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Resumo

Quinto D. Avaliacdo da resposta inflamatéria sistémica na prostatectomia radical e
retropubica e sua correlacdo com parametros clinicos, cirargicos e patoldgicos
[Tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2022.

Introducdo: A prostatectomia radical retropubica (PRR) aberta € o principal
tratamento para pacientes com cancer de préstata localizado, porém, nos ultimos
anos técnicas laparoscopicas vem despertando o interesse de urologistas. Entre
essas técnicas podemos destacar a prostatectomia radical laparoscopica robética
(PRLR). Poucos estudos comparam esses dois procedimentos em relacdo a
extensdo do trauma cirdrgico e a resposta inflamatéria sistémica gerada em
resposta. Objetivos: Nesse estudo propomos comparar o estresse cirirgico e a fase
aguda da resposta inflamatéria de maneira prospectiva e controlada entre a PRLR e
PRR. Métodos: Para isso, coletamos amostras de soro de 40 pacientes submetidas
a PRLR e de 20 pacientes submetidos a PRR em quatro diferentes momentos. As
citocinas IL-4, IL-8, IL-6, IL-1B, IL-10 e TNF, usadas como marcadores inflamatorios,
foram mensuradas utilizando ensaios de ELISA/Multiplex e XMAP-Luminex®.
Resultados: Em ambas as cirurgias, IL-6 e IL-10 foram maiores no T4 em
comparacdo ao T1-T3 (p=0,001). Além disso, IL-6 e IL-10 estavam em maior
concentracdo no T4 da PRR em comparacdo com a PRLR (p= 0.001 e p= 0.000,
respectivamente). Conclusdo: A menor concentracdo sérica dos marcadores
inflamatoérios na PRLR nos permite concluir que esse procedimento causa uma
diminuicdo da resposta inflamatoria em relacéo a técnica padréo (PRR).

Palavras-chave: Cancer de Prostata, Cirurgia, Citocinas, TNF.



Summary

Quinto D. Evaluation of the systemic inflammatory response in radical and retropubic
prostatectomy and its correlation with clinical, surgical, and pathological parameters
[Thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2022.

Background: Radical retropubic prostatectomy (PRR) is the standard treatment for
patients with clinically localized prostate cancer, however, in the last years
laparoscopic techniques have aroused interest in urologists. One of these techniques
is robotically assisted laparoscopic RP (RALP). Only a few reports are available on
the extent of surgical trauma and the subsequent systemic inflammatory response in
patients undergoing these two procedures. Aim: In this work, we propose to compare
surgical stress and the systemic response of the acute phase in a prospective and
controlled setting between RALP and PRR. Methods: For this, we collected serum
samples from 40 patients undergoing RALP and 20 patients undergoing PRR at four
different times. The cytokines IL-4, IL-8, IL-6, IL-1B, IL-10 and TNF were detected
using ELISA/Multiplex assays and xMAP - Luminex®. Results: In both surgeries, IL-
6 and IL-10 were higher in T4 compared with T1-T3 (p=0.001). IL-6 and IL-10 were
higher in T4 in PRR compared to RALP (p=0.001 and p=0.000, respectively).
Conclusions: The lower serum concentration of inflammatory markers in PRLR
allows us to conclude that this procedure causes a decrease in the inflammatory
response compared to the standard technique (PRR).

Key words: Prostate Cancer, Surgery, Cytokines, TNF.
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1.1. Cancer de Préstata

O cancer de prostata (CaP) € o segundo tumor mais prevalente seguido do
tumor de pele ndo melanoma, e a segunda causa de Obitos tanto nos Estados
Unidos como no Brasil (1). E responsavel por 13,8% das mortes decorrentes de
cancer no sexo masculino, similar ao que ocorre com 0 cancer de mama no Sexo
feminino, que corresponde a 15,8% das mortes por cancer em mulheres. No Brasil,
o Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima para o triénio 2020-2022 um namero
de 65.840 novos casos de CaP e uma mortalidade de 15.676 (1). Nos Estados
Unidos, a estimativa para 2022 é de 268.490 novos casos e uma mortalidade de

34.500, segundo o National Cancer Institute (2).

Dentre os fatores de risco mais comuns para o CaP estédo a idade avangada,
histérico familiar e a etnia (3). Alguns estudos demonstram que além desses fatores,
varios outros estdo associados ao surgimento da doenc¢a, como dieta (4), obesidade
(5), atividade fisica (6), tabagismo (7), regido e situacdo econémica (8, 9). Pacientes
de raca negra possuem maior incidéncia de CaP, podendo apresentar evolucao

mais agressiva da doenca (10).

A dosagem do Antigeno Prostéatico Especifico (PSA), graduacgéo histologica,
exame de toque retal e bidpsia prostatica guiada por ultrassonografia, sdo utilizados
para rastreamento e identificacdo da presenca desta neoplasia, contudo, esses
exames podem néo ser totalmente suficientes para predizer o comportamento do

CaP (11).
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A introducdo do screening com o advento do Antigeno Prostético Especifica
(PSA), aumentou o diagnostico desta doencga nas Ultimas décadas (12). A doenca
também alterou seu padrdo devido ao aumento no diagndstico, sendo que a
proporcdo de homens com menos de 70 anos diagnosticados com o tumor,
aumentou e também houve uma reducdo de aproximadamente 30% da mortalidade

devido ao tratamento precoce (13).

O prognodstico do CaP é dependente do estadiamento patolégico, grau de
diferenciacdo histolégica e valores pré-operatorios de PSA, sendo a graduacao
histol6gica o fator prognéstico mais importante (14). Anteriormente, o Escore de
Gleason era o padrdo mais utilizado (15), contudo, a Sociedade Internacional de
Patologia Urologica (ISUP), propés uma nova graduacdo a partir do Escore de
Gleason, que tem como objetivo aperfeicoar o desempenho do grau histolégico (16)

(Figura 1).
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Figura 1. Esquematizacdo da classificacdo histolégica ISUP, a partir da graduacéo
de Gleason.

O tratamento do CaP inclui vigilancia ativa, tratamento sistémico com bloqueio
hormonal, quimioterapia e cirurgia. Para determinar o tratamento mais adequado,
deve-se analisar o Escore de Gleason, estadiamento, idade, presenca de
comorbidades e possiveis efeitos colaterais do tratamento. A vigilancia ativa pode
ser usada como primeira op¢ao para pacientes com a neoplasia de baixo risco (17).
Para pacientes ndo elegiveis para a vigilancia ativa e aqueles que possuem doenca
de risco intermediario, a opcao de tratamento recomendada € a prostatectomia

radical ou radioterapia, que apresentam taxas de cura de 95% e 75%
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respectivamente (18). Pacientes que possuem alto risco de potencial metastatico
deve ser submetidos a um tratamento mais agressivo, 0 qual consiste em castragao

clinica ou cirudrgica (19, 20).

1.2. Prostatectomia radical

A resseccdao cirargica do CaP pode ser feita por trés abordagens principais. A
primeira abordagem a ser realizada foi a cirurgia a céu aberto através de visao direta
da préstata. Essa técnica tem origem em 1905 com a realizacdo da primeira
prostatectomia através de acesso perineal por Young, que evoluiu para a
prostatectomia radical retropubica (PRR) aberta realizada por Millin em 1947 e
aperfeicoada por muitos, notadamente por Reiner e Walsh, que identificaram o plexo
da veia dorsal prostatico, até se tornar o procedimento que hoje no Brasil ainda é o

tratamento padronizado do CaP (21).

A segunda abordagem, a prostatectomia laparoscépica, foi descrita
inicialmente por Schuessler em 1997, porém, com longos tempos operatérios e
periodos de internacdo oriundos do procedimento (22) . Com o desenvolvimento da
técnica melhores resultados foram obtidos quanto ao tempo operatério, internacao
hospitalar, continéncia, poténcia e resultados oncolégicos, mas devido as
dificuldades de visualizacdo e manipulacéo dos instrumentos em pequenos espacos,
sua difusdo foi dificultada (23). Atualmente o meétodo é realizado em varios

continentes, mas com poucos cirurgides treinados. Assim, as técnicas minimamente
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invasivas despertaram o interesse dos urologistas, com o objetivo de alcancar os
mesmos resultados terapéuticos com menos efeitos colaterais em comparacéo a

cirurgia aberta.

A terceira técnica a surgir foi a prostatectomia radical laparoscoépica robotica
(PRLR), devido ao lancamento do rob6é Da Vinci® (Intuitive Surgical, Sunnyvale,
CA), aprovado em 2000 pelo FDA (Food and Drug Administration) para utilizacdo em
pacientes. Essa técnica tem se mostrado promissora, com Otimos resultados
funcionais e oncolégicos além de curvas de aprendizado mais breves (24, 25).
Dentre os fatores do robd que explicam tais resultados temos: 7 graus de liberdade
de movimento (imitando, portanto, os movimentos da mao do ser humano), a
adaptacdo da visdo em 3 dimensdes facilitou a realizacdo de cirurgias complexas
gue antes eram realizadas com maior grau de dificuldade, a ndo ser por pessoas
muito treinadas em laparoscopia, jA que a nocdo de profundidade € um elemento

importante para os cirurgiées (26).

Nos ultimos anos a cirurgia robética para tratamento do CaP vem ganhando
muito destaque e vem sendo rotineiramente utilizada, principalmente porque, em
tese, reduz o trauma tecidual causado ao paciente em relacdo a prostatectomia
radical aberta. Além disso, o surgimento da cirurgia robética tornou 0s movimentos
laparoscopicos tecnicamente mais faceis, encuratando as curvas de aprendizagem e

criando um amplo interesse de pacientes e de cirurgides na prostatectomia radical

minimamente invasiva (21).

Muitos trabalhos tém comparado resultados funcionais, oncoldgicos,

complicagBes cirdrgicas, tempo de internacdo da técnica robdtica versus a técnica
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aberta, entretanto, poucos trabalhos compararam a inflamagéo sistémica causada
pela cirurgia robdtica com a cirurgia aberta. O trauma cirargico, de qualquer tipo,
seja na cirurgia aberta ou robdtica, causa um dano tecidual, que provoca uma
resposta imunohumoral, com a ativagdo de varias células (como por exemplo,
macréfagos). Nesse processo, Varias citocinas e outros mediadores séo liberados,
ou seja, a intensidade de uma reacgéo inflamatdria aguda é diretamente proporcional

a lesao tecidual (27-29).

1.3. Fisiopatologia da inflamacéao e interleucinas

Embora a cirurgia robdtica seja definida como uma técnica minimamente
invasiva ainda existem incisbes para colocacdo dos trocares e realizacdo do
pneumoperitbneo, etapas que podem provocar algum dano tecidual e, portanto, uma
reacao inflamatéria. O dano tecidual causa a ativacao de diversas células do sistema
imunoldgico, como os macrofagos, o que significa que citocinas e outros mediadores

inflamatorios sao liberados durante este processo (27, 28).

Citocinas sdo mediadores imunolégicos que conduzem a resposta
inflamatoria até o local da lesé@o e infecgédo, sendo importantes para o processo de
cicatrizagcdo de feridas (29). Sabe-se que ha uma producdo exacerbada de citocinas
pré-inflamatérias no local primario da lesdo, contudo, podem se manifestar também
de forma sistémica (30). A producdo de citocinas nos periodos intra-operatorio e

pos-operatorio imediato € iniciada pelos macréfagos e monécitos no local,
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caracterizando a resposta de fase aguda, essas citocinas incluem a producdo de
interleucinas, as quais sao consideradas um fator chave no mecanismo da resposta

inflamatéria (30, 31).

Processos inflamatérios também influenciam diretamente na evolucdo do
cancer, no CaP, por exemplo, a inflamagcdo crénica € um importante fator de
iniciacdo tumoral (32, 33). Nesse contexto as interleucinas tém um papel muito
importante no processo de carcinogénese e progressao tumoral, uma vez que elas
agem sobre processos de proliferacdo e diferenciacdo celular e podem ter sua
producao alterada pelo cancer (algumas células malignas, por exemplo, secretam de

forma anormal tais moléculas) (34, 35).

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina de mediagcdo pré-inflamatéria que
controla diversas funcgdes fisioldgicas, incluindo o controle da resposta aguda na
inflamacéo, a regulacdo da diferenciacdo e ativacdo de células B e T, além de
suporte de crescimento e sobrevivéncia celular (36). A IL-10 é descrita como uma
citocina que possui potentes propriedades anti-inflamatoérias, que facilitam o
processo de cura e reparacao dos tecidos lesionados (37). A IL-8 € uma citocina
com propriedade quimiotatica de leucdcitos, principalmente neutrdfilos (38), a IL-4
possui um importante papel anti-inflamatério e na regulacdo da producdo de
anticorpos, hematopoiese e inflamacdo (39). Outra citocina que apresenta niveis
elevados em processos inflamatérios é a IL-18 (40). Além disso, outro mediador

inflamatorio importante no cancer é o fator alfa de necrose tumoral (TNF),

influenciando em processos de apoptose e proliferacéao celular (41).
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Sendo assim, a inflamagdo se caracteriza como sendo uma resposta
fundamental para o reparo dos tecidos danificados, ocorrendo em varias doencas
como o CaP, e em processos cirargicos de alto impacto, o que pode agravar o dano

estrutural do tecido.

1.4. Inflamacéo e anestesia

Além do trauma cirargico propriamente dito e exposi¢cdo a agentes infecciosos
que levam a ativagcdo do sistema imune, outras variaveis utilizadas no intra-
operatério tem um impacto no sistema imune. O tipo de anestesia utilizada, por
exemplo, pode influenciar diretamente a liberagdo e mediadores pro-inflamatorios
(42). Além disso, alguns estudos demonstram que diferentes tipos de anestesias
alteram a progressao de tumores, influenciando em processos de migragcao, invasao
e proliferacdo celular e metastases (43-45). Mas, no cenario clinico ndo € possivel
identificar os efeitos isolados da anestesia dos efeitos 6bvios do trauma cirargico na

resposta imune (46).

Estudos demonstram que a maioria dos agentes anestésicos direta ou
indiretamente suprime a resposta imune, com mecanismos complexos que incluem
apoptose de linfocitos e fagocitose dos neutréfilos (46). As anestesias intravenosa e
inalatéria j& demonstraram reduzir os niveis de IL-6, IL-18 e TNF. Por outro lado, o

uso de opiodides sistéticos modula o milieu das citocinas, afeta o sistema imune
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adaptativo e inato, além de poder aumentar os niveis da IL-1 independentemente da

dose (46, 47).

De maneira geral, estudos clinicos indicam que a anestesia local ou a
anestesia geral intravenosa € mais recomendada para pacientes com cancer do que
a anestesia geral com gases volateis, 0 que pode impactar consideravelmente na
resposta inflamatéria (42). A anestesia regional € utilizada sozinha ou em

combinacgdo com a anestesia geral (46).

A diminuicdo do uso de anestesia geral pode levar a uma diminuicdo da
resposta imune perioperatoria e dos niveis de cortisol e quando utilizada em
combinacdo, levam a uma diminuicdo da duracdo da imunossupressao poés-

operatoéria e dos linfocitos T (46).

Os anestésicos locais tém efeitos em varios locais da cascata inflamatoria,
que se inicia na supressdo da aderéncia dos leucécitos e das células endoteliais,
diminuicdo da motilidade dos leucdcitos, facocitose e degranulacéo, além da inibigéo
da liberacdo de IL-1, IL-1B e TNF, principalmente pela lidocaina. Em cirurgias, os
anestésicos locais sdo amplamente utilizados e tem ac¢do em varios locais da
cascata inflamatéria como bloquear a liberacdo de interleucinas como a 1(alfa e
beta) e 8 além de TNF, liberacdo de histamina por mastocitos, além da acdo na
enzima fosfolipase A2, prostaglandinas, tromboxano A2 e leucotrienos. Uma questao
a ser levantada é quao deletéria ao paciente essas a¢fes anti-inflamatérias exercem

(48).
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A dexmedetomidina, em um estudo em cirurgia de grande porte, atenuou o
aumento dos niveis de IL-6 no pés-operatério, além de diminuir os niveis de cortisol
e glicose quando comparado ao grupo controle. Em relacdo aos anestésicos
volateis, as alteragfes relacionadas a inflamagéo, dependeram do tipo de cirurgia e
do anestésico utilizado. O sevoflurano ndo afetou os niveis de interleucinas durante

0 periodo operatério e também no pos-operatorio (49, 50).

Em relacdo aos anestésicos volateis, as alteracbes relacionadas a
inflamacé&o, dependeram do tipo de cirurgia e do anestésico utilizado. O impacto dos
anestésicos volateis no sistema imune inato e adaptativo tem sido estudado tanto
em estudos in vivo como in vitro, mas nos estudos em humanos e dificil separar de

outras variaveis (51).

No sistema inato tem acdo nos neutrofilos, com uma diminuicdo de sua acao
pds exposicdo, quimiotaxia e producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
fagocitose diminuicdo da liberagédo de citocinas como IL-1beta, 6,8,10 e TNF. Acéo
heterogénea na funcdo das células naturais killer e na imunidade adaptativa em

relagéo aos linfécitos T e B, além de ag6es no cortisol e plaquetas (51).

J4 os corticosteroides sdo amplamente utilizados para a profilaxia e
tratamento de nauseas e vOmitos, além da diminuicdo do edema nos locais da
cirurgia. No entanto, ele esta associado ao risco de efeitos colaterais imuno
modulatérios. Corticosteroides, anti-inflamatérios e gabapentinoides como
gabapentina e pregabalina também tem efeitos imunomoduladores (46). Além disso,

€ importante ressaltar que, a transfusdo sanguinea também pode estar relacionada
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a modulacéo do sistema imune, principalmente relacionado a bolsas de sangue mais

velhas (46).

A ativacdo e a intensidade da reacdo de fase aguda s&o proporcionais ao
dano tecidual e devem ser as menores possiveis na cirurgia eletiva. Assim, uma boa
maneira de testar o dano ao tecido durante a cirurgia € medindo a resposta

inflamatoria sistémica por meio de mediadores inflamatérios.

Traumas corporais significativos, cirdrgicos ou acidentais, provocam uma
resposta inflamatéria sistémica previsivel e temporaria, causada por mediadores
hormonais, imunoldgicos e metabdlicos. Esta resposta inflamatéria € essencial para
o reparo tecidual e em condi¢des naturais serve para maximizar o potencial de cura
do organismo, mas quando a lesédo tecidual € mais extensa, uma resposta pro-
inflamatdria exagerada pode sobrecarregar o sistema imune e aumentar o risco de

infeccdes e complicacbes sépticas (52).

Durante os periodos intra e poés-operatério, algumas medicacdes sao
utilizadas tanto para manter o paciente anestesiado, quanto para prevenir ou
minimizar desconfortos apdés a cirurgia. Apesar dessas drogas terem o intuito tedrico
de reduzir o estresse cirurgico (controlando a dor e reduzindo a inflamacgéo, por
exemplo), algumas delas podem interferir no sistema imune (53, 54). Os agentes
inalatorios usados durante a anestesia geral suprimem as atividades das células NK
tanto in vitro quanto in vivo (55, 56) enquanto os agentes endovenosos promovem a
imunidade mediada por células e aparentam ter propriedades anti-neoplasicas.

Estudos retrospectivos em cancer de mama, célon e reto demonstraram que 0s
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anestésicos inalatorios estdo associados a redugdo da sobrevida geral em

comparacao com a anestesia intravenosa total com propofol (57-59).

Da mesma forma, Yap et al. (2019) demonstraram uma sobrevida livre de
recorréncia significativamente melhorada em uma compilacdo de tipos de céancer
(mama, esodfago e pulmdo ndo pequenas células) com anestesia intravenosa total
com propofol quando comparado a anestésicos inalatorios (60). Outra classe de
medicacfes comumente utilizadas sdo os opidides. Seu uso pode inibir a resposta
imunoldgica celular e humoral basicamente por reduzir a atividade das células NK
(54). Estudos retrospectivos mostram piores desfechos associados ao aumento das

doses de opidides no perioperatorio (61, 62).

Considerando a importancia da lesao tecidual e de processos inflamatérios no
tratamento cirargico do CaP, propomos a avaliagdo do grau de lesédo induzida pela
PRLR e PRR, a partir da dosagem dos niveis séricos do TNF e das interleucinas IL-
1B, IL-6, IL-8 (promotores da atividade inflamatéria) e das IL-4 e IL-10 (mediadores
anti-inflamatoérios) em pacientes submetidos a esses dois procedimentos em

diferentes tempos cirdrgicos.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo primario

Determinar a resposta inflamatoria sistémica a partir dos marcadores

inflamatoérios TNF- a, IL-183, IL-6, IL-8, IL-4 e IL-10 nos métodos cirurgicos de PRLR

e PRR.

2.2. Objetivos secundérios

Comparar dados clinicos e patolégicos entre os dois grupos de pacientes.

Comparar o dano tecidual decorrente dos métodos cirurgicos de PRLR e PRR

em pacientes com CaP localizado.
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3. METODOS
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3.1. Pacientes

Foram selecionados prospectivamente 40 pacientes diagnosticados com CaP,
com média de idade de 62,41 anos e que foram submetidos & PRLR. O segundo
grupo foi composto por 20 pacientes submetidos a PRR para CaP clinicamente
localizado. Todos os procedimentos cirargicos foram realizados no periodo de
janeiro a outubro de 2017, sendo que as cirurgias do grupo PRLR foram realizadas
no Hospital Alemdo Oswaldo Cruz pelo médico cirurgido Passerotti, C., e as
cirurgias do grupo PRR foram realizadas na Santa Casa de Misericordia de S&o

Paulo, por uma equipe médica assistente com ampla experiéncia.

Os critérios de inclusdo para o estudo foram pacientes com CaP que foram
submetidos a cirurgia de prostatectomia radical para tratamento da doenca, os quais
foram convidados a participar do estudo e 0s que aceitaram assinaram o Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE). Os critérios de exclusdo foram pacientes
gue ndo aceitaram participar do estudo, bem como pacientes com histérico de
processos infecciosos ou em uso de medicamentos anti-inflamatérios nos ultimos 7
dias antecedentes aos procedimentos cirargicos, contudo, o tratamento desses

pacientes foi realizado com a mesma exceléncia independente do presente estudo.

Além do TCLE, no momento da internacdo cirargica todos os pacientes
selecionados responderam um questionario para avaliar o estresse pré-operatorio. A

coleta de sangue foi realizada no dia da cirurgia, e as amostras coletadas foram
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enviadas para o Laboratdrio de Investigagdo Médica da Disciplina de Urologia

(LIM55) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP).

Para as andlises de citocinas (TNF, IL-18, IL-6, IL-8, IL-4 e IL-10), o sangue
foi processado em 3 horas, o soro foi separado por centrifugacédo, aliquotado e
armazenado em freezer a -70°C até a andlise. O presente trabalho foi submetido e

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMUSP sob o n° 1.604.785.

Para o grupo PRLR, foi utilizado o Sistema Robético da Vinci de quatro
bracos (Intuitive Surgical, Inc., Sunnyvale, CA, EUA). A duracdo operatodria foi
calculada a partir do momento da insercdo da agulha de Veress até a sutura da
dltima porta laparoscopica. As amostras de sangue foram coletadas nos seguintes
tempos: antes do procedimento (T1l) ou basal, durante a inducdo do
pneumoperiténio (T2), apds a colocacao dos trocartes (T3) e na recuperacdo poés-
anestésica (T4). Para a inducdo do pneumoperitbénio, a cavidade foi insuflada com
pressao de até 15mmHg em velocidade de fluxo maximo de CO2, e assim que a
pressdo abdominal atingiu 15mmHg, o sangue foi coletado. Foram colocados ao

todo trés tocardes de 8mm, dois de 12mm e um de 5mm.

Para os pacientes do grupo PRR, utilizamos a técnica de Walsh, e as
cirurgias foram realizadas por uma equipe médica assistente com ampla
experiéncia. A duragdo da operacdo foi calculada a partir do momento de incisédo na
pele até a sutura. As amostras de sangue foram coletadas antes do procedimento
(T1) ou basal, ao final da anestesia (T2), ap6s a incisdo da pele (T3) e durante a

recuperagao pos-anestésica (T4).



30

Foi realizada a medida dos seguintes marcadores pelo teste de
ELISA/Multiplex: TNF e das citocinas IL-1 B, IL-6, IL-8, IL-4 e IL-10, nos quatro
tempos mencionados (T1, T2, T3 e T4) e em ambos 0s grupos, para verificarmos se
0s niveis desses marcadores operatorios se alterariam nos tempos intra e peri-
operatorios das duas abordagens cirargicas (PRLR e PRR). A definicdo dos tempos
foi baseada em estudos anteriores relatados pela literatura que avaliaram

parametros semelhantes aos utilizados em nosso trabalho.

3.2.  ELISA/Multiplex

O teste multiplex utilizando a tecnologia XMAP da Luminex®, ou ensaio
Luminex® possibilita quantificar maltiplas citocinas ao mesmo tempo e em diversos
tipos de amostras, incluindo amostras de soro, de plasma, tecidos e células em

cultura. Para uma perfeita sensibilidade, é importante preparar adequadamente

amostras e diluicdes da curva padréo.

Em nosso estudo utilizamos o soro para quantificar as citocinas estudadas. As
amostras foram coletadas em tubo seco com gel e permitimos que a amostra
coagulasse a temperatura ambiente por 30 a 45 minutos. ApOs este periodo
centrifugamos as amostras a 1000g a 4°C por 15 minutos e separamos o plasma, e
entdo centrifugamos novamente as amostras a 1000g a 4°C por 10 minutos.

Imediatamente as amostras foram congeladas a -70°C até o uso.
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3.2.1. Preparacao da diluicdo do padréo

Para reconstituir o padrdo, foi necessario manté-lo sempre no gelo.
Adicionamos 500ul da solugéo de diluicdo do padrao no frasco do padréo liofilizado.
Agitamos gentilmente (1-3 segundos) e incubamos por 30 minutos no gelo. Os tubos
foram entdo marcados de 1 a 8 (tipo Eppendorf de 1,5ml), e preparamos uma

diluicdo seriada.

3.2.2. Procedimento do ensaio no “multiplex”

Colocamos todos os tampdes e diluentes a temperatura ambiente antes do
ensaio evitando bolhas ao pipetar. Preparamos a solucdo de 10x do multiplex bead.
Agitamos a solucdo na velocidade média por 30 segundos e preparamos O
conjugado de micro-esferas (beads) do conjugado de anti-citocina (10x) diluindo em
solucéo tampdo do proprio kit (assay buffer), com um volume final de 5,750ul. A
solucdo de multiplex bead working solution foi agitada por 15-20 segundos, em
velocidade média e pipetamos 50ul em cada poco. As placas foram entédo lavadas 2

vezes com tampao de lavagem do proéprio kit wash buffer.

Pipetamos 50ul dos padrdes, do branco e das amostras em cada poco da

placa. Cobrimos toda a placa com a fita de vedacgao fornecida, e entdo com papel
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aluminio e em seguida colocamos a placa em um agitador de microplacas a 850 rpm

por 30 minutos.

No final da primeira incubacéo, colocamos a placa em uma superficie plana e
retiramos a fita de vedacdo. Lavamos novamente a placa 3 vezes na lavadora
automatica com o tampao de lavagem. Centrifugamos por 30 segundos o tubo do
anticorpo de deteccdo e o diluimos 1x com o diluente do anticorpo de deteccao,
apos este processo foi adicionado 25ul do mesmo em cada poco. Cobrimos toda a
placa com uma nova fita de vedacao fornecida e com papel aluminio. Colocamos
novamente a placa no agitador de microplacas a 850 rpm durante 30 minutos. No
final da incubacédo, removemos a fita e o tampado por vacuo e lavamos a placa 3

vezes na lavadora automatica com o tampao de lavagem.

A estreptavidina-peroxidase (“Streptavidin-PE”) foi preparada 10 minutos
antes do uso. Diluimos 1x com o diluente de ensaio, agitamos vigorosamente e
adicionamos 50ul em cada poco. Novamente a placa foi coberta com uma nova fita
de vedacdo e papel aluminio e colocada no agitador de microplacas a 850 rpm
durante 10 minutos. No final da incubacgéo, o processo de lavagem foi 0 mesmo dos

anteriores.

Ressuspendemos as “beads” em cada pogo com 125ul do tampéao de ensaio.
Cobrimos toda a placa com uma nova fita de vedacdo e com papel aluminio.
Colocamos a placa no agitador de placas a 850 rpm for 30 segundos imediatamente

antes de ler a placa no sistema do Magpix.
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As amostras foram analisadas no equipamento Magpix com tecnologia xXMAP
(Luminex Corp., Austin, TX). As concentracdes das amostras desconhecidas foram
estimadas a partir da curva padrdo, utilizando o equipamento de leitura Magpix
XMAP e com software XPONENT 4.2 (Luminex Corp., Austin, TX). A analise dos
dados foi feita pelo software Milliplex Analyst 5.1 (EMD Millipore). Os niveis das
citocinas sdo expressos em pg/mL ou ng/mL. Todas essas analises foram realizadas

no LIM55 da FMUSP.

3.3. Anédlise Estatistica

Para verificacdo da homogeneidade das variaveis foi realizado o teste de
Levene. Variaveis continuas foram expressas em média e desvio padrdo e
comparadas com Teste T (Student’s) ou Mann-Whithney quando as mesmas eram
de distribuicdo homogénea ou ndo respectivamente; comparacdes entre trés grupos
foram avaliadas por teste de ANOVA quando as variaveis eram homogéneas ou
Kruskal-Wallis para variaveis de distribuicdo ndo homogénea. Categorias variaveis
foram expressas em porcentagens (%) e comparadas com teste Qui-quadrado ou
Fisher de acordo com o tamanho da amostra.

As analises foram realizadas no software IBM® SPSS Statistics 22.0
(Statistical Package for the Social Sciences). Para todas as variaveis foram
calculados os respectivos riscos relativos com seus intervalos 95% de confianga. Um

nivel de significancia de 5% foi considerado em todas as analises.
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4. RESULTADOS
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Primeiramente, foram analisadas as variaveis idade, os niveis de PSA pré-
operatorio, o peso, 0 estadiamento patoldgico classificado como tumores 6rgao-
confinados (pT2), o grau histolégico ISUP, a classificacdo do estado fisico ASA
(Sociedade Americana de Anestesiologia). As caracteristicas clinicos-patologicas
dos pacientes dos dois grupos foram coletadas de forma prospectiva através do

banco de dados do hospital e estdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes dos grupos. Os dados
séo apresentados como média + desvio padrdo e porcentagem (%).

PRLR (n=40) PRR (n=20)
Variaveis média + (desvio média + (desvio ~ Valordep
padréo) padréo)
Idade (anos) 62,41 (7,07) 65,72 (8,51) 0,108
PSA pré-operatério (ng /ml) 5,79 (2,74) 18,26 (20,32) 0,000
Peso (kg) 84,11 (13,86) 78,38 (15,57) 0,151
Estadiamento patoldgico, n (%)
pT2 31 (77,5) 18 (90) 0,122
ISUP (%)
1 11,4 20
2 25,7 45
3 51,5 25 0,328
4 8,6 15
5 2,8 5
ASA, n (%)
1 5 (12,5) 1(5)
2 32 (80) 14 (70) 0,028
3 3(7,5) 5 (25)

PRLR: prostatectomia radical laparoscoépica robotica; PRR: prostatectomia radical
retropubica.
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Em seguida, foram coletados os dados de sangramento intra-operatorio,
complicagBes (intra e peri-operatorias), tipo de anestesia utilizada e tempo cirtrgico
das duas abordagens (Tabela 2). Além disso, realizamos uma analise para
sabermos se a linfadenectomia influenciou na duracéo das cirurgias dos dois grupos

estudados (Tabela 3).

Tabela 2. Dados coletados referentes ao tipo de anestesia, complicacOes
operatorias e tempo de cirurgia.

Variaveis PRLR PRR Valor de p
. : Geral Geral
Tipo de anestesia
endovenosa endovenosa

Compllcagoesrlr?tra e peri- Nenhuma Nenhuma

operatérias
Média de tempo cirdrgico 140 280 0,000

(minutos)

Sangramento intra-operatorio (mL) 212 (177,3) 650 (495) 0,004

média * (desvio padréo)
PRLR: prostatectomia radical laparoscoépica robética; PRR: prostatectomia radical
retropubica.

Tabela 3. Tempo cirargico em relacao a linfadenectomia nos dois grupos. Os valores
sdo apresentados como média + desvio padrao.

Linfadenectomia

Grupos Valor de p
Sim N&o
PRLR (minutos) 139,4 (23,82) 168,3 (40,41) 0,854
PRR (minutos) 276,7 (58,59) 289,7 (71,07) 0,195

PRLR: prostatectomia radical laparoscépica robética; PRR: prostatectomia radical
retropubica.
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4.1. PRLR

A média de idade neste grupo foi de 62,41 + (7,07) anos, o peso medio dos
pacientes foi de 84,11kg * (13,86), a média de PSA foi de 5,79 + (2,74) ng/ml. De
acordo com o estadiamento patologico 77,5% dos pacientes possuem tumor 6rgao
confinado (pT2). De acordo com o grau de ISUP, 11,4% eram ISUP1, 25,7% eram
ISUP2, 51,5% eram ISUP3, 8,6% ISUP 4 e 2,8% ISUP 5. A classificagdo do estado
fisico ASA (Sociedade Americana de Anestesiologia) dos pacientes foram 12,5%

ASA 1, 80% ASA 2 e 7,5% ASA 3.

O tipo de anestesia utilizada nos pacientes foi geral endovenosa, € sem
nenhuma complicacdo intra-operatdria nestes pacientes. A média do tempo cirlrgico
neste grupo foi de 140 minutos e o sangramento intraoperatério de 212 + (177,3)
mL. A média do tempo cirlrgico dos pacientes que realizaram linfadenectomia foi de
139,4 * (23,82), sendo que 0s que nado realizaram a média foi de 168,3 £ (40,41),
sem diferenca estatistica (p=0,854), o que indica que a linfadenectomia né&o

influenciou no aumento do tempo das cirurgias neste grupo.

Posteriormente comparamos a concentracdo dos marcadores nos diferentes
momentos cirdrgicos no grupo PRLR e encontramos algumas diferencas
significativas entre a concentracdo das IL-10, IL-6 e TNF entre os tempos
analisados, sendo que nesta primeira analise utilizamos o T1 como controle para os

outros tempos analisados (T2, T3 e T4) (Tabela 4).
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Tabela 4. Concentracdo das citocinas entre os tempos cirargicos (T1, T2, T3 e T4)
avaliados no grupo PRLR. Os dados sao apresentados como média + (desvio
padréo).

IL-10

T1 T2 p T3 p T4 p

3,12 (5,13) 4,98 (11,16) 0,188 4,75 (8,19) 0,135 11,93(16,56) 0,001
IL-1B

2,10 (4,02) 1,68 (1,33) 0,451 1,35 (0,87) 0,206 1,37 (0,85) 0,255
IL-4

2,70 (4,05) 3,92 (7,92) 0,37 2,57 (3,3) 0,864 2,49 (3,19) 0,75
IL-6

2,61 (5,42) 2 (1,47) 0,484 2,29 (2,68) 0,736 9,06 (9,76) 0,000
IL-8

8,79 (11,15) 9,15 (12,14) 0,87 7,81(11,74) 0,527 16,31(23,08) 0,015
TNF

12,90 (7,89) 13,22 (8,46) 0,703 12,23(8,88) 0,508  9,85(6,19) 0,005

Comparacdo dos niveis de citocinas no grupo PRLR entre os quatro tempos
avaliados. T1: antes do procedimento ou basal; T2: durante a inducdo do
penumoperitbnio; T3: apds a colocacdo dos trocartes e T4: recuperacado pos-
anestésica.

Para a IL-10 encontramos uma concentracdo bem maior no T4, que se refere
ao momento que o0 paciente ja estava na recuperacdo pos-anestésica, guando
comparado ao T1 que foi o momento que o paciente chegou na sala cirdrgica
(p=0,001). O mesmo foi demonstrado na concentracdo da IL-6 e IL-8 em que as
maiores concentracdes foram encontradas no T4, quando comparado ao T1
(p=0,000, p=0,015, respectivamente). Contudo, para o TNF encontramos o perfil
inverso, as menores concentragcdes foram encontradas em T4 e essa diferenca foi

significativa quando comparado ao T1 (p=0,005).
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Na segunda analise utilizamos o T2 como controle dos posteriores tempos
cirurgicos (T3 e T4), e encontramos uma diferenca estatisticamente significativa para
a IL-10, IL-6 e IL-8 no T4 quando comparado ao T2 que é referente a coleta apos a
inducdo do pneumoperitonio (p=0,013, p=0,000, p=0,038, respectivamente), no
entanto, as concentracdes de TNF foram significativamente menores do T4 em

comparacao ao T2 (p=0,007) (Tabela 5).

Tabela 5. Concentracdo das citocinas entre os tempos cirargicos (T2, T3 e T4)
avaliados no grupo PRLR. Os dados sao apresentados como média = (desvio
padrao).

IL-10
T2 T3 p T4 p

4,98 (11,16) 4,75 (8,19) 0,867 11,93 (16,56) 0,013
IL-18

1,68 (1,33) 1,35 (0,87) 0,27 1,37 (0,85) 0,459
IL-4

3,92 (7,92) 2,57 (3,30) 0,301 2,49 (3,19) 0,256
IL-6

2 (1,47) 2,29 (2,68) 0,459 9,06 (9,76) 0,000
IL-8

9,15 (12,14) 7,81 (11,74) 0,493 16,31 (23,08) 0,038
TNF

13,22 (8,46) 12,23 (8,88) 0,28 9,85 (6,19) 0,007

Comparacédo dos niveis de citocinas no grupo PRLR entre trés tempos. T2: durante
a inducdo do penumoperitdnio; T3: ap0s a colocagdo dos trocartes e T4:
recuperacao pos-anestésica

Realizamos uma terceira analise para o grupo PRLR utilizando o T3 como

controle e comparamos com o T4. Nesta comparacdo, observamos que as
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concentracOes da IL-10, IL-6 e IL-8 foram maiores no T4 quando comparadas ao T3
que foi a coleta logo apés a colocacao dos trocartes, e esta diferenca foi significativa

(p= 0,005, p=0,000 e p=0,009, respectivamente) (Tabela 6).

Tabela 6. Concentracdo das citocinas entre os tempos cirurgicos (T3 e T4) avaliados
no grupo PRLR. Os dados séo apresentados como média + (desvio padrao).

IL-10
T3 T4 p

4,75 (8,19) 11,93 (16,56) 0,005
IL-18

1,35 (0,87) 1,37 (0,85) 0,434
IL-4

2,57 (3,30) 2,49 (3,19) 0,873
IL-6

2,29 (2,68) 9,06 (9,76) 0,000
IL-8

7,81 (11,74) 16,31 (23,08) 0,009
TNF

12,23 (8,88) 9,85 (6,19) 0,095

Comparacédo dos niveis de citocinas no grupo PRLR entre dois tempos. T3: apos a
colocacao dos trocartes e T4: recuperacao pos-anestésica.

42. PRR

A média de idade do grupo de cirurgia aberta foi de 65,72 *+ (8,51) anos, o
peso médio dos pacientes foi de 78,38kg * (15,57) a média de PSA foi de 18,26 *
(20,32) ng/ml. De acordo com o estadiamento patolégico 90% dos pacientes

possuem tumor érgdo confinado (pT2). De acordo com o grau de ISUP, 20,0% eram



41

ISUP1, 45,0% eram ISUP2, 25,0% eram ISUP3, 15% ISUP 4 e 5% ISUP 5. A
classificacdo do estado fisico ASA dos pacientes foram 5% ASA 1, 70% ASA 2 e

25% ASA 3.

O tipo de anestesia utilizado nos pacientes foi geral endovenosa, e sem
nenhuma complicacéo intraoperatéria nestes pacientes. A média do tempo cirdrgico
foi de 280 minutos e a média do sangramento intraoperatorio foi de 650 + (495) ml.
Quando analisamos o tempo cirlrgico nos pacientes que realizaram linfadenectomia,
encontramos uma média de 289,7 = (71,07) e nos pacientes que nao realizaram a
média foi de 276,7 + (58,59), essa diferenca nado foi significativa (p=0,195),
demonstrando que a linfadenectomia ndo influenciou no aumento do tempo

cirdrgico.

Considerando os resultados dos marcadores inflamatérios, ndo encontramos
diferencas significativas entre a concentracédo das IL-1B, IL-4 e TNF entre nenhum
dos tempos analisados (tabelas 7, 8 e 9). Nesta abordagem cirdrgica também
encontramos diferencas estatisticas para a IL-10, a concentracdo dessa proteina
também foi maior em T4 com média de 84,89 + (89,97), que representa 0 momento
da chegada do paciente na recuperacdo pds-anestésica, quando comparado ao T1
que representa 0 momento da chegada do paciente na sala cirdrgica com média de
3 +(2,8) e p=0,001. Também encontramos diferenca significativa em relacdo ao T2
gue representa o momento logo apds a inducdo anestésica, com meédia de 2,68 +
(1,72) (p=0,001) e em relagéo ao T3 que representa 0 momento da inciséo da pele,
com meédia de 4,31 = (514) (p=0,001). Também encontramos diferencas

estatisticamente significativas para a IL-6, a qual também foi maior no T4 com média
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de 33,4 + (37,02), quando comparado ao T1 com média de 1,91 + (2,36) e p=0,001.
Também demonstramos que houve diferenca significativa em relacdo ao T2 com
média de 1,63 £ (1,9) (p=0,001) e em relacdo ao T3 que apresentou média de 1,6 +

(1,37) (p=0,001).

Tabela 7. Concentragcédo das citocinas entre os tempos cirurgicos (T1, T2, T3 e T4)
avaliados no grupo PRR. Os dados sdo apresentados como média + (desvio
padrao).

IL-10

T1 T2 p T3 p T4 p

3(2,8) 2,68(1,72) 0579  431(514) 0,249 84,89(89,97) 0,001
IL-1B

2,78 (4,72) 2,58(4,05) 0639  242(4,73) 0079  294(493) 0,839
IL-4

358(7)  4,87(11,74) 0660  7,5(19,04) 0,358  4,35(6,94) 0,699
IL-6

1,91 (2,36)  1,63(1,9) 0,101 1,6 (1,37) 0,292  33,4(37,02) 0,001
IL-8

6,14 (6,84) 6,56 (8,13) 0,849  7,25(12,42) 0,672 19,02 (40,36) 0,172
TNF

15,39 (12,34) 13,29 (9,58) 0,249 13,19 (12,24) 0,101 14,62 (14,26) 0,819

Comparacdo dos niveis de citocinas no grupo PRR entre os quatro tempos
avaliados. T1: antes do procedimento ou basal; T2: final da anestesia; T3: apés a
incisdo da pele e T4: recuperacdo pds-anestésica.
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Tabela 8. Concentracdo das citocinas entre os tempos cirdargicos (T2, T3 e T4)
avaliados no grupo PRR. Os dados sédo apresentados como média * (desvio
padrao).

IL-10
T2 T3 p T4 p

2,68 (1,72) 4,31 (5,14) 0,075 84,89 (89,97) 0,001
IL-1B

2,58 (4,05) 2,42 (4,73) 0,785 2,94 (4,93) 0,407
IL-4

4,87 (11,74) 7,5 (19,04) 0,139 4,35 (6,94) 0,849
IL-6

1,63 (1,9) 1,6 (1,37) 0,862 33,4 (37,02) 0,001
IL-8

6,56 (8,13) 7,25 (12,42) 0,617 19,02 (40,36) 0,174
TNF

13,29 (9,58) 13,19 (12,24) 0,963 14,62 (14,26) 0,523

Comparacéo dos niveis de citocinas no grupo PRR entre trés tempos avaliados. T2:
final da anestesia; T3: apos a incisdo da pele e T4: recuperacéo pbés-anestésica.

Tabela 9. Concentracdo das citocinas entre os tempos cirdrgicos (T3 e T4) avaliados
no grupo PRR. Os dados sao apresentados como média + (desvio padrao).

IL-10
T3 T4 p

4,31 (5,14) 84,89 (89,97) 0,001
IL-18

2,42 (4,73) 2,94 (4,93) 0,579
IL-4

7,5 (19,04) 4,35 (6,94) 0,461
IL-6

1,6 (1,37) 33,4 (37,02) 0,001
IL-8

7,25 (12,42) 19,02 (40,36) 0,213
TNF

13,19 (12,24) 14,62 (14,26) 0,689

Comparacéo dos niveis de citocinas no grupo PRR entre dois tempos. T3: apds a
incisdo da pele e T4: recuperacéo pos-anestésica.
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4.3. PRLR versus PRR

Ao compararmos as caracteristicas clinicas patolégicas dos pacientes entre
as duas abordagens cirargicas encontramos que a média de idade no grupo PRLR
foi de 62,41 + (7,07) anos e a média no grupo PRR foi de 65,72 + (8,51) anos, essa
diferenca nédo foi significativa (p=0,108). O peso médio dos pacientes do grupo de
PRLR foi de 84,11 £ (13,86) e no grupo PRR foi de 78,38 + (15,57) e essa diferenca
também nao apresentou diferenca estatistica (p=0,151). A média de PSA no grupo
da cirurgia aberta foi de 18,26 + (20,32) e no grupo da cirurgia robética, essa média
foi de 5,79 = (2,74) e esta diferenca foi significativa do ponto de vista estatistico
(p=0,000). O tempo cirurgico também foi maior na abordagem cirirgica aberta (280
minutos) comparado a roboética (120 minutos) (p=0,000). De acordo com o grau de
ISUP os grupos néao apresentaram diferenca significativa (p=0,328), sendo que em
ambas as abordagens a maioria dos pacientes foram classificados com Gleason 7,
ou seja, ISUP 2 ou 3. Para o estadiamento patolégico os grupos também néo
apresentaram diferencas significativas, uma vez que 0s pacientes da cirurgia aberta
apresentavam em 90% dos casos, doenca 6rgdo confinada, enquanto os pacientes
da cirurgia robdtica, em 74,3% dos casos também apresentavam (p=0,122). Ao
compararmos a classificacdo ASA entre 0s grupos, encontramos diferencas
significativas, onde no grupo de PRLR 7,5% dos pacientes eram ASA 3 e no grupo

da PRR essa taxa foi de 25% (p=0,028).

Ao analisarmos o volume de sangramento intra-operatorio nos pacientes das

duas abordagens cirlrgicas, encontramos que a média no grupo PRLR foi de 212 +
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(177,3) e a média no grupo PRR foi de 650 + (495), sendo esta diferenca
estatisticamente significativa (p=0,004), o que nos indica que a perda sanguinea

intra-operatdria foi maior em pacientes que realizaram a cirurgia aberta.

Quando comparamos o0s resultados obtidos entre as duas abordagens
cirdrgicas de acordo com os marcadores inflamatérios, encontramos diferencas
significativas para a IL-10 e IL-6 (Tabela 10). Para a IL-10 a concentracao foi
estatisticamente maior em T4 na PRR quando comparado a cirurgia robdtica
(p=0,000) (Figura 2). Esse tempo representa para ambas as cirurgias, 0 momento
em que o paciente chega na recuperacdo poés-cirdrgica. Para a IL-6 também
encontramos diferencas significativas em T4 onde a concentracdo também foi maior

na cirurgia aberta (p=0,001) (Figura 3).



Tabela 10. Comparacdo das concentracbes das citocinas entre as diferentes

abordagens cirurgicas.

. RPRL PRR
Tempos cirargicos o _ . Valor de p
Média + (desvio padrao)

IL-10

1 3,12 (5,13) 3(2,8) 0,924*

2 4,98 (11,16) 2,68 (1,72) 0,204**

3 4,75 (8,19) 4,31 (5,14) 0,825*

4 11,93 (16,56) 84,89 (89,97) 0,000**
IL-1B

1 2,1 (4,02) 2,78 (4,72) 0,566*

2 1,7 (1,32) 2,58 (4,05) 0,616**

3 1,35 (0,85) 2,42 (4,73) 0,913**

4 1,53 (1,28) 2,94 (4,93) 0,724*
IL-4

1 2,7 (4,05) 3,58 (7) 0,543*

2 3,92 (7,92) 4,87 (11,74) 0,712*

3 2,57 (3,3) 7,5 (19,04) 0,411**

4 2,49 (3,19) 4,35 (6,94) 0,41**
IL-6

1 2,61 (5,42) 1,91 (2,36) 0,585*

2 2(1,47) 1,63 (1,9) 0,404*

3 2,29 (2,68) 1,6 (1,37) 0,285*

4 9,06 (9,76) 33,4 (37,02) 0,001**
IL-8

1 8,79 (11,15) 6,14 (6,84) 0,334*

2 9,15 (12,14) 6,56 (8,13) 0,393*

3 7,81 (11,74) 7,25 (12,42) 0,864*

4 16,31 (23,08) 19,02 (40,36) 0,742*
TNF

1 12,90 (7,89) 15,39 (12,34) 0,348*

2 13,22 (8,46) 13,29 (9,58) 0,976*

3 12,23 (8,88) 13,19 (12,24) 0,731*

4 9,85 (6,19) 14,62 (14,26) 0,272**

*Teste T; **Teste de Mann-Whitney; PRLR: prostatectomia radical laparoscopica
robética; PRR: prostatectomia radical retropubica.



IL-10
100+
p=0,000

- 80
£
(@]
S == PRLR
0 —
g 60 =+ PRR
S
)
o 40+
°
0
2
Z 204

0 T I I

T1 T2 T3 T4
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IL-6
40—
p=0,001
2
5 30 -% PRLR
o == PRR
£
8 20
3
3
0
2 104
2
0 ! ! T I
T1 T2 T3 T4

Figura 3. Comparacéo dos niveis de IL-6 nos diferentes tipos e tempos cirurgicos.
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5. DISCUSSAO
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As Interleucinas sdo um grupo grande de citocinas produzidas pelos linfocitos
T e por alguns fagocitos e células teciduais. Exercem fung¢des variadas,
principalmente a inducdo da multiplicacéo e diferenciacdo de outras células, as quais
apresentam receptores adequados a elas (63, 64). Em nosso estudo considerando
as abordagens cirargicas de forma isolada, encontramos uma diferenca na
concentracdo da IL-10 e IL-6 nas duas abordagens cirargicas estudadas (aberta e
robdtica), as quais foram mais expressas no T4 em comparacao a todos 0s outros
tempos que representa 0 momento que o0 paciente se encontra na recuperagao pos-
anestésica. A IL-10 produzida por linfocitos T é também denominada fator inibidor de
sintese de citocinas, ou modulador de resposta anti-inflamatoria, inpibe a producédo
de interferon gama, a apresentacao de antigenos e a producéo de IL-1, IL-6 e TNF,
radicais livres, 0xido nitrico e a expressao de moléculas de adesédo (31, 65, 66). J4 a
IL-6 € uma citocina inflamatéria potente, que é prontamente sintetizada e ativa a
resposta imune aguda em resposta a infeccdo ou dano tecidual, induzindo a
diferenciacéo de células B ativa em plasmacitos produtores de anticorpos e também
células T CD4+ imaturas em efetoras (67). Talvez o fato de termos encontrados a IL-
10 em maior concentracdo no momento T4, seja reativo ao fato do aumento da IL-6
gue também foi maior neste momento em ambas as cirurgias, 0 que sugere que a

IL-10 possa estar agindo na supressao da atividade inflamatoria sistémica.

Isoladamente para os casos da cirurgia robdtica, também encontramos um
aumento na concentracao da IL-8 em T4 e uma diminui¢cdo da concentracao de TNF.
A IL-8 foi uma das primeiras citocinas descobertas e foi inicialmente identificada

como um fator quimiotatico secretado por mondcitos ativos e macréfagos que
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promovem a migracdo coordenada e direcional de células do sistema imunitério
como neutrdéfilos, basdfilos e linfocitos T. Em um segundo momento, foi atribuida
como um importante fator para doencas inflamatérias e autoimunes, devido as suas
propriedades pro-inflamatorias (68). A expresséo de IL-8 é influenciada por diversos
estimulos, principalmente os que desencadeiam estresse celular, como por exemplo,
a producdo de espécies reativas de oxigénio, deprivacdo de nutrientes, hipoxia e
secrecao de fatores pré-inflamatérios como por exemplo TNF, IL-18 ou infiltragao de
macréfagos. Em nosso estudo, o aumento das concentracfes de IL-8 pode sugerir
que esta citocina esta provavelmente exercendo seu papel quimiotatico e recrutando
mediadores inflamatorios. A baixa de TNF, pode ser explicada pelo uso da anestesia
endovenosa, ja que a mesma € descrita por reduzir os niveis de alguns mediadores

inflamatoérios, como o TNF.

Quando comparamos as duas abordagens cirlrgicas encontramos diferencas
estatisticas para a IL-10 e IL-6, para essas duas citocinas demonstramos uma
concentracdo maior na cirurgia aberta quando comparada a robotica em T4, que se
refere a0 momento que 0s pacientes estdo na recuperacdo pos-anestésica. Como
ja mencionado, a IL-6 é uma citocina pro- inflamatéria potente, e a IL-10 € uma
citocina anti-inflamatéria, que controla os niveis de outras interleucinas incluindo a
IL-6. Em trabalho publicado por Fracalanza e cols. (69), onde eles avaliaram a
concentracédo em diferentes tempos de IL-6, IL-1a, proteina C reativa e lactato em 35
pacientes submetidos a cirurgia robdtica e 26 pacientes submetidos a cirurgia
aberta, também encontraram que a média de IL-6 foi maior nos pacientes

submetidos a PRR, e neste trabalho o tempo cirdrgico da cirurgia robética foi maior
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que o tempo cirdrgico da cirurgia aberta. Em nosso trabalho também encontramos
uma maior concentracao de IL-6 na cirurgia aberta, entretanto, em nosso trabalho a
cirurgia aberta teve um tempo cirdrgico mais longo. Consideramos positivos esses
achados diferentes do tempo cirdrgico, podemos inferir que o tempo néo influencia a

concentracéo da IL-6.

Martinschek e cols. (70), avaliando algumas interleucinas em diferentes
tempos cirdrgicos em 40 pacientes submetidos a prostatectomia radical aberta ou
robdtica, também demonstrou niveis elevados de IL-6 nas duas abordagens sendo
gue esse aumento foi menor na cirurgia robdtica quando comparado a aberta,
também corroborando aos nossos achados. Entretanto neste trabalho o tempo

cirdrgico foi bastante similar entre os grupos ndo apresentando diferenca estatistica.

Um estudo de Jurczok e cols. demonstrou um aumento significativo da IL-6
apos as abordagens cirlrgicas de laparoscopia extraperitoneal e PRR aberta (71).
Outros estudos também encontraram um aumento nos niveis de IL-6 em operacdes
abertas em outros campos cirlrgicos, a qual pode ser considerada um parametro
sensivel em relacdo a outras interleucinas (72-74). Assim como em nosso estudo, na
maioria desses trabalhos, os procedimentos laparoscOpicos assistidos por robd

induziram baixa producéo de IL-6, sugerindo menor ativacao da resposta sistémica.

Estudos demonstram que niveis aumentados de IL-6 estdo relacionados a
lesbes inflamatdrias das células endoteliais vasculares, como na trombose venosa
profunda, visto que, a desregulacao persistente dessa interleucina tem a capacidade
de causar leséo tecidual, o que pode contribuir para a formacéo de trombo (75, 76) .

Considerando que em nosso trabalho encontramos uma maior concentracdo de IL-6
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nos pacientes que realizaram cirurgia aberta, podemos inferir que esse tipo de
cirurgia em pacientes com CaP, pode acarretar complicagdes venosas relacionados
a desregulacédo de IL-6. Além disso, sabe-se que pacientes com cancer localizado
ou doenca metastatica limitada, possuem uma maior chance de serem acometidos
por trombose venosa profunda, devido a liberacédo de fatores pré-inflamatoérios pelo
tumor (77). Hildebrandt e cols. demonstraram que a IL-6 pode ser utilizada como um
marcador para monitorar 0 estresse cirlrgico, € que 0 mesmo € menor na cirurgia

laparoscoépica quando comparada com o procedimento aberto (78).

As citocinas da familia da IL-10 desencadeiam mecanismos de defesa,
principalmente de células epiteliais, durante infeccbes, as quais sdo fundamentais
para preservar a integridade e homeostase das camadas epiteliais do tecido. A IL-10
promove respostas imunes inatas para reduzir os danos causados por infeccdes,
além de poderem facilitar o processo de cicatrizacdo de tecidos em lesbes causadas
por infeccdo ou inflamacédo e restringindo as respostas pro-inflamatorias (79). Em
nosso estudo demonstramos que os niveis de IL-10 estdo aumentados durante a
recuperacdo pos-anestésica tanto nos pacientes submetidos a PRLR quanto nos
que foram submetidos a PRR, contudo, a IL-10 estd ainda mais aumentada
significativamente naqueles pacientes que realizaram a cirurgia aberta. Esses
resultados sugerem que ha uma resposta inflamatdria maior em decorréncia do

maior estresse cirargico encontrado na PRR.

Corroborando com nossos resultados, Miyake e cols. identificaram niveis
significativamente mais elevados de IL-10 na prostatectomia aberta (27). Kato e cols.

também encontraram niveis elevados de IL-10 na cirurgia aberta de abdome
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superior (80). Tais achados demonstram que parece haver uma menor ativacao de

IL-10 em procedimentos laparoscépicos assistidos por robd.

Ainda podemos sugerir que o0 aumento da IL-10 seja reativo ao aumento da
IL-6 e consiga controlar os niveis desta interleucina impedindo que isso reflita em um
maior processo inflamatorio nos pacientes submetidos a PRR, uma vez que estudos
recentes publicados ndo apontam diferencas nas taxas de dor entre estas duas

abordagens cirurgicas (81).

Desde a introducdo da PRLR, a mesma se difundiu rapidamente nos paises
ocidentais, principalmente nos Estados Unidos onde mais de 65% de todas as
prostatectomias para CaP confinado ao 6rgdo sao realizadas por cirurgia robotica,
considerando que essa abordagem necessita de um alto nivel de técnica cirdrgica
(82, 83). Muitas pesquisas relatam que a PRLR proporciona uma melhor qualidade
de vida pés-operatéria para os pacientes, principalmente em relacédo a incontinéncia
urindria (84). Um estudo de Shigemura e cols. demonstrou que a abordagem
cirirgica de prostatectomia robdtica suprime a ocorréncia de infeccdes pos-
operatorias, reduzindo o estresse cirlrrgico, infeccao ou inflamacdo em comparacéo

a PRR aberta (85).

Yoshioka e cols. realizaram um estudo em que um total de 24 pacientes foram
submetidos a cirurgia robdtica, e demonstraram que o tempo médio cirdrgico
utilizando o dispositivo da Vinci foi de 232 minutos, e a perda sanguinea foi estimada
em 313 mL (86). De forma similar, em nosso estudo demonstramos que esse tempo
médio cirtrgico da PRLR foi de 140 minutos, e a perda sanguinea neste grupo foi de

212 mL, indicando que nossos resultados foram bastante satisfatérios.
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Luciani e cols. compararam a PRLR com outras técnicas cirdrgicas no
tratamento do CaP e concluiram que esta técnica apresentou vantagens em relacao
a complicacdes cirurgicas, tempo de internacdo e incontinéncia urinaria pos-cirurgia
(87). De maneira similar, uma analise sistemética apontou que a PRLR apresenta
menos complicacdes pré e pds-operatorias para os pacientes (88). Finalmente, uma
meta-analise estudou 78 trabalhos e verificou que a PRLR é uma cirurgia mais
segura e efetiva que a PRR, apresentando, de maneira geral, menos complicagfes e
melhores resultados funcionais (89). Nosso trabalho corrobora com esses
resultados, demonstrando que a PRLR induz uma menor resposta inflamatéria que a
PRR, o que sugere um menor dano tecidual decorrente da cirurgia, além de ser

realizada em um menor tempo.

Esse dado € relevante, pois a maioria dos problemas causados pela
prostatectomia radical decorre do trauma no tecido adjacente a prostata, portanto, a
PRLR teria, em teoria, menos efeito colaterais que a PRR. Em acordo com isso,
Porcaro e cols. (90) verificaram que a cirurgia robotica acelera a recuperacdo dos
pacientes, pois gera um menor estresse cirdrgico em comparagdo com a cirurgia
aberta. Outro artigo ndo verificou diferencas nas taxas de complica¢cdes cirurgicas e
pos-cirdrgicas entre as metodologias, porém evidenciou uma menor perda de
sangue, menor risco de transfusdo, maior continéncia e poténcia com a PRR (91).
Em nosso estudo, as duas abordagens utilizadas também ndo trouxeram
complicagbes aos pacientes, no entanto, aqueles que realizaram a cirurgia aberta

tiveram uma maior perda de sangue em relagdo a cirurgia robotica.
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Ainda vale ressaltar que nao encontramos diferencas significativas na
concentragdo dos marcadores inflamatérios na abordagem roboética apds o
pneumoperitbneo. O pneumoperitbneo pode desencadear uma série de reacdes
organicas especificas, como a inflamacéo. Estas reacdes afetam especialmente as
respostas imunoldgicas e metabdlicas. A intensidade da resposta imune ja foi
documentada em estudos experimentais e ensaios clinicos. Ap6s um estimulo por
lesdo, o peritbnio rapidamente acumula polimorfonucleares e macrofagos, o
interferon € ativado, o complexo de histocompatibilidade principal classe Il é
expresso e microorganismos patogénicos sdo desencadeados. A resposta imune
celular pode ser avaliada pela medicado de citocinas no sangue. A interacdo entre
mediadores pro-inflamatérios e anti-inflamatérios é vista como uma batalha entre
forcas opostas que frequentemente resulta em desequilibrio. Esse desequilibrio
pode causar uma resposta inflamatéria macica ou imunossupressdo, e quando a
resposta proé-inflamatoéria prevalecer, terapias anti-inflamatérias podem ser usadas
(92). Aqui em nosso estudo, 0 pneumoperitbneo realizado nos pacientes nao
aumentou a reacédo inflamatoria, avaliada pela concentracdo das citocinas e nosso
resultado foi congruente com estudos experimentais onde o pneumoperitbneo
realizado apds toracotomia em ratos ndo aumentou a reacdo inflamatéria e o
estresse oxidativo, o que pode ser visto como um resultado positivo (93). Roh e cols.
também demonstraram que os niveis de IL-6 foram aumentados apos a insuflacdo e
deflagdo de CO2 e que o uso do anestésico propofol pode atenuar a resposta
inflamatoria durante a ap6s o pneumoperitdbnio em pacientes submetidos a PRLR

(94).
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A avaliacdo de mediadores inflamatérios pode se mostrar um importante
parametro no manejo clinico do CaP. Um trabalho mediu a concentragédo de IL-1 e
TNF em amostras teciduais, concluindo que a inflamacédo periuretral pode ser
utilizada como um agente preditor de incontinéncia urinaria pés PRLR (95). Um
estudo clinico estd medindo niveis séricos de citocinas e outros mediadores
inflamatoérios na avaliagdo do efeito da suplementacdo com dmega 3 em pacientes
submetidos a prostatectomia radical (96). Outro grupo avaliou as citocinas IL-1p3, IL-
6, IL-8 e TNF, entre outros parametros, para concluir que a suplementagdo com
arginina nao altera a resposta inflamatéria de pacientes submetidos a prostatectomia
radical (97). Finalmente, marcadores inflamatérios também s&o utilizados na

avaliacao da eficiéncia da radioterapia em pacientes com CaP (98).

Mediadores inflamatorios também tem potencial como biomarcadores no CaP,
como demonstrado por Banzola e cols. (99) que associaram a expressao do TNF
com a progressao da doenca. Um artigo avaliou o exoma de pacientes com CaP e
demonstrou que a expressao de genes associados a inflamacéo esta diretamente
relacionada com os diferentes grupos da doenca (100). Ainda, outros trabalhos
demonstraram que processos oxidativos e inflamatorios aumentam no processo
fisiopatolégico do CaP e isso pode ser explorado do ponto de vista terapéutico (100,

101).

E importante discutir sobre uma limitacdo desse trabalho, onde a falta de
randomizacao na distribuicdo dos pacientes e o baixo numero de pessoas estudadas

pode ter prejudicado a obtencéo de resultados mais robustos. Porém, vale ressaltar
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que apesar da falta de randomizacdo, os dois grupos de pacientes néo

apresentaram diferencas importantes nas caracteristicas clinicas e patolégicas.

Além disso, destacamos que a cirurgia aberta ainda apresenta algumas
vantagens em relacdo a robotica. Sooriakumaran e cols. (102) demonstraram que
para pacientes com CaP de alto risco, a PRR apresenta uma reducdo nos
problemas relacionados a erecdo. Outro trabalho ndo encontrou diferencas
significativas do ponto de vista de resultados terapéuticos e efeitos colaterais apos
acompanhar os pacientes por 24 meses (103). Ainda, Sharma e Karnes (104)
comentam sobre o menor custo da PRR, o que € uma vantagem sobretudo em

paises em desenvolvimento como o Brasil.
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6. CONCLUSAO
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A menor concentracdo sérica dos marcadores inflamatdrios (principalmente
as IL-6 e IL-10) no grupo de cirurgia robdtica indica menor reposta inflamatoria
sistémica, e consequentemente, menor dano tecidual em relagdo a cirurgia
retropubica aberta, em que houve maior resposta inflamatéria. Nossos resultados
sugerem que a IL-6 e IL-10 podem ser consideradas biomarcadores Uteis de

estresse cirdrgico.

Considerando que a maior parte das complicacdes das cirurgias abertas de
CaP ocorrem em decorréncia do estresse tecidual, podemos postular que a PRLR
pode ser considerada uma abordagem cirdrgica segura e viavel para o tratamento
de CaP clinicamente localizado com melhores efeitos funcionais e menos efeitos
colaterais pOs-cirargicos para 0s pacientes, por produzir uma resposta inflamatoria

sistémica menor.
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Abstract
To compare tissue trauma between Retropubic Radical Prostatectomy and Robotically Assisted Laparoscopic Radical Prosta-
tectomy by inflammatory mediators. Serum samples from 40 patients submitted to RALP and 20 patients submitted to RRP
were withdrawn at four different time points. The cytokines IL-4, IL-8, IL-6, IL-1B, IL-10 and TNF-a were detected using
ELISA/Multiplex assays and XMAP—Luminex®. With both techniques, IL-10 and IL-6 were higher in T4 than in T1-T3
(p=0.001). IL-10 and IL-6 were higher in T4 in open surgery than in robotic surgery (»=0.000 and p=0.001, respectively).
Compared with both groups, IL-6 and IL-10 were higher in T4 in open surgery than in robotic surgery. Thus, we can pos-
tulate that RALP causes less tissue trauma than classical RRP, as indicated by the more limited increase in inflammatory
mediators such as IL.-6 and 1L.-10.
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RRP Retropubic radical prostatectomy
TNF-a Tumor necrosis factor alpha

Introduction

Prostate cancer (PCa) is the sixth most common type of can-
cer in the world and the third leading cause of death among
men in the USA [1]. Considering the treatments for PCa, ret-
ropubic radical prostatectomy (RRP) is the most commonly
used surgery in patients with clinically localized disease,
presenting good results in general[2, 3]. Despite the effi-
ciency, this procedure is invasive and can cause some prob-
lems to the patient, such as loss of potency and continence.
Thus, minimally invasive techniques aroused the interest of
urologists, with the aim of achieving the same therapeutic
outcomes with fewer side effects compared to open surgery.

Among these techniques, robotically assisted laparo-
scopic RP (RALP) has been presented as an alternative to
standard surgical methods, mainly because, in theory, it
reduces the tissue trauma caused to the patient compared
to RRP.

Tissue damage causes the activation of various cells (such
as macrophages), which means that cytokines and other
mediators are released in this process [4—6]. The activation
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