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RESUMO: Objetivo: Observar o comportamento do fator de necrose tumoral-a (TNFa) e da proteina C reativa (PCR) em
cirurgias simultaneas de figado e intestino. Método: Para este objetivo foi desenvolvido um modelo experimental, no qual foram
operados quarenta ratos da raca Wistar, divididos em quatros grupos: grupo controle, grupo 1 com ratos submetidos a hepatectomia
a 70%, grupo 2 com ratos submetidos a colectomia e grupo 3 com cirurgia simultanea de hepactetomia e colectomia. Em todos os
grupos foram dosados TNFa e PCR uma hora ap6s o procedimento. Os animais foram mortos em seguida. Resultados: Os valores
encontrados mostraram alteracdo nas dosagens desses elementos nos diversos grupos, sendo que no grupo 3 houve aumento
significativo do TNFa e queda de PCR. Conclusdo: Quanto mais complexo se tornou o ato cirlrgico os niveis sangiineos de TFNa
aumentaram e os nhiveis sangliineos da PCR diminuiram significativamente (Rev. Col. Bras. Cir. 2005; 32(2): 94-99).

Descritores: Neoplasias colorretais, Hepatectomia; Colectomia; Fator de necrose Tumoral; Proteina C; Ratos, Wistar.

INTRODUCAO

O carcinoma colorretal € o segundo tipo de cancer
mais comum, e responsavel pela segunda causade morte nos
EUA 3, No Brasil, ocupao sexto lugar emincidénciade doen-
¢as neoplasicas e, somente em S&o Paulo, 1815 casos por
1000.000 habitantes sdo diagnosticados por ano*. O figado &
0 sitio mai's comum de metéstases, que podem ser sincronicas
(15 a25%), ou metacronicas (15 a40%). A resseccdo cirdrgica
€ 0 melhor tratamento, tanto do tumor primario, quanto das
metéastases hepéticas .

A partir das publicacfes de Flanagan e Foster 5, as
ressecgdes hepéticas por metastases de tumores colorretais,
tém aumentado significativamente e, apartir do momento em
gue as resseccOes das |esdes metacronicas mostraram resul -
tados encorgjadores, |esdes sincronicas passaram também a
ser tratadas por hepatectomia, concomitante a colectomia,
havendo no entanto, algumas controvérsias nesta conduta ®.

Quando ha metastases hepéticas sincrénicas, alguns
autores sao de opini&o que se devafazer aresseccdo hepdtica
em prazo de doisatrés meses apdsaresseccdo do tumor primé
rio, levando-se em conta, razfes técnicas e oncol égicas >°.

Questiona-se ainda, se ahepatectomiadevaser feita
antes ou apos a resseccdo intestinal °. O que sabemos, no
entanto, € que nas ressecgdes combinadas, aumenta-se o trau-

ma cirdrgico, com elevagdo dos niveis séricos de citocinas,
gue podem influenciar o resultado dacirurgia®.

O aumento das citocinas inflamatérias, que atuam
como agentes mediadores da inflamacéo e da imunidade %2,
surge em resposta a fase aguda apés cirurgias. Entre as
citocinasinflamatorias, o fator denecrosetumoral dfa(TNFa),
promove aregeneracdo hepética, podendo também induzir &
fal énciahepética em humanos e em animais de experimenta-
¢ao 3. A liberagéo de citocinasinflamatrias em cirurgias ex-
tensas, pode também contribuir paraaaltaincidénciade com-
plicagdes pos-operatorias *.

O mecanismo exato porquetal fato ocorre, ndo ébem
conhecido, mas pode ser explicado pel o aumento de citocinas
inflamatérias, como ainterleucina 1beta (I1L-1beta) e TNFa,
com inibi¢ao da proliferacdo do hepatdcito 4.

Citocinas inflamatorias, inclusive TNFa e citocinas
induzidas, como L -6, desempenham importante papel nare-
generacdo experimental em ratos com hepatectomiasparciais,
indicando uma estreita relagdo entre a respostaimunol égica
extra-hepdtica, inflamag&o eregeneragao 5.

O nivel plasmético de algumas proteinas, chamadas
proteinas plasmaticas de fase aguda negativa, como a
albumina, decresce; enquanto o nivel das proteinas
plasméticas defase agudapositiva, como aproteinaC reativa
(PCR), eleva-se 6. Esta pesquisa experimental procurou de-
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monstrar, que os niveis plasméticosde TNFa e PCR, se alte-
ram de acordo com amagnitude da cirurgia, observando-se o
comportamento desses niveis em cirurgias simulténeas defi-
gado e intestino.

METODO

Este estudo experimental terminal foi realizado no
biotério da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto
(FAMERP), S&0 Paulo, apos aprovagdo da comissio de ética
decirurgiaexperimental, processo n° F-001-001501/2001. Fo-
ram operados 40 ratos daracaWistar pesando entre 200 e 300
gramas. Os animais foram divididos em quatro grupos de 10
animais: o grupo controle (GC) foi submetido alaparotomia;
grupo 1 (G1) submetido ahepatectomia; grupo 2 (G2) subme-
tido a colectomia e o grupo 3 (G3) submetido a colectomiae
hepatectomiasimultaneas.

No periodo pré-operatdrio, osanimaisforam coloca-
dosem gaiolas col etivas com luminosi dade moderada, tempe-
raturaambiente entre 25 e 30°C, submetidosao minimo conta-
to humano e mantidos em jejum por um periodo de 12 horas
até o procedimento cirdrgico.

Osratosforam anestesiados por inalagdo de hal otano
1a2%, apds aplicagdo de 1 ml de solu¢éo compostade 2,5mg
de midazolan e 18,75 mg de Ketamina, por via subcutanea
como pré-anestésico, e em seguida submetidos atricotomiae
antissepsia.

Os procedimentos cirdrgicos comuns atodos os gru-
posforam: 1) imobilizac&o do animal em dectbito dorsal, fixo
em placa de madeira, empregando-se fita de esparadrapo nos
membros; 2) tricotomia da regido abdominal anterior e
antissepsia dapele com solucdo de polivinilpirrolidona-iodo,
e, 3) laparotomiaatravés deincisdo medianade 4 cm de exten-
s80, apartir do apéndicexifoide.

Os procedimentos cirdrgicos no grupo 1 foram
hepatectomiaparcia de aproximadamente 70% do parénquima
hepético que, corresponde aretiradadoslobos médio elaterd
esquerdo. Estatécnicapadronizadapor HiggenseAnderson ¥ e
publicadae em 1932, consiste namobilizacdo doslobos hep&
ticos por seccdo do ligamento falciforme e de parte do peque-
no omento, inferiormente. Com umadelicada pressdo sobreo
térax e abdome do animal, os lobos médios e esquerdo do
figado se apresentam através daincisdo cirurgicae sdo delica
damente tracionados paracima. Umfio de algod&o sem agulha
4.0 é colocado em volta desses dois lobos 0 mais préximo
possivel da veia cava e ligados em bloco, englobando os
pediculos da veia porta e das veias supra-hepéticas corres-
pondentes. A fim de prevenir a estenose da veia hepatica di-
reita, evita-se realizar aligadura muito préxima a veia cava
inferior. O parénquima hepético sera ressecado cercade 2 a
3mmdo né cirurgico.

Para o grupo 2 foram realizadas colectomia com
resseccao de um segmento de célon esquerdo de aproximada:
mente 1 cm, logo acimadareflexdo peritoneal . A reconstrucéo
do trénsito foi feita através de anastomose término-terminal
em plano Unico com fio monofilamentar.

No grupo 3fez-seuso de: 1) colectomiacomo descri-
tano grupo 2, e 2) hepatectomia como descritano grupo 1.
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A sintese da parede abdominal foi realizada de modo
idéntico em todos os grupos de animais. O peritbneo e a
aponeurose congtituiram o primeiro plano de sutura continua
com fio mononylon com agulha3.0. A pelefoi fechadacomfio
mononylon com agulha4.0. Durante a recuperago anestésica
todos osratosforam mantidos em tendafechadacom oxigénio.

Na coleta do material paraverificagdo dos niveisde
TNFa e PCR nosanimais do experimento, 0s seguintes proce-
dimentosforam realizados: 1) relaparotomiacominventério da
cavidade abdominal umahoraapdsaprimeiraoperacdo, com
anestesia do animal por inalacdo; 2) toracotomia
transdiafragmética; 3) puncdo cardiacacom coletade 3a4 ml
de sangue paradosagem de TNFa e PCR; 4) morte do animal
por exanguinacdo; 5) centrifugagéo do sangue quefoi acondi-
cionado em aiquotas de 1 ml econservado em freezer amenos
70° graus para posterior medidados niveisde TNFa e daPCR.

A dosagem do TNFa e PCR foram realizadasno La-
boratério do Departamento de Doencgas Tropicais e Diagnds-
tico por Imagem da Facul dade de M edicina, UNESP, Botucatu,
SP. As concentracBes de TNF no soro dos grupos estudados
foram determinadas usando-se um kit para ELISA (R & D
Systems, Minneapolis, MN). A PCR foi determinadapelo mé-
todo nefel ométrico.

RESULTADOS

O fator de necrose tumoral dosado nos quatro gru-
pos de ratos operados apresentou os resultados descritos na
Tabelal. Asdosagensde TNF-a PCR, dosanimais3, 4e5do
grupo controle ndo foram realizadas devido a hemdlise do
meateria.

Paraverificar se houve diferencaentre os grupos, foi
realizado teste de K ruskal-Wallis paracomparar asmédiasdas
dosagens do TNFaentre os grupos. O teste de Kruskal-Wallis
mostrou val ores p< 0,0001 demonstrando que houve diferen-
¢a significante entre os grupos. O teste Dunn foi realizado
paracomparagdes multiplasentre osgrupos (2 a2) (Tabela2).

O teste de Dunn mostrou que o grupo controle néo
diferiu dos grupos 1(hepatectomia)e 2(colectomia) e diferiu
significantemente do grupo 3(col ectomiacom hepatectomia).
OGldiferiudos G2 e G3, mas G2 ndo diferiu de G3. Esteresul -
tado indica que apods hepatectomiaa produgdo do TNF-a ndo
difere daguel e encontrado no grupo controle, por outro lado a
diferencasignificante entre o grupo controleeo G3indicaque
apos a hepatectomia e colectomia simulténea ocorre produ-
¢80 de TNFa significantemente maior em relacdo ao grupo
controle.

Com relagdo ao grupo 1, o teste de Dunn mostrou que
0 mesmo diferiu significativamente dosgrupos2 e 3. Esteresul -
tado demonstra que a produg@o de TNFa ap6s hepatectomia
foi significantemente menor do que apds colectomia ou apds
hepatectomiamais col ectomia simultaneas. Contudo nado hou-
ve diferencanaproducdo de TNFa quando foram comparados
colectomia com hepatectomia mais colectomiasimultaneas. A
PCR dosada nos quatro grupos de ratos operados apresentou
0s resultados descritos na Tabela 3.

Paraverificar se houvediferencaentre osgrupos, foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis para comparar as médias
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Tabela 1 - Resultados das dosagens de TNF-a nos diver sos grupos
deratos estudados.

Tabela 3 - Resultados das dosagens de PCR nos diver sos grupos de
ratos estudados.

N° Grupos Ne° Grupos
GC G1 G2 G3 GC G1 G2 G3
1 147 138 204 417 1 0,9 44,3 31,0 17,0
2 131 146 236 328 2 1,0 46,1 26,1 8,0
3 nr 127 241 361 3 nr 47,0 26,0 14,0
4 nr 116 206 403 4 nr 59,5 31,2 16,0
5 nr 147 263 276 5 nr 65,6 29,0 10,0
6 156 131 304 388 6 1,0 67,9 36,0 17,0
7 171 115 317 326 7 0,8 48,6 37,1 9,0
8 181 112 308 406 8 1,1 71,0 46,0 13,0
9 176 132 221 336 9 1,0 48,9 39,0 21,0
10 169 107 364 298 10 1,0 77,0 48,0 17,0
Media 161,7 127,10 266,40 353,90 media 1,000 57,700 34,900 14,200
SD 17,83  14.193 54,175 48,629 SD 0,000 12,111 7,752 4,185

nr = ndo realizados.

Tabela 2 - Resultados do teste de Dunn para comparar os valores
médios do TNF-a nos grupos (2 a 2).

nr = ndo realizado.

Tabela 4 - Resultados do teste de Dunn para comparar os valores
meédios do PCR nos grupos (2 a 2).

Compar agéo Valor p Comparacdo Valor p
GCx G1 p>0,05 GCxG1 p<0,001
GCx G2 p>0,05 GCx G2 p<0,001
GCx G3 p<0,01 GCx G3 p>0,05
Glx G2 p<0,01 G1x G2 p>0,05
G1lxG3 p<0,001 G1xG3 p<0,001
G2x G3 p>0,05 G2x G3 p>0,05

das dosagens do PCR entre os grupos, que mostrou valor
p<0,0001 demonstrando que houve diferenca estatistica
significante entre os grupos. O teste de Dunn foi realizado
paracomparagdes mltiplas entre osgrupos (2 a2) (Tabela4).
O teste de Dunn mostrou que o grupo controle diferiu dos
grupos 1 e 2, mas ndo diferiu do grupo 3. Isto indicou que a
producéo de PCR apbs a colectomia e também apos a
hepatectomiafoi maior do que no grupo controle, eapdscirur-
gias simultdneasfoi semel hante ao mesmo.

O grupo 1 néo diferiu do grupo 2, indicando que
ndo houve diferenca significante apos hepatectomia quan-
do comparadas a colectomiaisolada. Quando foram com-
paradas hepatectomia e operagbes simultaneas as primei-
ras mostraram producdo de PCR significativamente maior.
N&o houve diferencasignificante de PCR entre os grupos 2
e3.

DISCUSSAO

N&o resta davida de que, no momento, o tratamento
cirdrgico é o Unico procedimento que pode propiciar a cura
aos pacientes portadores de metéstase hepatica de cancer
colorretal *propiciando uma sobrevidaem cinco anosde 25 a
50% 4,6,18»23_

Quando uma metéastase hepatica € diagnosticada
durante a laparotomia para ressec¢éo de um carcinoma
colorretal, a melhor estratégia para o seu tratamento nao
esté claramente definida?2425, Em 1993, Foster 26 recomen-
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dou que, se as condi¢des do paciente, tipo de incisdo e
experiénciado cirurgido permitirem, umaressecgado fécil de
lesdo periférica pode ser feita simultaneamente com o tu-
mor priméario. Outros autores acreditam que seria melhor
adiar aressec¢do hepatica 1782,

Vogt et al. 8 em 1991, publicaram resultados da opera-
¢80 combinada e daresseccao hepéticaisolada, em médiadois
meses apds a intervencdo cirdrgica do tumor primario, ndo
encontrando diferenca significativa entre os dois grupos no
gue diz respeito a morbidade, mortalidade e tempo de
sobrevida. Outros autorestambém concluiram que o tempo da
operacdo, se combinado ou tardio, ndo tem impacto na
sobrevida 6101120,

Tem sido praticamente consenso que pacientes com
metastases sincronicas em até dois segmentos hepéticos,
podem ser submetidos aresseccdo simultaneacom acirur-
gia colorretal, mas ressecgdes de maior porte devem ser
realizadas posteriormente 45101 | ygidakis et al. %, em le-
sbes mais avancadas propdem a cirurgia hepética em dois
estagios.

Segundo Nordlinger et al. 28, as complicacGes
operatOrias,das quais as mais sérias sdo sangramento e insu-
ficiénciahepética, aumentaram amortalidade para21% e 16%,
respectivamente, com aresseccdo hepdticaalargada, smultd
nea.com o tumor primério. A causa deste aumento é provavel -
mente multifatorial %°, e ndo estdaindabem definida®. Bolton
et al. ®, relatam que fistula na anastomose colénica e sepse
foram responsaveis pela morte de dois pacientes, e outros
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trés morreram por fal éncia hepéti ca apds ressec¢ao macica.
Algumas das razfes mencionadas para desencorajar a
resseccdo simulténea sdo: o aumento da mortalidade ope-
ratOria, associagéo de procedimento contaminado elimpo e
necessidade de um estadiamento oncoldgico intra-opera-
tério 2.

Eliaset al. ° admitem com segurangaque um nimero
restrito de cirurgias é preferivel sob o ponto de vista
oncoldgico, podendo haver beneficios com a ressec¢o si-
multénea e precoce das metastases, evitando sua dissemina
cio ™.,

Além dos aspectos técnicos temos a observar que
o figado € o érgéo que mais libera e metaboliza citocinas.
Durante a fase aguda da inflamagdo, em consequiéncia de
uma abundante liberagdo de citocinas inflamatérias, a ex-
presséo genética e 0 modelo biossintético dos hepatdcitos
sdo marcadamente alterados. A concentracéo de certas pro-
teinas do plasma, como as proteinas plasméti cas de fase agu-
da, namaior parte de origem hepética, € submetidaadraméa-
ticas mudancas em resposta aliberacdo local e sistémicade
uma série de citocinas e eicosanoides 6. A sintese do grupo
de proteinas hepaticas especificas do plasma, conhecidas
como de reacdo afase aguda, aumentam surpreendentemen-
te 332, A alteracdo da concentracdo sérica dessas proteinas
€o resultado direto daalteragdo da sintese protéi carealizada
pelo hepatdcito sob influéncia das citocinas *. Proteinas de
fase aguda, sintetizadas durante exposi¢do a infeccdo ou
injUriatecidual, tém sido demonstradas como fundamentais
na protecdo do animal aos vérios insultos inflamatérios. A
PCR conhecida por ser um mediador antiinflamatorio que
esta envolvida nafunc¢éo microbicida e fagocitica, bloqueia
aatividadedalL-1%.

A reacdo de fase aguda representa um dos melhores
fendmenos conhecidos de como as citocinas podem afetar a
funcéo hepética *. Todas as células normal mente existentes
no figado tém capacidade de produzir citocinas por estimulo
de células ao seu redor ou estimuladas por elas mesmas, para
aumentar arespostainflamatéria®. A funcéo dascitocinasna
regeneracdo hepaticatem sido motivo de discussdo em vérios
estudos %", Muitas citocinas provocam mitose do hepatdcito
invitro, massuaimportanciain vivo ndo estaclara, e recentes
estudos sugerem um controle central de fungdo pelo TNF-a
na regeneracdo hepética apds toxicidade e hepatectomia de
70% . Entre as citocinas inflamatérias, o TNF-a promove a
proliferacéo dos hepatdcitos durante a regeneracdo hepética,
mas pode induzir afal énciahepética em humanos ou animais
de experimentacéo .

No presente estudo, partimos da hip6tese de que
nas hepatectomiasrealizadas S multaneamente com col ectomia
para o tratamento do cancer de c6lon, hdum aumento impor-
tante nos niveis plasmaticos de citocinas inflamatérias, o que
pode contribuir paraexplicar um maior nimero de complica-
¢Bes pos-operatdrias que ocorrem nestas operagles. Os hi-
veisda PCR também foram dosados paraavaliar aimportante
fungéo hepatica de restaurar a homeostase apés infecgdo, in-
flamag&o ou injuria. As alteragBes observadas sdo resultado
dareacdo inflamatdria aguda que ocorre apds o traumacirdr-
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gico descrito em vérios trabal hos 1416303338 Estudos recentes
tém demonstrado que o aumento na producdo de citocinas
inflamatérias ocorre como uma resposta a fase aguda apés a
Ci rurgi a 15,16,33,39—40.

Estudos relatam que a ressec¢do simultaneado figa-
do e intestino reduz significativamente a sintese protéica no
figado remanescente quando comparada somente a
hepatectomial#, o que pode induzir também aumadiminuicdo
da sintese de proteinas de fase aguda no figado®. Como as
proteinas de fase aguda sdo voltadas para protecdo contra
agressdes inflamatdrias®#!, a diminuicdo das mesmas pode
permitir que os pacientes fiquem mais susceptiveisas compli-
cagOes poés-operatdrias . Apos hepatectomia extensaem ra-
tos, Tsutsumi et al. *® mostram que a supressao precoce das
citocinas melhora a funcéo hepética e facilita a regeneracéo
do figado, permitindo extensdo da resseccao com reducgéo do
risco defa éncia hepética.

Nosanimaisdo G1, dosagensde TNFa foram meno-
res do que as encontradas no grupo controle, porém sem sig-
nificagdo estatistica. TNFa exdgeno estimulaasintesede DNA
em roedores e acel era a regeneragdo da massa hepética apos
hepatectomia parcial, entretanto, no ha aumento na concen-
tragdo de TNFa sérico®. Aumento nas concentragdes de TNFa
elL-1tem sido observado no estresse cirurgico ativado pelos
linfécitos e outras células para produzir IL-6%. TNFa elL-1
sdo capazesdeiniciar aproducdo delL-6 emvariascélulas?4,
erecentemente, tem sido demostrado que |L-6 € 0 mais poten-
teindutor dasintese de proteina de fase aguda nos hepatécitos
humanos *.

Naregeneragdo hepética, alL-6 aumentaatranscri-
¢80, levando os hepatdcitos a deixarem suafase de inérciae
entrar na fase pré-replicativa®. As dosagens de TNFa nos
grupos 2 e 3 foram maiores quando comparadas ao grupo
controle e grupol sendo os maiores valores encontrados no
grupo 3, no qual ahepatectomiafoi realizadasimultaneamente
com colectomia. Em doses adequadas, o TNFa orquestra a
respostainflamatdrialocalizada, ao iniciar, manter efinalizar a
inflamacéo local ecircunscrita. Respostasfisiol 6gicas exage-
radas ocorrem sob grandes concentracdes de TNFa e resul-
tam em aberragdes de coagul agdo, adesdo celular eintegrida-
de vascular®®. E importante reconhecer que a toxicidade do
TNFa e outras citocinas podem estar sinergicamente aumen-
tadas por outrosfatores. Além do mais, o processo inflamat6-
rio mediado por citocinasinflamatrias € geralmente benéfico
a0 hospedeiro, mas intrinsicamente danoso aos tecidos vizi-
nhos. A faléncia multipla de 6rgdos € tida como uma reacéo
inflamatdria incontrolada, com altos niveis circulantes de
citocinas 4647,

Em decorréncia do prolongado aumento darespos-
tainflamatdriaque podeinduzir faléncia e disfungao hepati-
ca", insulto e dano tecidual acentuados, resultado de cirur-
gias extensas, também podem contribuir para certas compli-
cacles ®. Finalizando, adiminuicao daregeneracdo hepati-
ca, da sintese de reagentes de fase aguda e do aumento de
endotoxinas no plasma, podem ser responsaveis pela ata
incidéncia de complicagdes no pds-operatério de
hepatectomiasimulténea 142,
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ABSTRACT

Background: Theaimof thisexperimental study wasto observethe behavior of Tumor Necrosis Factor and C-Reative Protein
in simultaneous colectomy plus hepatectomy. Methods: In this experimental model, 40 Wistar rats underwent surgery. They
were divided into four groups: the control group; group 1, rats submitted to hepatectomy to 70%; group 2, rats submitted to
colectomy; and group 3, rats submitted simultaneously to both procedures: hepatectomy plus colectomy. Inall groups, TNF and
PCR were collected one hour after the surgical procedure. The animalswerekilled afterwards. Results: The dosage of these
elements showed valueswith somealterationsin all groups. Group three showed a significant increase of TNFa and decrease
of PCR. Conclusion: The more complex becamethe surgical act the blood |evels of TFNa haveincreased and the levels of the

PCR decreased significantly.

Key-words: Colorectal neoplasms; Hepatectomy; Colectomy; Tumor necrosisfactor; Protein C; Rats, Wistar.
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