos Graft, Flap-SF e
Flap-BVZ em relacao a porcentagem de area de tecido
viavel foram feitas por meio de uma anélise de varidncia
(ANOVA) unidirecional. Sempre que a ANOVA indicou
diferencas significativas, testes de comparagdes multiplas
de Tukey foram realizados para verificar diferencas entre
os pares de grupos. Um teste t ndo pareado comparou
os grupos Flap-SF e Flap-BVZ quanto a espessura da
parede arterial do pediculo vascular.

Variaveis ordinais, intensidade de necrose e
medidas de inflamag¢ido em preparagoes histolégicas
foram expressas como mediana, intervalo interquartil
e valores minimo e maximo. As comparagdes entre os
grupos Graft, SF-Flap e BVZ-Flap em relacgdo a essas
variaveis foram feitas por meio do teste de Kruskal-
Wallis, complementado pelos testes de comparagoes
multiplas de Dunn, para verificar diferengas entre os
grupos aos pares.

Variaveis categoricas, como a ocorréncia nas
preparacoes histolégicas de necrose, inflamacéo e
hemorragia nos retalhos ou enxertos e trombose
intraluminal no pediculo vascular, bem como os testes
de esvaziamento e reenchimento e sangramento na
artéria e veia de do pediculo vascular, foram expressos
em frequéncia absoluta e relativa. Essas variaveis foram
analisadas pelo teste exato de Fisher e pelo teste Qui-
quadrado.

Todas as analises empregaram testes bicaudais
com o nivel de significAncia definido em p<0,05.
GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego,
Califérnia, EUA) foi usado para realizar a analise
estatistica e plotar os graficos.

RESULTADOS

Inicialmente, 30 animais foram operados. No
entanto, 7 animais desprenderam o colete protetor e
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canibalizaram o retalho; eles foram, portanto, removidos
do estudo. Apés obter a aprovacio do Comité de
Pesquisa Animal, 7 novos animais foram aleatoriamente
designados para um grupo com perdas. Um animal
do grupo Enxerto faleceu no pés-operatério imediato,
possivelmente devido a complicacbes anestésicas ou
sangramento. Entdo, dos 29 animais restantes, 10
pertenciam ao grupo Flap-SE, 10 ao grupo Flap-BVZ e
9 ao grupo Enxerto.

Medicao macroscépica da sobrevivéncia do tecido

A ANOVA mostrou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos no percentual de viabilidade
tecidual. O grupo Enxerto teve uma porcentagem
significativamente menor de area de tecido viavel do
que os outros dois grupos (média * desvio padrao:
22,81+17,33%). O Grupo Flap-BVZ (60,50+35,87%)
apresentou menor percentual de drea de tecido viavel em
relacdo ao Grupo Flap-Saline (83,98+6,54%), mas essa
diferenca nao foi estatisticamente significativa (Figura 2).
A Figura 3 mostra a evolucdo macroscépica geral da
viabilidade do retalho ou enxerto de pele de animais
selecionados em cada grupo nos dias 0,2 e 7.

Testes de paténcia

O teste de esvaziamento e reenchimento (teste de
Acland) foi positivo, mostrando perviedade em maior
percentual de artérias (100%) e veias (90%) dos animais
do grupo Flap-Saline em relagdo ao Grupo Flap-BVZ.
Neste ultimo, 60% das artérias e 80% das veias foram
consideradas pérvias. A diferenca nao foi estatisticamente
significativa nem para artérias (p=0,0867) nem veias
(p=0,999).

O teste de sangramento (seccdo do pediculo e
observagio do sangramento) foi coincidente com o teste
de Acland, confirmando menor percentual de paténcia
em artérias (60%) e veias (80%) do grupo Flap-BVZ
em relacio ao Flap-Saline (perviedade confirmada em
100% das artérias e 90% das veias). Essa diferenca nao
foi significativa.

Analise histolégica

Devido a problemas operacionais durante a
coleta ou preparacdo das laminas, foi impossivel
analisar 2 das 29 amostras coletadas (uma do grupo
Graft; uma do grupo Flap-Saline). Restaram, portanto,
27 amostras, assim distribuidas: 10 do grupo Flap-BVZ,
9 do grupo Flap-SF e 8 do grupo Enxerto.

As amostras de pele do retalho foram analisadas
separadamente em quatro se¢oes (epiderme e derme,
derme profunda, zona intermedidria e pediculo
vascular). O anatomopatologista descreveu o grupo

Flap-Saline como apresentando vasos pérvios e, na
maioria de suas amostras, auséncia de necrose ou
infiltrados inflamatérios (Figura 4).

As amostras do grupo Flap-BVZ apresentaram
alguns vasos trombosados e maior nimero de focos de
necrose com infiltrados inflamatérios difusos (Figura 4).

As amostras do grupo Enxerto apresentaram
maior intensidade de focos de necrose e infiltrados
inflamatérios que os demais grupos, estendendo-se por
toda a profundidade dos diferentes cortes (Figura 4).
Alguns vasos dos animais do grupo Enxerto também
foram trombosados.

A classificagio da intensidade de necrose e infiltrados
inflamatdérios mostrou intensidade significativamente
maior de necrose e inflamacio no grupo Enxerto em
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Figura 2. Porcentagem de area de tecido viavel, em relagdo a area total do
retalho ou enxerto de pele, medida nos grupos Enxerto, Retalho-Salino e
Retalho-BVZ.

Os simbolos *** (p<0,0001) e ** (p=0,0048) denotam diferencgas estatisticamente
significativas em relacdo ao grupo Enxerto. BVZ = Bevacizumabe.

Enxerto Retalho-Salino

Figura 3. Evolucido macroscépica de retalhos ou enxerto de pele de animais
dos grupos Graf, Flap-BVZ e Flap-Saline durante a primeira semana.
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comparagido com o grupo Flap-Saline (p=0,0015 e
p=0,0279, respectivamente). O grupo Flap-BVZ apresentou
intensidade mediana de necrose e inflamagio maior que
o grupo Flap-Saline, mas essa diferenca foi insignificante
(Figura 5).

Anélises adicionais foram realizadas nas quais
os pardmetros histopatolégicos foram avaliados
considerando apenas a presenca ou auséncia de necrose,

Figura 4. Amostras histolégicas de (A) Grupo Flap-Salina com vasos patentes
(setas brancas) e auséncia de necrose ou infiltrados inflamatérios; (B) Grupo
Flap-BVZ indicando maior quantidade de necrose (setas brancas), infiltrados
inflamatorios e vasos trombosados (seta preta); (C) Grupo Enxerto mostrando
alta intensidade de focos de necrose (setas brancas) e infiltrados inflamatérios.
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Figura 5. Avaliacdo da intensidade da necrose em amostras histolégicas de
tecido do retalho ou enxerto de pele nos grupos Enxerto, Flap-Salina e Flap-
BVZ. O grau de necrose foi quantificado em ausente, leve, moderado e intenso,
correspondendo aos escores 0, 1, 2 e 3, respectivamente.

O simbolo ** (p=0,0015) indica um valor diferente estatisticamente significativo
em relacdo ao grupo Enxerto. BVZ = Bevacizumabe.

Enxerto Retalho-Salino

inflamacédo e hemorragia. Necrose significativamente
maior ocorreu nos grupos Enxerto e Flap-BVZ em
comparacido com o Grupo Flap-Saline (Tabela 1).

Dados expressos em frequéncia absoluta e
relativa (percentagem) de observacido de 8 animais
do grupo Enxerto, 9 ratos do grupo Flap-Saline e 10
animais do grupo Flap-BVZ. O teste Qui-quadrado
foi utilizado para investigar a ocorréncia de necrose
entre os trés grupos. A ocorréncia de necrose foi
significativamente maior no grupo Enxerto e Flap-BVZ
do que no grupo Flap-Saline (p=0,001).

A ocorréncia de inflamacéo foi menor no grupo
Flap-Saline do que nos grupos Graft e Flap-BVZ, mas
com significAncia marginal (p=0,0588) (Tabela 2).

Dados expressos em frequéncia absoluta e
relativa (percentagem) de observacio de 8 animais
do grupo Enxerto, 9 ratos do grupo Flap-Saline e 10
animais do grupo Flap-BVZ. O teste Qui-quadrado
foi utilizado para comparar os trés grupos quanto
a ocorréncia de inflamacédo. Ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre os trés grupos
quanto & ocorréncia de inflamacdo. No entanto,
as diferencas observadas podem ser consideradas
marginalmente significativas (p=0,0588).

Néo foram encontradas diferencas significativas
entre os trés grupos na ocorréncia de hemorragia.

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos
Flap-Saline e Flap-BVZ quanto a ocorréncia de
trombose intraluminal nos vasos do pediculo. A medida
das paredes arteriais dos diferentes grupos também
néo apresentou diferenca significativa.

Tabela 1. Ocorréncia de necrose nas amostras de retalho
histolégico ou enxerto de pele nos grupos Enxerto, Flap-Saline
e Flap-BVZ.

Necrose
Grupos Total
Presente Ausente
Enxerto 7 (87,50%) 1 (12,50%) 8(100,00%)
Flap-Saline 0 (0,00%) 9 (100,00%) 9 (100,00%)
Flap-BVZ 6 (60,00%) 4 (40,00%) 10 (100,00%)
Total 13 14 27

BVZ = Bevacizumabe.

Tabela 2. Ocorréncia de inflamagéo nas amostras histolégicas
do retalho ou enxerto de pele nos grupos Enxerto, Flap-Salino
e Flap-BVZ.

Infiltrados
Grupos Total
Presente Ausente
Enxerto 7 (87,50%) 1 (12,50%) 8(100,00%)
Flap-Saline 3 (33,33%) 6 (66,67%) 9 (100,00%)
Flap-BVZ 7 (70,00%) 3 (30,00%) 10 (100,00%)
Total 17 10 27

BVZ = Bevacizumabe.
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DISCUSSAO

No presente estudo, retalhos livres inguinais
foram realizados em ratos para analisar a influéncia
do BVZ na viabilidade desses retalhos e seus efeitos
no pediculo vascular, especificamente na regido das
anastomoses. Observou-se diferenga significativa
histologicamente na ocorréncia de necrose. Isso néao
reduziu significativamente a porcentagem de tecido
vidvel do retalho macroscépico ou a paténcia do
pediculo vascular. No entanto, as diferencas entre os
grupos nessas medidas apontaram todas na mesma
direcao da anélise histolégica.

Muiltiplos estudos em animais modelos, geralmente
usando ratos, camundongos e coelhos, avaliaram o
efeito de drogas antiangiogénicas na cicatrizacdo de
feridas. Essas drogas foram inicialmente alegadas como
tendo efeitos deletérios no fechamento de feridas, mas
alguns estudos subsequentes concluiram que a inibi¢ao
parcial da angiogénese pode reduzir a formagio de
tecido cicatricial, diminuindo a incidéncia de cicatrizes
hipertréficas e proporcionando melhores resultados
cosméticos!®?,

A literatura aponta varios efeitos adversos do
bevacizumabe (BVZ) na cicatrizacio de feridas. Hematomas,
sangramento, deiscéncia e infec¢io estdo entre os mais
comumente relatados”®. No entanto, até onde sabemos,
nenhuma pesquisa estd avaliando a influéncia do BVZ
nos retalhos. Dobryansky et al.” examinaram a influéncia
de uma droga antiangiogénica em retalhos cutdneos
randOmicos, mas a endostatina foi a droga administrada
como inibidora da angiogénese.

A literatura mostra grande divergéncia quanto a
dosagem de BVZ utilizada em ratos. Acun et al.?! concluiram
que uma dose de 2,5mg/kg de BVZ administrada por via
intraperitoneal foi suficiente para prevenir a formacao de
aderéncias intraperitoneais. Outro estudo mostrou que
essa dose é eficaz na regressio das lesoes endometriéticas
peritoneais®. Outros autores tém utilizado doses variando
entre 2,5 e 10mg/kg de BVZ por via intraperitoneal,
repetindo a dose diariamente ou semanalmente??,
Divergéncias também ocorrem quando a via intravenosa
de administragio é escolhido: Stegmayr et al. utilizaram
doses maiores, de 10 a 45mg/kg, enquanto Thorn et al.?
empregaram dose Unica de 1 mg/kg. Uma dose Unica
de 5mg/kg de BVZ administrada por via intravenosa foi
adotada neste estudo, seguindo Sperling et al.?".

Uma dose mais alta pode alterar significativamente
algumas anélises dos efeitos do BVZ em retalhos livres
em pesquisas futuras.

No presente estudo, observamos menor percentual
de sobrevida de tecido viavel no grupo Enxerto em relagéo
aos grupos Flap-BVZ e Flap-Saline, mas a diferenca entre
os dois ultimos grupos foi insignificante. A porcentagem

de “pega” do Enxerto, denominagio dada a area que
evolui sem necrose quando um enxerto de pele é realizado
em humanos, é de cerca de 70-100% de sobrevivéncia do
tecido®,

No entanto, essa alta taxa de sobrevivéncia nao é
obtida em modelos de ratos, que tém uma porcentagem de
“pega” mais baixa, de cerca de 20 a 30% de sobrevivéncia
do enxerto. Esse menor indice provavelmente se deve
a dificuldade de imobilizagdo dos animais no pés-
operatoério'?®-%2, O achado do grupo Enxerto, com média
de 22,81% de tecido viavel, é compativel com os resultados
observados nos estudos citados anteriormente!?*2, O
percentual médio de 83,98% de area viavel do grupo
Flap-Saline também concorda com a literatura, em que
a taxa média de sobrevivéncia do retalho livre da virilha
varia de 75-90% da area3.

No presente estudo, o grupo tratado com BVZ no
pré-operatorio apresentou percentual de tecido viavel
de 60,50%, comparado a 83,98% do grupo Flap-Saline.
No entanto, essa diferenca nao foi estatisticamente
significativa. Dobryansky et al.? investigaram a influéncia
da endostatina na sobrevida do retalho randémico
dorsal em camundongos. Vinte camundongos foram
divididos em dois grupos principais: Grupo I, que
recebeu endostatina no pré-operatério, e Grupo II, que
recebeu solucéo salina no pré-operatério. Este tltimo
foi considerado um grupo controle. O percentual de
sobrevida do retalho no nono dia de pés-operatério no
Grupo I foi de 20%), significativamente menor do que o
percentual observado no Grupo II controle (100%). O
efeito aparentemente deletério do BVZ no retalho neste
estudo é menor do que o efeito da endostatina relatado
por Dobryansky et al.’.

No nosso estudo, as mesmas taxas de perviedade
foram obtidas no teste de esvaziamento e reenchimento
(teste de Acland) e no teste de sangramento. Perviedade
de 100% das anastomoses arteriais e 90% das anastomoses
venosas foram encontradas no grupo Flap-Saline. Esses
valores sdo compativeis com os encontrados na literatura,
que mostra que a perviedade em retalhos inguinais livres
em ratos é de cerca de 70 a 100%'%14%,

O grupo Flap-BVZ apresentou menor perviedade
de seu pediculo vascular no pdés-operatério do que o
grupo Flap-Saline. Tanto o teste de Acland quanto o de
sangramento mostraram perviedade em 60% das artérias
e 80% das veias. Essa reducgdo na paténcia observada no
Flap-BVZ em relacao ao grupo Flap-Saline chegou perto,
mas néo ficou abaixo do nivel de significAncia. Como
a diferenca néo alcancou significincia, esses achados
devem ser interpretados com cautela.

Nao se pode excluir que o bevacizumabe imponha
um efeito prejudicial na vascularizacido do retalho,
prejudicando a perfuséo e levando & necrose. Os achados
quanto a ocorréncia de necrose e inflamacéo corroboram
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essa possibilidade. No entanto, como enfatizamos,
recomenda-se cautela devido as diferengas marginalmente
significativas, e mais pesquisas sdo necessarias.

Este estudo tem limitagoes. Primeiro, o estudo
exigiu o sacrificio de ratos Wistar no sétimo dia de pés-
operatério. Portanto, por razdes éticas, o nimero de
animais utilizados deve ser limitado ao minimo necessario
para uma avaliagfo estatistica confiavel.

O pequeno tamanho da amostra pode ter impedido
que algumas anélises que mostravam diferencas
limitrofes alcangassem significincia estatistica. Futuros
estudos com maiores quantidades de animais e maiores
doses podem alcancar significAncia em algumas dessas
analises.

Em segundo lugar, ndo pudemos usar outras
tecnologias de monitoramento de retalho, como fluxometria
a laser-Doppler ou angiografia com fluorescéncia de
indocianina verde, devido a restricbes operacionais.
Optamos pela utilizacdo de dois testes de paténcia
amplamente empregados em estudos semelhantes ao nosso,
isoladamente'®**ou combinados com outras tecnologias®*.

Vale ressaltar que, nestes ultimos estudos, os
testes de paténcia e as demais tecnologias apresentaram
resultados semelhantes, o que fala a favor de sua
validade®*?¢, Agora que nossos achados forneceram,
pelo que sabemos pela primeira vez, uma indicagdo do
potencial efeito deletério do BVZ, pesquisas futuras usando
tecnologia adicional sdo justificadas. Particularmente
relevantes seriam, por exemplo, estudos que incluissem
anélise histolégica do tecido do retalho com coloracao
imuno-histoquimica, o que poderia ajudar a avaliar a
microvascularidade.

CONCLUSAO

Em resumo, a administracgéo prévia de BVZ causou
maior necrose histolégica e inflamacdo em retalhos
inguinais livres em ratos, mas nao houve reducgao
significativa na porcentagem de sobrevivéncia do retalho
e paténcia do pediculo vascular. No entanto, mais estudos
s@o necessarios para confirmar os resultados observados
e estimar um periodo seguro de retirada do BVZ antes e
ap6s a realizacao desse tipo de procedimento.

COLABORACOES

JM Anélise e/ou interpretagio dos dados, Anélise
estatistica, Aprovagéo final do manuscrito,
Coleta de Dados, Conceitualizagio, Concepgao e
desenho do estudo, Gerenciamento de Recursos,
Gerenciamento do Projeto, Investigacéo,
Metodologia, Realizacdo das operagoes e/
ou experimentos, Redacdo - Preparacio do
original, Redacéo - Revisao e Edicéo, Supervisao,
Validagao, Visualizagao.

MOMF Anilise e/ou interpretacdo dos dados, Anéilise
estatistica, Coleta de Dados, Conceitualizacio,
Concepcao e desenho do estudo, Gerenciamento
de Recursos, Gerenciamento do Projeto,
Investigacio, Metodologia, Supervisao, Validago,
Visualizacio.

GPF  Anilise e/ou interpretacdo dos dados, Andlise

estatistica, Coleta de Dados, Investigagéo,
Realizacdo das operagoes e/ou experimentos,
Validagéo, Visualizagao.

FVF Anilise e/ou interpretacdo dos dados, Anélise

estatistica, Aprovagio final do manuscrito,
Coleta de Dados, Conceitualizacio, Concepgao e
desenho do estudo, Gerenciamento de Recursos,
Gerenciamento do Projeto, Investigacéo,
Metodologia, Realizacdo das operacoes e/
ou experimentos, Redacgio - Preparacio do
original, Redacéo - Revisdo e Edigio, Software,
Supervisao, Validagao, Visualizagio.
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