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RESUMO: Racional: O numero de neoplasias vem aumentando de maneira preocupante. O
tratamento cirdrgico constitui-se em uma das modalidades terapéuticas mais eficientes
para os tumores solidos. O implante neoplasico em ferida operatéria é complicacdo cujo
percentual de ocorréncia relatado na literatura é variavel, porém configura alta morbidade e
grande dificuldade terapéutica. A protecdo da ferida operatéria é um dos principios de cirurgia
oncoldgica recomendados, entretanto pouco estudado. Objetivo: Avaliar a influéncia da
protecdo de ferida operatéria no desenvolvimento de implante tumoral na ferida operatoéria.
Métodos: Foram utilizadas linhagens de células tumorais do Sarcoma 180, com inoculacdo
intraperitoneal em camundongos Swiss. Apos o estabelecimento da ascite neoplasica, os
animais foram randomizados em dois grupos de 10, cada grupo composto por cinco machos
e cinco fémeas. Nos dois grupos foi realizada laparotomia e manipulagdo de érgéos intra-
abdominais. Em um grupo a laparotomia foi realizada utilizando a protecao da ferida abdominal
e no outro grupo sem protecdo. No 9° dia pds-operatério foi realizada avaliagdo macroscépica
da cicatriz operatdria, sendo esta removida posteriormente para avaliagdo microscopica.
Resultados: Houve infiltragdo microscépica de células tumorais na ferida operatéria em todos
animais. Porém, no grupo em que se realizou a protegdo da ferida a infiltracdo foi menos
intensa quando comparado ao grupo sem protecdo. A infiltragdo também foi mais intensa
nas fémeas do que nos machos do mesmo grupo. Concluséo: A infiltracdo tumoral na ferida
operatdria foi mais intensa no grupo em que néo foi realizada a protecédo da ferida operatoria
e nas fémeas quando comparadas aos machos do mesmo grupo.

ABSTRACT: Background: The number of malignancies increased alarmingly. Surgery constitutes
one of the most efficient therapeutic modalities for the treatment of solid tumors. The neoplastic
implant in surgical wound is a complication whose percentage of occurrence reported in
the literature is variable, but sets with high morbidity and therapeutic difficulties. Protecting
the wound is one of the recommended principles of oncologic surgery. Aim: To evaluate
the influence of wound protection in the development of tumor implantation. Methods:
Sarcoma 180 tumor cells were used, with intraperitoneal inoculation in Swiss mice. After the
establishment of neoplastic ascites, animals were randomized into two groups of 10, each
group consisting of five males and five females. In both groups, laparotomy and manipulation
of intra-abdominal organs was performed. In a group laparotomy was performed using the
protection of the abdominal wound and the other group without it. On the 9% postoperative
day macroscopic evaluation of the operative scar was performed, which was later removed for
microscopic evaluation. Results: There was microscopic infiltration of tumor cells in the wound
of all animals. However, the group that held the protection, infiltration was less intense when
compared to the group without it. The infiltration was also more severe in females than in
males of the same group. Conclusion: Tumor infiltration into the wound was more intense in
the group in which the protection of the surgical site was not performed, and in females when
compared to males of the same group.

INTRODUCAO

do cancer. E também a modalidade mais utilizada em todas as etapas de
abordagem da doencga.

No Brasil, 0 nimero de opera¢des oncoldgicas no ano de 2012 foi de 86.104 e na

regido Centro-Oeste 5.4322 e estima-se crescimento no nimero de de 24% até o ano de 2020°.

O implante de células neoplasicas em solucdes de continuidade cirtrgicas sempre

se constituiu em preocupacdo devido a grande morbidade que acarreta. O implante

pode ocorrer em operagdes executadas por via de acesso convencional, ou “abertas”,

assim como naquelas executadas por via de acesso minimamente invasivo, que sdo

principalmente as videolaparoscopicas, videotoracoscopicas, dentre outras. O implante

neoplasico nos portais de acesso destas operagdes, também denominado por alguns

Q cirurgia é uma das modalidades terapéuticas mais antigas no tratamento
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como, "port-site metastasis”, tornou-se importante foco
de atencdo devido a crescente utilizacdo da laparoscopia
em oncologia nas Ultimas décadas. Para alguns autores, as
incidéncias de implantes em portais variam entre 0,62-3,9%
para carcinoma colorretal, 1-16% para carcinoma de ovario e
14-32% para cancer de vesicula biliart**12, Port-site metastasis
sdo definidas como lesGes cancerosas recorrentes que se
desenvolvem localmente na parede abdominal, no interior do
tecido cicatricial em um ou mais sitios do trocarte?, podendo
ocorrer de maneira semelhante em portais utilizados em
locais que ndo o abdome.

Em estudos prévios, diversos modelos foram propostos
para explicar a causa deste tipo de implante neoplasico: a
implantacdo direta na ferida, a contaminacéo por instrumentos
cirdrgicos, aerolizacdo de células tumorais, efeito chaminé, a
manipulagdoexcessivadetumor, pneumoperitdnio, disseminacédo
hematogénica, efeitos locais e sistémicos do pneumoperitonio
com didxido de carbono, técnica cirlrgica e agressividade do
tumor3. Embora a agressividade do tumor seja provavelmente o
fator mais importante, a técnica cirlrgica inadequada associada
a manipulagao traumatica do tumor sdo os fatores de risco sobre
0s quais os cirurgides tém mais controle®.

A adequacdo dos modelos em animais utilizados nos
estudos pré-clinicos influencia diretamente na qualidade
destes estudos, assim como na correta aplicagdo e sucesso
dos ensaios clinicos subsequentes’.

Na oncologia, atualmente, existem diversos modelos
experimentais que podem auxiliar o esclarecimento
desta forma de disseminacdo. Dentre os mais utilizados
em camundongos destaca-se o Sarcoma 180 ou tumor de
Crocker, tumor indiferenciado que foi encontrado em ratos
albinos machos em 1914. Esse tumor foi primariamente
classificado como carcinoma mamario, mas apos varias
transplantacdes subcutaneas, observou-se que suas
caracteristicas morfoldgicas e seu comportamento eram
caracteristicos de um sarcoma e passou, entdo, a ser chamado
de Sarcoma 180%. E uma linhagem celular transplantada por
inoculacdo subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal e
cresce rapidamente em 90% a 100% dos animais inoculados®.

N&oobstante, existemalgumas condi¢cdes quefavorecem
0 uso de experimentos com tumores transplantaveis na forma
ascitica, tais como a facilidade na padronizacdo do nimero
de células a serem inoculadas; quantificagdo do crescimento
e regressdo da massa tumoral, quando for o objetivo do
estudo; possibilidade de realizar um estudo comparativo,
utilizando dos mesmos métodos de pesquisa, na corrente
sanguinea e nos fluidos corporais®. Para se avaliar o implante
de células neoplésicas em feridas cirdrgicas, o modelo de
ascite neoplasica e a simples laparotomia, com abertura e
fechamento da cavidade por técnicas definidas, € modelo
experimental atraente pela rapidez do desenvolvimento
tumoral, simplicidade de procedimentos, causando assim,
menos sofrimento ao animal participante do estudo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da protecado
de ferida operatdria no desenvolvimento de implante neoplasico.

METODOS

Todos os procedimentos experimentais descritos
neste trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animal da PUC-Goias em conformidade com a Lei
11.794/2008 (Lei Arouca), que estabelece procedimentos para
a utilizagdo cientifica de animais na pesquisa e no ensino de
graduagdo no pais.

Foram utilizados 24 camundongos da raga Swiss de
ambos os sexos, com idade entre 6-8 semanas e peso corporal
entre 29,5-39,6 g. Os animais foram mantidos em regime
alimentar com racdo comercial padrdo e agua ad libitum, e
ciclo claro-escuro de 12 h.
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Na inducdo da ascite no modelo animal foi utilizada
a linhagem tumoral do S180. As células foram gentilmente
cedidas pelo Laboratério de Genética Molecular e Citogenética
da Universidade Federal de Goias. A linhagem celular foi
mantida em dois camundongos Swiss — animais fonte — por
meio de passagens sucessivas intraperitoneais na quantidade
de 2x10° células ajustada para volume final de 0,2 ml. Apds
um periodo de sete dias de inoculagdo tumoral eles foram
sacrificados, o liquido da cavidade peritoneal foi aspirado, as
células foram lavadas em solucao salina de tampao fosfato e
uma aliquota da suspensao celular foi adicionada ao corante
azul de tripano 1% (m/v) (Sigma-Aldrich Corp. St. Louis, MO).
A solucdo foi entdo quantificada em camera de Neubauer
e somente diluicdes celulares com viabilidade celular >90%
foram usadas para os estudos in vivo™.

Posteriormente, todos os animais do estudo receberam
via intraperitoneal em fossa iliaca direita uma injecdo com
5x10° células por animal, totalizando volume igual a 0,2 ml de
células do tumor S-180.

Apos periodo de nove dias, os camundongos foram
entdo distribuidos aleatoriamente por sorteio em dois grupos
de 10, contendo cinco machos e cinco fémeas em cada
grupo. Denominou-se grupo 1, aquele que foi operado
com a técnica de protecdo da ferida operatoria, e grupo 2,
o que foi operado sem ela. Os animais de cada grupo foram
subdivididos conforme segue: no grupo 1, os machos foram
denominados machos com protecao de ferida (CPM) e cada
animal numerado de 1 a 5, assim como nas fémeas (CPF)
do mesmo grupo; no grupo 2, utilizou-se o termo machos
sem protecdo de ferida (SPM) para os machos e fémeas
sem protecdo de ferida (SPF) para as fémeas, seguindo-se a
numerac¢ao dos animais.

Procedimento anestésico

Os animais foram submetidos a anestesia, conforme
recomendacdes para o peso, utilizando os anestésicos
Thiopental, cloridrato de ketamina 100 mg/ml, cloridrato de
xilazina 20 mg/ml e maleato de acepromazina 10 mg/m e
diluido em agua estéril e utilizada solucdo da anestesia na
dose de 125-150 pg/100 gramas de peso vivo. A anestesia foi
realizada por profissional veterinario, integrante da equipe.

Procedimento cirurgico

Foi realizado em condicbes de assepsia e antissepsia
adequados e a tricotomia realizada por equipamento
apropriado para tricotomia.

No grupo 1, os animais foram submetidos a abertura da
cavidade abdominal por incisdo mediana, por planos, sendo
realizada pequena incisdo no peritonio, aspiragado da ascite, que
foi enviada para contagem de células. Apds aspiracdo completa
do liquido ascitico, a incisdo foi ampliada para aproximadamente
2 cm de extensdo e realizada a protecdo das bordas da ferida
operatéria com campos secundarios. No grupo 2, os animais
foram submetidos a abertura da cavidade abdominal por incisdo
mediana, por planos, em extensdo aproximada de 2 cm. Apds a
abertura da cavidade, em ambos os grupos foi feita manipulacédo
dos érgaos da cavidade abdominal por 2 min e em seguida
realizado o fechamento da cavidade por planos: peritonio e
aponeurose, em plano Unico, utilizando-se chuleio simples com
vycril 3-0 e pele com chuleio simples com nylon 4-0 e curativo.

Periodo de observacao e variaveis de analise

Os animais foram observados mediante exame clinico
diario da ferida operatéria até o desenvolvimento do implante.
O exame realizou-se no momento da eutanasia, utilizando-
se de inspecdo e palpacao da superficie cutanea da ferida
operatoria e inspecdo da superficie peritoneal.

O exame microscopico da ferida operatéria foi feito
mediante cortes histolégicos da ferida operatéria utilizando-se
coloracdo de hematoxilina&eosina.
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Posteriormente, a comprovagdo da presenca de células
neoplasicas no liquido ascitico foi realizada mediante exame
citolégico com coloragdes Papanicolau, hematoxilina&eosina e PAS.

Procedimento de eutanasia

Os animais foram submetidos a anestesia, conforme
descrito para o procedimento cirlrgico, e apos a remocao da
peca cirurgica (ferida operatoria), os animais foram levados
a plano profundo mediante administracdo de Thiopental
sédico. Posteriormente, quando percebido sinais clinicos de
aprofundamento anestésico, foi entdo administrado, por via
intra-cardiaca, solugdo de cloreto de potéssio a 10%.

RESULTADOS

No inicio do experimento a média de peso dos animais
foi de 35,28 g para os camundongos machos e 35,28 g para
as fémeas. Ao final do experimento, ndo houve diferenca
expressiva do peso em relagdo a protecao da ferida operatoria,
entretanto houve maior ganho de peso nas fémeas em
relagdo aos machos.

A maioria dos animais desenvolveu ascite volumosa
de aspecto gelatinoso e o crescimento de células tumorais
no liquido peritoneal ocorreu em 100% deles, o que foi
confirmado por citologia oncética, validando o modelo.

O procedimento cirurgico foi realizado utilizando-se
técnica de protecdo da ferida operatéria com gaze nas bordas,
evitando-se o contato do liquido ascitico com elas, e a técnica
sem protecdo efetuada sem o auxilio da gaze protetora,
permitindo-se o contato do liquido ascitico (Figura 1).

FIGURA 1 - A) Abertura do peritonio seguida de aspiragdo
do liquido ascitico; B) ferida operatéria com
protecdo das bordas; C) cicatriz operatéria
com noédulos cutaneos (setas), podendo-se

observar também o implante tumoral no local
de inoculacdo inicial na fossa iliaca direita (seta)

Apds seguimento de oito dias os camundongos machos
do grupo em que se realizou protecdo da ferida operatoria,
clinicamente ndo apresentaram implante neoplasico na
ferida operatéria, ao passo que duas das quatro fémeas o
apresentaram. Uma das fémeas deste grupo foi encontrada
morta, sem causa aparente, antes do término do periodo de
observacdo previsto. No grupo em que ndo houve protecdo
da ferida operatéria, trés dos cinco machos desenvolveram
implante neoplasico na ferida, enquanto que das cinco fémeas,
quatro o apresentaram clinicamente visivel (Figura 2, Tabela 1).

FIGURA 2 - Nédulos peritoneais a esquerda (setas) e nddulo
intramural a direita (setas)
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TABELA 1 - Avaliacdo macroscépica de implante neoplasico da
ferida operatoria, segundo a técnica operatoria e
Com O Sexo

SPF1 SIM CPF1 SIM
SPF2 SIM CPF2 SIM

FEMEA SPF3 NAO CPF3 NAO
SPF4 SIM CPF4 NAO
SPF5 SIM
SPM1 NAO CPM1 NAO
SPM2 SIM CPM2 NAO

MACHO SPM3 NAO CPM3 NAO
SPM4 SIM CPM4 NAO
SPM5 SIM CPM5 NAO

CPM=machos numerados de 1 a 5 com protecdo de ferida; CPF= fémeas com
protecdo da ferida; SPM=machos sem protecdo de ferida; SPF=fémeas sem
protecdo de ferida

A anélise microscépica, todos os animais apresentaram
implante neoplasico na ferida operatéria, independente do
grupo. Entretanto, observou-se diferenca na intensidade
da infiltracdo neoplésica entre os grupos, sendo esta mais
intensa no grupo sem protecdo, seguida do grupo de fémeas
com protecdo da ferida (Figura 3, Tabela 2).

# y g &
Pele com infiltragdo neoplasica

Msculo infiltrado por

na derme neoplasia

CPF2 SPM5
c Leve D Acentuada
FIGURA 3 - Fotomicrografia de corte histolégico de ferida
operatoria onde se observam em A e B as células
neoplasicas infiltrando a parede abdominal
(setas); em C e D a intensidade do infiltrado
neoplésico (setas)

TABELA 2 - Intensidade da infiltracdo neoplasica microscopica

da ferida operatoria, de acordo com a técnica
operatdria e com 0 sexo

SPF1 +++ CPF1 +++
SPF2 dFdpd CPF2 dFdpd
FEMEA SPF3 4 CPF3 ++
SPF4 ++ CPF4 ++
SPF5 +++ CPF5
SPM1 +++ CPM1 +++
SPM2 ++ CPM2 ++
MACHO  SPM3 +4 CPM3 ++
SPM4 +++ CPM4 +
SPM5 +4++ CPM5 +4++

Leve: +; moderada: ++; acentuada: +++; CPM=machos numerados de 1 a 5 com
protecéo de ferida; CPF= fémeas com protecdo da ferida; SPM=machos sem
protecéo de ferida; SPF=fémeas sem protegdo de ferida
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DISCUSSAO

O cancer é doenca frequente; em 2012 ocorreram 14,1
milhdes de casos novos no mundo, sendo 57% deles em
regides menos desenvolvidas®®. O processo de disseminagao
tumoral é complexo, ocorre em multiplas etapas e ainda ndo
esta elucidado completamente. O processo de homeostase do
organismo e o equilibrio do sistema imunolégico influenciam
no processo de carcinogénese e progressao tumoral, influéncia
esta identificada desde 1863 por Rudolf Virchow?.

No presente estudo observou-se comprometimento
microscopico por células tumorais na cicatriz operatéria
em todos os animais. No grupo em que a protecao da
ferida operatéria ndo foi realizada, este comprometimento
foi intenso e ocorreu em todos os animais. De maneira
surpreendente, no grupo em que se realizou a protecao
da ferida, macroscopicamente apenas dois dos nove casos
apresentaram suspeita de comprometimento tumoral,
entretanto, microscopicamente os nove casos apresentaram
infiltracdo de células tumorais na cicatriz operatéria. Varios
autores apontam possivel influéncia de hormonios sexuais
no desenvolvimento e progressdo do cancer’s. No presente
trabalho observou-se que o comprometimento intenso da
ferida operatéria foi maior nas fémeas do que nos machos,
apresentando suspeita macroscopica de comprometimento
em 50% dos casos em que se realizou a protecdo da
ferida, enquanto que no grupo de machos com protecdo
de ferida ndo houve nenhuma suspeita macroscépica de
comprometimento.

Embora pouco estudado, o implante tumoral em cicatriz
operatdria representa alta morbidade, devendo ser evitado
com medidas técnicas. O modelo tumoral ascitico é de grande
utilidade para o estudo da influéncia da técnica operatéria na
prevencao e desenvolvimento do implante neoplasico. Dentre
eles, o tumor de Crocker é importante modelo experimental
que proporciona desenvolvimento da ascite neoplasica em
sete a dez dias apds a inoculacdo, sendo efetivo em mais de
70% dos animais. No presente estudo o estabelecimento da
ascite neoplasica ocorreu em todos os animais, demonstrando
a eficacia do modelo experimental. O periodo de avaliacado
deste estudo contemplou apenas a fase inicial do processo
de cicatrizacdo da ferida operatéria, o que pode explicar, em
parte, a presenca de células tumorais em pequena intensidade
no grupo em que se realizou a protec¢do da ferida.

Com base neste estudo ndo é possivel concluir acerca da
progressdo tumoral, de forma suficiente para se estabelecer
implante definitivo na cicatriz, no grupo de protecao da ferida.
Neste grupo, a presenca de células tumorais em pequena
intensidade, ndo é suficiente para se concluir acerca de
implante tumoral definitivo, pois o processo de cicatrizagdo da
ferida ainda ndo havia sido completado. Durante o processo de
cicatrizacdo o organismo busca homeostase e recomposicao
tecidual, utilizando-se dos diversos mecanismos celulares e
humorais de defesa, podendo durante este processo ocorrer
a destruicdo de eventuais células neoplasicas locais®. Com
base neste estudo, pode-se concluir que houve infiltracdo
mais intensa de células neoplasicas na ferida operatéria no
grupo em que nao foi realizada a protecdo da ferida em
relacdo ao grupo em que a protecdo da ferida foi realizada.
De forma semelhante, a infiltragdo neoplasica foi mais intensa
nas fémeas do que nos machos. Acredita-se que este estudo
possa contribuir para melhor compreensédo do processo
de invasdo neoplasica em situagdes cirlrgicas, bem como
contribuir para confirmar o estabelecimento dos principios
de cirurgia oncoldgica. Entretanto, para compreensdo mais
aprofundada e abrangente do tema, ha necessidade de mais
estudos contemplando diferentes fases da cicatrizacdo e
diferentes modelos tumorais.
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CONCLUSAO

Ainfiltracdo tumoral na ferida operatéria foi mais intensa
no grupo em que nao foi realizada a protecdo da ferida
operatoria. Entretanto, a infiltracdo neoplasica microscopica
ocorreu em todos os animais, independente da protecao
de ferida. As fémeas, quando comparadas aos machos do
mesmo grupo, apresentaram intensidade maior da infiltracdo
neoplésica, independente do grupo a que pertenciam.
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