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PARTEA GENERALA

Partea generala este structurata in cinci capitole.

Capitolul 1 sintetizeaza notiuni generale despre imunitatea celulard antitumorala.
Astfel, In aceasta parte sunt sumarizate date despre imunitatea celulard inndscuta si dobandita,
celulele natural killer, activitatea citotoxicad a acestora precum si interactiunea dintre celulele
tumorale si sistemul imun.

Capitolul 2 descrie modificarile capacitatii citotoxice a celulelor NK in perioada
peroperatorie, fiind consemnate rezultatele studiilor care au analizat aceste aspecte pana la
momentul actual. Concluzia unanima este faptul ca in perioada postoperatorie, capacitatea
citotoxica a celulelor NK este afectatd, nefiind un consens in privinta perioadei de reducere a
activitdtii citotoxice sau a unei corelatii intre numarul, functia celulelor NK si prognostic.

In capitolul 3 este analizata influenta actului anestezico-chirurgical asupra sistemului
imunitar, fiind detaliate in subcapitole modificarile profilului citokinelor in perioada
peroperatorie, factorii peroperatori ce pot modifica raspunsul imun precum si influenta
stresului chirurgical si a substantelor anestezice asupra imunitétii celulare.

Este unanim recunoscut faptul ca in perioada peroperatorie existd o imunosupresie
datorata activarii sistemului nervos simpatic si a axului hipotalamo-hipofizar. Actul chirurgical
este urmat de un status inflamator modulat de citokine pro- si antiinflamatorii. Citokinele sunt
proteine produse de exponenti ai sistemului imunitar si nu numai, care prin actiune directd
asupra receptorilor specifici de pe suprafata celulara exercita efecte de modulare a unor procese
precum proliferarea, apoptoza, imunoreglarea. Printre cele mai studiate citokine in domeniul
abordat sunt TNF-o, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 si IFN-y. Deasemenea, interventia chirurgicala
prin stresul indus, inhiba activitatea celulelor NK responsabile de atacul asupra celulelor
tumorale si favorizeaza stimularea factorilor pro-angiogenetici. Avand in vedere corelatia
raspunsului imunitar cu intensitatea actului chirurgical, multiple studii au demonstrat faptul ca
tehnica laparoscopicd este superioara metodei clasice prin faptul ca produce o depresie mai
putin accentuatd a raspunsului imun.

Dintre factorii perioperatori ce pot influenta rdspunsul imun, am mentionat
hipotensiunea intraoperatorie, hipoxia, hipotermia, hiperglicemia, transfuzia alogena de sange,
substantele B-mimetice si catecolaminele, inhibitorii pompei de protoni, antiinflamatoarele

steroidiene si nesteroidiene.



Referitor la actul anestezic, exista studii care sustin ca anumite droguri anestezice ar
influenta componente ale imunitatii celulare dar sunt foarte greu de delimitat doar efectele
anesteziei in totalitate deoarece aceasta este asociatd cu factori care, dupa cum am descris mai
sus, au la randul lor efecte asupra raspunsului imun (act operator, extensia tumorala, tipul de
tumora, statusul pacientului etc). In ceea ce priveste administrarea de opioizi, comunitatea
medicald nu a ajuns la un consens in privinta efectelor antitumorale dar o certitudine o
reprezintd efectul imunosupresor. Legatura dintre opioizi si sistemul imunitar se face prin
intermediul receptorilor MOR (p-opioid receptor), receptori influentati de citokinele pro-
inflamatorii. Anestezicele volatile exercita un efect imunomodulator cert, actionand asupra
celulelor NK, celulelor dendritice, neutrofilelor, macrofagelor si limfocitelor, depriménd astfel
atat imunitatea inndscutd cat si pe cea dobanditd. Dintre substantele hipnotice descrise,
propofol se remarcad prin posibile efecte antitumorale prin stimularea LTh1 si neafectarea
celulelor NK; pentru midazolam nu sunt studii pe subiecti umani care sa permitd mentionarea
unor concluzii Tn timp ce ketamina se pare ca ar avea proprietati pro-tumorale. Anestezicele
locale exercita efecte anti-tumorale n strictd dependenta cu gradul de lipofilie si potenta.

Capitolul 4 descrie tipurile de tehnici anestezice precum si influenta acestora asupra
imunitatii, cu particularitatile aferente fiecarei patologii chirurgicale neoplazice. Tipurile de
anestezii existente sunt clasificate n:

1. anestezii generale cu efecte asupra intregului organism
2. anestezii/analgezii loco-regionale cu efecte asupra diverselor segmente ale
organismului supuse interventiilor chirurgicale. Anestezia regionala poate fi de mai
multe tipuri: spinald, epidurald, blocuri nervoase si anestezia regionald intravenoasa.
Marele avantaj al anesteziei peridurale este posibilitatea montarii cateterului peridural, care
aduce urmatoarele avantaje:

- permite prelungirea anesteziei, in concordantd cu durata interventiei chirurgicale;

- permite realizarea analgeziei postoperatorii prin injectarea pe cateter a unei
concentratii mai mici de anestezic local +/- opioide, ceea ce va genera analgezie
fara bloc motor.

Anestezia generald poate fi asociatad cu anestezie epidurala rezultand o tehnicd combinata care
poate fi folosita atat intra- cat si postoperator. Avantajele utilizarii anesteziei loco-regionale
constau in reducerea durerii postoperatorii cu scaderea implicitd a consumului de opioizi
precum si in efectele antiinflamatorii ale anestezicelor locale utilizate.

Un interes aparte il suscitd efectele anesteziei combinate asupra evolutiei pacientilor

neoplazici, avand in vedere efectele benefice ale tehnicii loco-regionale enumerate mai sus
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(reducerea consumului de opiozi, reducerea gradului de stres si efectele directe ale
anestezicelor locale asupra statusului imun). In acest sens s-au facut multiple cercetari asupra
pacientilor cu cancere abdominale, de prostatd, de san, laringiene, ovariene si uterine, in
vederea cautarii unor legaturi intre diverse tipuri de anestezii si rata de supravietuire precum si
posibilitatea unei influente a anesteziei asupra ratei de recidiva tumorala, studii ce nu s-au
soldat cu concluzii convergente in toate cazurile. Deasemenea, se vorbeste din ce in ce mai
mult de anestezia fara opioizi la pacienti neoplazici, luand In considerare posibila interventie a
acestora asupra citotoxicitdtii celulelor NK precum si asupra proceselor de proliferare si
metastazare, raimanand un subiect insuficient clarificat pand in prezent.

Sumarizand cele relatate mai sus, in momentul de fatd nu exista rezultate unanim
acceptate despre influentele pe care le-ar putea avea anestezia asupra imunitatii antitumorale.
In schimb, exista date care descriu existenta unei imunodepresii peroperatorii, fenomen care
poate fi modelat atat de actul chirurgical prin folosirea unor metode cat mai putin invazive dar
si de actul anestezic prin folosirea unor tehnici care sa afecteze cat mai putin raspunsul imunitar

antitumoral Tnnascut.

Aspectele prezentate in prima parte a lucrarii constituic o baza justificativa pentru
studiul care face obiectul celei de-a doua parti a tezei, cea a contributiei personale. Din acest
punct de vedere, lucrarea de fata abordeaza o tema de actualitate pluridisciplinara si isi propune
sd cerceteze influenta a doud tehnici anestezice asupra raspunsului imun 1n cancerele colo-

rectale.

Contributia personald descrie la inceput ipoteza de lucru generala, obiectivele
studiului si metodologia generala a acestora. Se mentioneaza obtinerea aprobarii Comisiei de
Etica a Spitalului Clinic nr.1 C.F. Witing Bucuresti, precum si cea a consimtamantului informat
al subiectilor inclusi.

Ipoteza de lucru a cercetarii doctorale a constat in studierea comparativa a influentei
a doua tipuri de anestezii asupra imunitatii postoperatorii la pacienti cu cancer colo-rectal
operati, In vederea evidentierii avantajului anesteziei combinate (anestezie generala combinata
cu tehnica locoregionald).

Obiectivele principale ale cercetarii doctorale au fost urmatoarele:

1. Cuantificarea procesului inflamator in evaluarea celor doua tehnici anestezice,
functie de parametrii studiati

2. Analiza citotoxicitatii celulelor natural killer (NKCC) functie de tipul de anestezie
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3. Evaluarea profilului unor citokine pro- si antiinflamatorii in contextul celor doua
tehnici anestezice.
Obiectivele secundare derivate sunt reprezentate de:
e analiza unor corelatii intre diversi parametri ai statusului imun studiat
e corelatii intre diverse substante anestezice si non-anestezice administrate in perioada

preoperatorie si unele componente ale raspunsului imun.

PARTEA SPECIALA

Material si metoda
Material

S-a efectuat un studiu prospectiv, observational, nerandomizat, pe un numar de 33 de
pacienti selectati folosind criteriile de excludere dintr-un numar de 45 de pacienti cu cancere
colo-rectale, internati si operati in Clinica de Chirurgie Generala a Spitalului Clinic C.F.Witing,
n perioada 2015-2018. Acesti pacienti au fost impartiti in doua loturi:

- Lotul 1: 16 pacienti care au primit anestezie generala;

- Lotul 2: 17 pacienti care au primit anestezie combinata: anestezie generala cu

anestezie locoregionala (de tipul anestezie epidurald continua)

Criterii de admitere: 18-80 ani, indiferent de sex; diagnostic cert de cancer colo-rectal; sa
permitd montarea unui cateter epidural.

Criterii de excludere: risc ASA 1V si cu grade de risc mai mari decat ASA IV; intoleranta,
alergii, sau orice alte contraindicatii pentru folosirea de opioizi/ropivacaina; boli semnificative
ale arterelor coronare (test de efort pozitiv, infarct miocardic in ultimele 3 luni); hipertensiune
arteriald necontrolatd (TA > 140/90mmHg); aritmii cardiace si cu precadere cele cu interval
QT marit; medicamente cunoscute care maresc intervalul QT: clasa IA antiaritmice (chinidina,
procainamida, dysopyramide), clasa Il antiaritmice (sotalol, dofetalide, ibutalide,
amiodarone), haloperidol, thioridazine, arsenic trioxide, antidepresive triciclice); pacienti cu
tulburari psihologice semnificative: schizofrenie, sindrom maniacal, tulburari bipolare sau
psihoze; gravide sau femei in perioada de lactatie ; Obezitate morbida (BMI > 40 kg/m2) si/sau
greutatea peste 150 kg; insuficienta renala cronica ( creatinina serica > 2.0 mg/dL); insuficienta
hepatica, ciroza hepatica decompensata; alcool sau ingestie de droguri in ultimele 3 luni;

tulburari ale echilibrului hidro-electrolitic necorectate; durere de tip neuropatic; consum cronic
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de opioizi (>30mg oxicodona pe zi); casexia; administrare sistemica de corticosteroizi mai mult
de 2 saptdmani cu 6 luni preoperator; HIV sau alte stari imunosupresoare; preoperator INR >
1.4, trombocite < 100/mms; sepsis sau celulita la locul de insertie al cateterului; imposibilitatea
de a tolera un cateter epidural din varii motive (de ex.dureri de spate in regiunea lombara, teama
pacientului de orice fel de consecinte, refuzul pacientului).

baza unor reactii complet reversibile, datorata administrarii unor substante chimice sau aplicarii
unor agenti fizici. Anestezia presupune obtinerea urmatoarelor 4 obiective:

* Hipnoza

* Analgezia

* Relaxarea musculara

» Mentinerea homeostaziei pe perioada interventiei chirurgicale

Anestezia combinata pe pivot volatil este tipul de anestezie generala folosit la lotul 1, in care
fiecare dintre cele 4 componente ale anesteziei generale utilizeaza un anumit agent anestezic.
Etapele anesteziei generale sunt urmatoarele:

1. Examenul preanestezic — are ca obiectiv evaluarea pacientului din punctul de vedere al
anamnezei, al examenului clinic si al examinarilor paraclinice astfel incat sa se poata obtine o
concluzie privind tipul de anestezie care urmeaza a fi administrat precum si incadrarea
pacientului ntr-un grad de risc. Riscul anestezic se evalueaza dupa clasa de risc ASA
(Societatea Americana de Anestezie):

* [ — pacient sanatos

* II — pacient cu o afectiune sistemica usoara

« [II — pacient cu o afectiune sistemica severa ce ii limiteaza activitatea

* [V — pacient cu o boala invalidanta cu risc vital

* V — pacient muribund

* Pentru operatiile facute in urgenta se adauga indicele E (Emergency)

2. Premedicatia — reprezintd medicamentele administrate pacientului inaintea Inceperii
anesteziei propriu-zise, cu scopul de a asigura: anxioliza, sedarea, amnezia, diminuarea
activitatii sistemului nervos autonom, efectul antisialog, profilaxia tromboflebitei profunde,
profilaxia pneumoniei de aspiratie, desensibilizarea la cei cu risc alergic. Uzual, in
premedicatie se administreaza:

— Un parasimpatolitic — atropina

— O benzodiazepina — midazolam sau diazepam

— Un opioid — petidina — daca dorim si un efect analgetic



3. Inductia anesteziei — este perioada de tranzitie de la starea de constientd la cea de
inconstientd cu instituirea suportul ventilator si mentinerea stabilitdfii hemodinamice. Are
urmatoarele etape:
* Montarea unei linii venoase
* Initierea monitorizdrii parametrilor hemodinamici si respiratori
* Inductia propriu-zisa care presupune oxigenare prealabila pe masca, administrarea unui
analgetic de tip opioid (Fentanyl),a unui hipnotic (Propofol) si a unui miorelaxant
(Succinilcolina) Tn vederea intubatiei oro-traheale
* Conectarea la aparatul de anestezie reglat corespunzator
4. Mentinerea anesteziei — este perioada in care: se continua administrarea drogurilor anestezice
inhalatorii (Sevoflurane) si/sau intravenoase, se ventileaza bolnavul in regim controlat si se
asigura monitorizarea hemodinamica, respiratorie, temperaturd, bloc neuro-muscular,
profunzimea anesteziei, parametri sanguini. Este perioada in care se desfasoara interventia
chirurgicala.
5. Trezirea din anestezie — este perioada in care pacientului 1i revine starea de constienta si
respiratia spontand, in conditii de stabilitate hemodinamica. In aceastd perioadd se sisteaza
administrarea gazelor anestezice, se antagonizeaza (dacad e cazul) efectele opioizilor si ale
curarelor, se administreaza doar oxigen si, in conditiile de sigurantd, se deconecteaza de
aparatul de anestezie si apoi se detubeaza.
Anestezia combinata pe pivot volatil este tipul de anestezie generala folosit la lotul 1, in care
fiecare dintre cele 4 componente ale anesteziei generale utilizeaza un anumit agent anestezic.
Introducerea unui cateter in spatiul epidural permite administrarea de anestezice locale(
Ropivacaina) pe aceasta cale, permitand o reducere considerabila a necesarului de opioizi atat
intraoperator cat si postoperator. Aceasta tehnica a fost folosita la lotul 2 de pacienti.

Premedicatia tuturor pacientilor a fost asigurata de Midazolam 0,05mg/kg im. cu 30
minute preoperator. In sala de operatie, pacientii au fost monitorizati de rutind conform
protocoalelor existente: ECG, SpO2, TA. Pentru pacientii din lotul 2 a fost nevoie de insertia
unui cateter epidural, act medical care s-a desfasurat conform protocoalelor aflate in vigoare,
in conditii de asepsie si antisepsie absolute.

Inainte de momentul inductiei anestezice, s-a cateterizat o linie venoasa periferica si s-
au prelevat probele sanguine preoperatorii (momentul T1).

La lotul 1, anestezia a constat din inductie cu Propofol (1.5 to 2 pg/kg) si mentinuta cu

Sevoflurane si Fentanyl.



La lotul 2 (anestezice locale) anestezia generala a constat din inductie cu Propofol (1.5
to 2 pg/kg) si mentinuta cu Sevoflurane (doze mici) si Ropivacaind 1% (administratd pe
cateterul epidural). Au fost administrate doze mici de Fentanyl (0,1-0,3mg iv) pentru a asigura
analgezia pana la intrarea in actiune a Ropivacainei.

La ambele grupuri s-a folosit Succinilcolina 1mg/kg in inductie iar in mentinere pentru
a asigura curarizarea s-a folosit Tracrium 0,5mg/kg post-inductie cu reinjectari la 20-30 min
de 0,1-0,2 mg/kg. Tensiunea arteriala medie si frecventa cardiaca au fost mentinute intr-un
interval de 25% fata de valorile bazale ale pacientului.

La finalul interventiei chirurgicale, ca analgetic, grupul 1 a primit pentazocina iar
grupul 2 a primit Ketoprofen + Paracetamol.

Pacientii eligibili au fost informati in preziua operatiei atat despre riscurile anestezico-
chirurgicale cat si despre includerea lor in acest studiu, urmand sa semneze atat consimtamantul
informat anestezic cat si formularul Comisiei de Etica privind acceptul de a intra in studiu si
de a folosi datele personale.

Toti parametrii determinati au fost cuantificati din sangele venos perifeirc, analizele
biochimice fiind prelucrate in laboratorul Spitalului Witing. Probele pentru evaluarea profilului
citokinelor si a citotoxicitatii celulelor NK au fost trimise si analizate la Institutul Victor Babes.
Probele sanguine au fost recoltate in 3 timpi diferiti:

1. Tz In ziua operatiei, inainte de inductia anesteziei generale;

2. T2:1n ziua 1 postoperator, la 24h de prima recoltare;

3. Ts:La externare.

Metode

Avand Tn vedere faptul ca obiectivul principal al acestei lucrari este reprezentat de
influenta anesteziei asupra imunitatii organismului la pacientii cu cancer colo-rectal operati,
am folosit drept markeri ai sistemului imun reactia inflamatoare, activitatea citotoxica a
celulelor NK si un panel de citokine. Prin urmare, raspunsul sistemului imun a fost determinat
prin:

1. Cuantificarea reactiei inflamatorii: s-a facut prin determinari ale valorilor VSH,
fibrinogen, proteina C reactiva, hemoleucograma, formula leucocitara din sangele periferic.
Metoda de determinare a numarului de leucocite si a formulei leucocitare s-a facut automat
pe principiul citometriei in flux.

Metoda de determinare a VSH: snge venos prin metoda manuala Westergren.



Metoda de determinare a fibrinogenului: sdnge venos prin metoda coagulometrica Clauss.

Metoda de determinare a proteinei C reactive : sange venos latex—imunoturbidimetrie.

2. Evaluarea citotoxicititii celulelor NK s-a realizat prin sistemul The CytoTox
96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega). Sangele proaspat recoltat se
repartizeaza in tuburi de centrifugd pe un strat de mediu polimer lichid izoton, netoxic
pentru celule, cu densitatea relativa 1,077. In urma centrifugarii la 600g se obtine
distributia spatiala de populatii celulare sanguine. Celulele mononucleare (limfocite,
monocite) au fost izolate din sdnge periferic integral, recoltat pe heparina (10UI/ml sange),
de la cei 33 pacienti cu cancer colo-rectal propusi pentru interventie chirurgicala. Sangele
a fost separat In gradient de densitate pe mediu Biocoll (Histopaque), pentru obtinerea
populatiilor celulare de interes (Boyum, 1968). Limfocitele umane periferice cu functie
NK au proprietatea de a liza in vitro linia mieloidda umana K562, tinta inalt sensibila in
studii de citotoxicitate mediatd de celulele NK. Aceasta este o linie celulard de leucemie
mieloida cronica umana, cu morfologie de limfoblast. Linia celulara K562 este intretinuta
conform indicatiilor furnizorului (Lozzio si colab., 1975). Determinarea viabilitatii
celulare s-a facut cu Trypan. Aceasta metoda permite evaluarea numarului de celule vii
concentratiei celulare. Pentru evaluarea efectului citotoxic pe care celulele limfoide/NK
(efectorii), 11 manifestd fatd de celulele tumorale (tintele) a fost utilizat sistemul The
CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega). Pentru fiecare triplicat se
calculeaza valoarea mediec a DO, SD si CV. Se calculeaza citotoxicitatea (%) cu
urmatoarea formula:

CTX% = (DOexperimentaI — DOspontan efector— DOspontan tinté)/ (DOtotal tintd — DOSpontan ;inté) X 100

3. Evaluarea profilului citokinelor IL-1p, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-10, IFN-y.

Determinarea nivelului interleukinelor s-a efectuat in Institutul National “Victor
Babes”, Departamentul de Biochimie Proteomica. Pentru protocolul de lucru prin metoda X-
MAP-array Luminex® a fost folosit kit-ul HUMAN CYTOKINE/CHEMOKINE MAGNETIC
BEAD PANEL R & D (6 plex: IL-1beta, IFN-gamma, IL-2, IL-10, IL-6, TNF-alfa); s-au
respectat instructiunile producatorului. Concentratiile moleculelor analizate au fost obtinute

interpoland valorile MFI rezultate in urma analizei probelor pe curbele 5-Parameter Logistics



(5-PL). Coeficientul de regresie (R2) a prezentat valori apropiate de 1 pentru toate cele 6 curbe

5-PL. Determinarile s-au efectuat in triplicat.

Analiza statistica descriptiva

Pentru fiecare unitate de observare, reprezentata de pacientul inclus in studiu, s-au
colectat, in conditii de confidentialitate si sigurantd, avand ca sursd materialul de studiu
mentionat mai sus, urmatorii parametri: date de identificare, demografice, antropometrice,
diagnostice si date despre interventia chirurgicald, date preoperatorii (HLG, citotoxicitate
celule NK, nivel citokine, valori markeri inflamatori), date anestezie si terapie-intensiva (tipul
de anestezie, clasa de anestezice si dozele aferente, dozele de analgezice administrate in
primele 24 h, transfuziile sanguine administrate, modificarile valorilor hemoleucogramei pe
perioada peroperatorie (preoperator, la 24 ore postoperator si la externare), modificarile
citotoxicitatii celulelor NK pe perioada peroperatorie (preoperator, la 24 ore postoperator si
la externare), evaluarea profilului citokinelor pe perioada peroperatorie (preoperator, la 24 ore
postoperator si la externare), modificarile markerilor reactiei inflamatorii (VSH, proteina C
reactiva, fibrinogen) pe perioada peroperatorie (preoperator, la 24 ore postoperator si la
externare), valori la externare ale HLG, citotoxicitatii celulelor NK, profilului citokinelor,
markerilor inflamatori, numarul de zile de internare. Fiecare dintre parametrii prezentati a fost
studiat individual, dar s-au efectuat si corelatii intre aceste variabile si tipul de anestezie aplicat

pacientilor.

Analiza statistica inferentiala

Datele au fost introduse intr-o baza de date Excel, proiectata pentru studiu, care a fost
ulterior procesata cu ajutorul softului specializat SPSS 17. Descrierea variabilelor studiate s-a
facut tindnd cont de tipul acestora; pentru variabilele categoriale (expl. tipul anesteziei, sex,
rezidentd, dg operator, s.a.) S-au utilizat indicatori de frecventa (absoluta si procentuald) si de
structurd, pentru variabilele numerice de tip continuu (expl. varsta, determinari sanguine, s.a.)
descriptorii majoritari au fost indicatorii de tendintd centrala si dispersie (media si deviatia
standard). Pentru a evidentia efectul anesteziei asupra imunitatii s-a evaluat modificarea
parametrilor sangvini ( HLG, citotoxicitate celule NK, nivel de citokine, markeri inflamatori)
in 3 momente diferite:

1. Preoperator - in ziua operatiei, inainte de inductia anesteziei generale

2. la 24 ore de la operatie fatd de momentul (initial) preoperator



3. modificarea determindrilor sanguine Tn momentul externarii fatd de momentele
anterioare de evaluare (initial) preoperator si postoperator.

Cantitativ, s-a notat ,, XT iTj, i=1-3, j=1-3 diferenta dintre valoarea parametrului ,,X” la
momentul Ti si valoarea parametrului ,,X” la momentul Tj considerand Ti- moment
preoperator, T2 — moment postoperator la 24 ore, T3 — momentul externarii. ,,X” reprezinta fie
elementele leucogramei, celulele NK, citokinele sau respectiv, markerii inflamatori.
Calitativ, s-a notat ,,XM iMj, i=1-3, j=1-3 evolutia parametrului ,,X”’ la momentul Mi fata de
momentul Mj, unde M1- momentul preoperator, M2 — momentul postoperator la 24 ore, M3 —
momentul externdrii. ,,X”’ reprezintd fie elementele leucogramei, citokinele sau respectiv,ale
markerilor inflamatori.

Testarea diferentelor dintre loturi, s-a realizat prin aplicarea testelor t-Student pentru
esantioane mici, one-way Anova, chi-patrat (A2), Fischer exact test. Diferentele au fost
considerate semnificative statistic la un prag de semnificatie p-value sub 0.05. In raport de
obiectivele studiului analiza s-a stratificat pe subloturi de interes. Testarea legaturii dintre doua
serii de date s-a realizat prin aplicarea analizei de corelatie Pearson. Pentru reprezentarea grafic
a rezultatelor s-au folosit majoritar graficele tip “pldcinta” (grafice de structurd), graficele
box-wishker” (grafice care prezinta seria de date a unei variabile marcand extremele) si
punctele sub care se gasesc 25% (cuartila 1), 50% (cuartila 2), si respectiv 75% (cuartila 3) din
seria de date) si respectiv, graficele tip scatter plot care ilustreaza corelatia dintre doua
variabile.

Testele au fost considerate cu semnificatie statistica pentru o valoare p <= 0.05.

REZULTATE

Rezultatele au fost obtinute prin prelucrarea datelor in urma rezultatelor experimentale
prin metode de analiza descriptiva si comparativa intre cele doua loturi si sunt prezentate in
functie de obiectivele studiului si metodele folosite:

1. Cuantificarea procesului inflamator in evaluarea celor doua tehnici anestezice,
functie de parametrii studiati.

A) Analiza HLG:

Preoperator (T1), intre cele doua loturi nu existd diferente semnificative statistic

(p>0.05). Rezultatele determinarilor sanguine efectuate la 24 ore postoperator (T2), evidentiaza
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diferente semnificative statistic (p<0.05) intre cele doua loturi pentru neutrofile (10910.78 lot
1 vs 7458,16 lot 2) sugerand un raspuns inflamator mai mare. Pentru leucocite, eozinofile,
bazofile, au fost inregistrate valori mai mari in lotul 1, farad a atinge insa pragul semnificatiei
statistice (p>0.05). Evaluarea la momentul externarii (T3) nu evidentiaza intre cele doua loturi

diferente semnificative statistic.

Calculul diferentelor dintre valorile HLG la 24 h postoperator fata de cele consemnate
la momentul preoperator (T2-T1) a evidentiat diferente semnificative statistic (p<0.05) intre
cele doua loturi pentru limfocite % (p<0.001), respectiv, raportul neutro/limfo (p=0.002) astfel:

e Numarul de limfocite a scazut mai putin in lotul 2 comparativ cu lotul 1 (- 445,41 lot 1

vs — 21,23 lot 2);

e Raportul neutrofile/limfocite a crescut mai mult postoperator in lotul 1 fatd de lotul 2

(4,56 lot 1 vs 2,16 lot 2).

Calculul diferentei dintre valorile HLG la momentul externarii si cele preoperatorii (Ts-
T1) a evidentiat diferente semnificative statistic (p<0.05) intre cele doua loturi pentru raportul
neutrofile/limfocite: cresterea raportului este semnificativ statistic mai mare in lotul 1

comparativ cu lotul 2 (1,2 vs 0.003).

B. Analiza markerilor inflamatori: (VSH=viteza de sedimentare a hematiilor(mm)

PCR=proteina C reactiva (mg/l) FIBR- fibrinogen (mg).

Preoperator (T1) valorile markerilor inflamatori sunt apropiate la cele doua loturi.
Postoperator (T2) valorile markerilor inflamatori se diferentiaza intre loturi, valorile
VSH, PCR si Fibrinogen sunt mai mari in lotul 1 comparativ cu lotul 2; intre cele doua
loturi se evidentiaza diferente semnificative statistic (p<0.05).
La momentul externarii (T3), valorile VSH, PCR si respectiv Fibrinogen, sunt
superioare in lotul 1 celor din lotul 2, fara a atinge limita semnificatiei statistice (p>0.05).
Diferenta dintre valorile VSH, PCR, FIBR la 24 ore dupa operatie (T2) si valorile la
momentul preoperator (T1) atinge semnificatia statistica (p<0.05) Tn raport cu tipul de anestezie
cu exceptia VSH.
Concluzii la momentul T2 vs Tz :
o valorile VSH si fibrinogen cresc la ambele loturi, cresterea fiind mai mare la lotul
1: VSH (18,5 vs 12,8) iar la fibrinogen (154,3 vs.54,1);

o valorile proteinei C reactive cresc la lotul 1 si scad la lotul 2;
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e modificarile valorilor sunt semnificative statistic doar pentru valorile proteinei C

reactive si fibrinogen.
La momentul externarii (T3), valorile parametrilor procesului inflamator studiat au
revenit la nivelul celor preoperatorii sau usor inferioare acestor valori, cu exceptia

fibrinogenului (usor crescut la lotul 1), modificari statistic nesemnificative.

3. Analiza citotoxicitatii (CTX) celulelor Natural Killer (NK)

Cele doua loturi au fost comparabile atat d.p.d.v. al caracteristicilor pacientilor (
sociodemografice, antropometrice, comorbiditati, medicatie personald, ) cat si al factorilor
chirurgicali (tip de interventie, durata interventiei, stadializarea cancerului colo-rectal).

Preoperator (T1), valorile CTX celulelor Natural Killer (NKCC, %) sunt apropiate in cele
doua loturi: 16.43% la lotul 1 vs. 16.65% la lotul 2.

La 24 h postoperator (T2), (NKCC %) a inregistrat o scadere a valorii la ambele loturi
astfel: la lotull, NKCC(%) a scazut semnificativ statistic de la 16.43+/-1.87 la 11.94+/-1.11
(p=0,048) in timp ce la lotul 2 valorile NKCC (%) au scazut de la 16.65+/-1.41 la 14.52+/-
1.19. De remarcat faptul ca doar pacientii care au primit numai anestezie generala (lotull) au

prezentat scaderi semnificative ale NKCC (%) la 24 h postoperator (Fig.1, fig.2).

NKCC % - Lot 1
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Figura 1. Modificarile NKCC (%) la 24 h postoperator la lotul 1(anestezie generala)
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Figura 2. Modificarile NKCC (%) la 24 h postoperator la lotul 2(anestezie combinatd).

Valorile citotoxicitatii celulelor NK au inregistrat scaderi cu 24% la lotul care a primit doar
anestezie generala comparativ cu doar 12%, cét a reprezentat scaderea valorilor NKCC (%) ale

lotului care a primit anestezie combinata (Fig. nr.3).

s Valori Postoperatorii
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Citotoxicitatea celulelor NK (NKCC %)
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Anestezie Combinata Anestezie Generala

Figura 3. Analiza comparativa a valorilor NKCC% la 24 h postoperator la cele doua loturi.

Diferenta dintre valorile citotoxicitatii celulelor NK la 24 ore dupa operatie (T2) si valorile la
momentul preoperator (T1) atinge semnificatia statistica (p=0.007) 1n raport de anestezie; se
inregisteaza o scadere a valorilor CTX. mai accentuata la lotul 1 comparativ cu lotul 2 (4.48+/-
0.8 vs. 2.13+/-0.26 ),(Fig.nr.4).
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Figura 4. Analiza comparativa a valorilor NKCC% preoperatorii vs. postoperatorii (24 h
postoperator) la cele doud loturi.

La momentul externarii (T3), se constata faptul ca valorile NKCC ale lotului 2 sunt usor
superioare celor de la internare, spre deosebire de valorile NKCC ale lotului 1 care sunt

inferioare celor din perioada preoperatorie (Tabel nr.1).

Citotoxicitate NK P _reoperato!’ (Ta) Ppstoperatqr (T2) E_xternare (_Ts)
(%) Tip anestezie Tip anestezie Tip anestezie

Lot1 Lot2 |Lotl Lot2 |Lotl Lot 2
N 16 17 16 17 16 17
Minimum 7,45 7,20 |6/48 6,62 |742 7,41
Maximum 31,70 27,60 | 20,60 23,46 | 26,94 27,73
Medie 16,43 16,65 |11.94 14,52 | 14,85 16,91
Deviatia std. 1,87 1,41 1,11 1,19 1,54 1,42
p ns ns ns

Tabel nr.1 Citotoxicitatea celulelor NK Tn raport cu anestezia, in cele trei momente de evaluare.

Diferenta dintre valorile citotoxicitatii celulelor NK la 24 ore dupa operatie (T2) si
valorile la momentul preoperator (T1) atinge semnificatia statistica (p<0.05) 1in raport de
anestezie; celulele NK prezintd o scadere a valorilor CTX. mai accentuata in lotul 1 comparativ

cu lotul 2 cu 4,48 fata de 2,13 (Tabel nr.2)

Tip anestezie
Lotl Lot 2

CTX.NK T2T:
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CTX.NKT2T1 | Lot1l Lot2
Medie -4.48 -2,13
Deviatia std. 0,79 0,26
Minimum -11,09 -4,14
Maximum -0,96 -0,57

p 0.007

Tabel nr.2 Diferenta dintre valorile celulelor NK la 24 ore dupa operatie (T2) si valorile preoperatorii (T1),
raport de anestezie.

Din evolutia citotoxicitatii celulelor NK in functie de timpii operatori si tipul de anestezie
observam faptul ca activitatea citotoxica a celulelor NK nu numai ca a scazut mai mult in
perioada postoperatorie la pacientii care au primit doar anestezie generald dar nici nu a reusit
la momentul externarii sa atinga valorile preoperatorii, in timp ce valorile NKCC% ale lotului
2 au prezentat scaderi mai mici imediat postoperator, cu tendinte de revenire la valorile initiale,

sugerand un efect mai bun al anesteziei combinate asupra NKCC% (Fig. nr.5).

EVOLUTIA NKCC LA CELE 2 LOTURI
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Fig.nr.5 Evolutia in dinamicd a NKCC% la cele 2 loturi

4. Evaluarea profilului citokinelor

Analiza IL-2:

- valorile IL-2 scad la ambele loturi la 24 h postoperator (Fig.nr. 6)
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Fig.nr.6 Evolutia in dinamica a valorilor IL-2 la cele 2 loturi

- diferenta dintre valorile IL-2 a 24 ore dupa operatie (T2) si valorile la momentul preoperator

(T1) Intre cele 2 loturi atinge semnificatia statistica (p<0.05) Tn raport de anestezie ; la lotul 1,

scaderea este mai accentuata in comparatie cu lotul 2 (0,73 vs.0,26).(Tabel nr.4)

Tip anestezie
L2 el Lotl |Lot2
Medie -0,73 -0,26
Deviatia std. 0,18 0,11
Minimum -0,8 -0,6
Maximum -2,6 -0,8
p 0.03

Tabel nr.4 Diferenta dintre valorile 1L-2 la 24 h postoperator (T2) si valorile preoperatorii (T1), In

raport de anestezie
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- la externare , valorile IL-2 s-au apropiat de cele avute la internare la lotull in timp ce la lotul
2 valorile au prezentat o usoara tendinta de depasire a celor existente in perioada preoperatorie.

-modificarile sunt nesemnificative statistic

EVOLUTIA IL-2 LA CELE 2 LOTURI
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M Anestezial M Anestezia 2
Fig.nr.6 Evolutia in dinamica a valorilor IL-2 la cele 2 loturi
Analiza IL-6:

- laambele loturi , valorile IL-6 cresc la 24 h postoperator, statistic semnificativ (p=0,003) doar
la lotull (de la 37,61+/-3,46 la 53,37 +/-3,64). Ulterior, ambele loturi prezinta, la momentul
externarii, scaderi statistic semnificative ale valorilor IL-6 fata de momentul postoperator : lotul
1 (de la 53,37+/-3,64 la 37,54+/-6,25, p=0,03) si lotul 2( de la 42,09+/-3,26 la 31,06+/-3,07,
p=0,02),(Fig. nr 7).
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Fig.nr.7 Evolutia valorilor 1L-6 la cele 2 loturi

- diferenta dintre valorile IL-6 la 24 ore dupa operatie (T2) si valorile la momentul preoperator

(T1) atinge semnificatia statistica (p<0.001) in raport de anestezie ; la lotul 1, cresterea este

mai accentuata in comparatie cu lotul 2 (15,75+/-0,68 vs.4,79+/-0,35) (Tabel nr.5).

Tip anestezie
e Lot1 | Lot2
Medie 15,75 4,79
Deviatia std. 0,68 0,35
Minimum 11 2,33
Maximum 19,68 8,13
p <0,001

Tabel nr.5 Diferenta dintre valorile 1L-6 la 24 h postoperator (Tz2) si valorile preoperatorii (T1), in

raport de anestezie

- de remarcat ca la 24 h postoperator, valorile IL-6 ale pacientilor care au primit doar anestezie

generald sunt statistic semnificativ mai mari comparativ cu cele ale pacientilor care au primit

anestezie combinata (53,37+/-3,64 vs 42,09+/-3,26, p=0,02 ).(Fig.nr.8)
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Fig.nr.8 Evolutia in dinamica a valorilor IL-6 la cele 2 loturi
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Valorile 1L-1p:
- profilul citokinei IL-1p este similar la ambele tipuri de anestezii, in sensul cresterii valorilor

la 24 h postoperator urmata de o tendintd de revenire la valorile de la internare, modificari
statistic semnificative doar in cazul lotului 1 : momentul T2 ( 8,68+/-1,57 la 10,52+/-1,6,
p=0,008) , momentul T3 (10,52+/-1,6 la 8,8+/-1,6, p=0,01),(Fig.nr.9)
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Fig.nr.9 Evolutia valorilor IL-14la cele 2 loturi

- de remarcat faptul ca valorile IL-1p la 24 h postoperator sunt semnificativ mai mari la lotul 1

comparativ cu lotul 2 (10,52+/-1,6 vs 9,18+/-1,75, p<0,05),(Fig.nr.10).
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Fig.nr.10 Evolutia in dinamica a valorilor IL-14 la cele 2 loturi

- diferenta dintre valorile IL-1p la 24 ore dupa operatie (T2) si valorile la momentul preoperator
B(T1) atinge semnificatia statistica in raport de anestezie: la lotul 1, diferenta valorilor dintre

cele doua momente este mai accentuatd in comparatie cu lotul 2 (1,83+/-0,1 vs.0,49+/0,1,

p<0,001), (Fig.nr.11).

>> Diferente pre-post operatorii

p < 0,001
2 1.83

1.5

0.5

Anestezie combinata Anestezie generala

Fig.nr.11 Diferenta dintre valorile IL-1/ la 24 h postoperator (T2) si valorile preoperatorii (T1), In
raport de anestezie

Valorile IL-10:
- la lotul 1: cresc la 24 h postoperator apoi scad spre valorile de la internare

- la lotul 2: prezinta o usoara crestere la 24 h postoperator apoi scad spre valorile celor avute la

internare (Fig.nr.12).
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Fig.nr.12 Evolutia valorilor IL-10 la cele 2 loturi

-remarcam o crestere mai mare a valorilor IL-10 la 24 h postoperator la lotul 1 fata de lotul 2, crestere

nesemnificativa din punct de vedere statistic.(Fig.nr.13)
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Fig.nr.13 Evolutia in dinamica a valorilor IL-10 la cele 2 loturi

- diferenta dintre valorile IL-10 la 24 ore dupa operatie (T2) si valorile la momentul preoperator
(T1) atinge semnificatia statistica (p<0.05) n raport de anestezie ; la lotul 1 este mai accentuata
in comparatie cu lotul 2 (0,71+/-0,13 vs.0,29+/0,07, p=0,01),(Fig.nr.14).

09 Diferente pre-post operatorii IL-10
p <0,05

Anestezie combinata Anestezie generala

Fig.nr.14 Diferenta dintre valorile IL-10 la 24 h postoperator (T2) si valorile preoperatorii (T1), in
raport de anestezie

Analiza TNF-a:

-profilul valorilor TNF-a prezinta o tendinta similara la ambele loturi: valorile cresc la 24 h
postoperator (statistic semnificativ la lotul 1 10,02+/1,8 vs. 12,64+/2,01, p=0,001) cu o scadere
ulterioara (semnificativ statistic la lotull, 12,64+/2,01vs. 10,2+/-1,72, p=0,003), astfel incat la

externare valorile sunt comparabile cu cele de la internare (Fig. nr.15).
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Fig.nr.15 Evolutia in dinamica a valorilor TNF-a la cele 2 loturi

-de remarcat faptul ca valorile TNF-a atat la 24 h postoperator cat si la externare au atins
semnificatie statistica doar la pacientii care au primit doar anestezie generala (10,02+/-1,8 vs
12,64+/-2,01 la momentul T2 p=0,001, 12,64+/-2,01 vs 10,2+/-1,72 la momentul Ts
p=0,003).(Fig.nr.16)
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Fig.nr.16 Evolutia valorilor TNF-« la cele 2 loturi

23



Analiza IFN-y:

- valorile IFN-y prezinta o scadere la ambele loturi la 24 h postoperator urmata de o crestere
cu tendintd la revenire la valorile initiale doar in cazul pacientilor care au primit anestezie
combinata cu epidurala continua (Lot 2)

-valorile Tinregistrate la momentele T2 (24h postoperator) si Ts (externare) vs valorile
preoperatorii (T1) au prezentat semnificatie statistica doar la lotull: T2 vs. T1(210,02+/-22,38
vs. 307,08+/-33,07, p<0,0001) si Ts vs.T: (278,31+/-32,89 wvs. 307,08+/-33,07,
p<0,05).(Fig.nr.17
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Fig.nr.17 Evolutia valorilor IFN-yla lotul 1

- la lotul 2, doar valorile inregistrate la 24 h postoperator au prezentat semnificatie statistica (
267,69+/-28,88 vs. 305,47+/-33,75, p<0,01).(Fig.nr.18)
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Fig.nr.18 Evolutia valorilor IFN-y la lotul2
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- intre cele doua loturi se evidentiaza diferente semnificative statistic doar la 24 h postoperator

(210,02+/-22,38 vs. 267,69+/-28,88 p<0,0001).(Fig.nr.19)
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Fig.nr.19 Evolutia in dinamica a valorilor IFN-yla cele 2 loturi

Concluzii privind profilul citokinelor:

Preoperator, valorile sunt comparabile in ceea ce priveste profilul citokinelor.

La 24 h postoperator, intre cele doud loturi se evidentiazd diferente semnificative
statistic (p<0.05) doar pentru valorile IFN-y , IL-1f si I1-6.

Postoperator, la data externdrii, 1Intre cele doua loturi nu se mentin diferente
semnificative statistic.
Diferenta intre valorile citokinelor la momentul postoperator si cele preoperatorii sugereaza
influenta (p<0.05) tipului de anestezie asupra modificarii profilului citokinelor la 24 h
postoperator : pentru toate citokinele, diferenta T2T1 consemnata in lotull este superioara celei
din lotul 2 , sugerand ideea ca pacientii care au primit doar anestezie generala au eliberat in

circulatie o cantitate mai mare de citokine , Ca raspuns la o reactie inflamatoare mai mare n

comparatie cu pacientii care au primit anestezie combinata.(Tabel nr.3)

Tip anestezie 'T';Tilﬁ IL-2 ToT1 [IL-6 T2T1 [IL-10 T2T1 TNF T2T1 [IFN T2T1
Loty Medie 183 073 1575 71 261 197,06
Deviatia sid. 0,1 018 068 013 0,12 3,34
Locp Medie 049 026 1479 0,29 0,91 37,77
Deviatia std. 0,1 011 035 007 0,07 185
b <0001 <005 <0001 <0.05 _ <0.00L _ |<0.001

Tabel nr.3 Diferenta profilurilor citokinelor la 24 ore dupa operatie (T?) fatd de valorile preoperatorii (Th), In
raport de anestezie
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La externare valorile citokinelor au demonstrat o evolutie favorabila in special la pacientii din

lotul 2 care au primit anestezie combinata -generala cu epidurala continua.

Discutii

Tratamentul cancerului colo-rectal la momentul actual este rezultatul unei abordari
multidisciplinare constituitd din exereza chirurgicald completatda de terapii adjuvante
(chimioterapie, radioterapie, terapie tintita si terapia imunologica). Suportul pacientilor in
perioada operatorie este asigurat de multiple tehnici anestezice, adaptate fiecarui pacient in
functie de patologia prezentatd. Societatea Europeand de Anestezie a prezentat in 2009
conceptul de “anticancer anesthesia technology” cu scopul ca pacientii cu cancer sd primeasca
o0 anestezie care, in afara rolului pe care il are de a asigura conditii optime pentru desfasurarea
actului chirurgical, sa nu deprime/ sa stimuleze mecanismele proprii antitumorale (2). In acest
context, 0 provocare a comunitatii stiintifice la ora actuald o reprezintd modularea
interdependentei dintre efectele drogurilor anestezice si componente ale sistemului imun.

Studiul de fatd si-a propus sa analizeze influenta a doud tehnici anestezice asupra
raspunsului imun. Majoritatea pacientilor au fost de sex masculin (61%), 51,5% dintre subiecti
fiind din mediul urban iar 48,5% dintre pacienti au fost supraponderali. Aceste date confirma
statisticile la nivel mondial, statististici care ne aratd cd neoplazia colo-rectala este mai
frecventad la barbati decat la femei in térile foarte bine dezvoltate (1). Dintre factorii de risc, un
rol important 1l prezinta greutatea in exces, fapt confirmat si in acest studiu (72). Cele doua
loturi au fost comparabile in ceea ce priveste prezenta comorbiditatilor, HTA fiind cea mai
frecventd patologie asociatd. Efectele HTA care, prin intermediul receptorilor adrenergici,
exercita un efect negativ asupra prognosticului in cancerele colorectale (73) pot fi contracarate
prin medicatie antihipertensiva asociatd cu medicatie antidiabeticd fiind demonstrat faptul ca
cele doud comorbiditati (HTA si diabetul zaharat non insulino-necesitant) se asociaza destul
de frecvent, mai ales in prezenta obezitatii (74, 75).

Sunt putine studii la nivel international privind influenta opioizilor asupra activitatii
imune, si cu atat mai putine privind interdependenta dintre anestezie, activitatea citotoxica a
celulelor NK si modificarea profilului citokinelor (12, 13, 25, 32, 33). Avand in vedere lipsa
de concordanta intre rezultatele acestor cercetdri, am incercat in studiul de fatd sa realizam o
diferentiere intre cele doud tipuri de tehnici anestezice administrate la cele doud loturi de

pacienti, in vederea selectarii tehnicii anestezice cu cel mai mare beneficiu pentru pacient :
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- lotul 1 -anestezie generala
a. intraoperator analgezia sa fie asiguratd de opioizi (fentanyl > 0,3 mg iv.)
b. postoperator analgezia sa fie asiguratd de opioizi (pentazocina, tramadol,
petidina) in asociere cu AINS
- lotul 2 — anestezie combinata —locoregionala + generala
a. Intraoperator analgezia sa fie asigurata de ropivacaind 1% (anestezic local) in
asociere cu doze mici de opioid (fentanyl < 0,3 mg iv )
b. postoperator analgezia sa fie asigurata de asocierea de fentanyl 50pug/10ml +
ropivacaina 0,3% cu un ritm de administrare de 4-6 ml/h pe cateterul epidural.
In mentinerea anesteziei am folosit sevoflurane, un agent anestezic volatil cu proprietati
analgetice, hipnotice si miorelaxante. Avand in vedere efectele imunosupresorii ale
anestezicelor volatile (12, 13, 14, 36) am folosit concentratii diferite la cele doua loturi pentru
o acuratete mai buna a rezultatelor. Asfel la lotul 1 s-au administrat concentratii mai mari de
sevoflurane (>1 MAC) in timp ce lotul 2 a beneficiat de concentratii mai mici (< 1 MAC). Prin
urmare, diferenta esentiald intre cele doud loturi in primele 24 h e reprezentata de prezenta
agentilor imunosupresori (opioizi, anestezice inhalatorii) In concentratii mai mari la pacientii

din lotul 1 fata de pacientii din lotul 2.

In cadrul reactiei inflamatorii, au fost monitorizati urmatorii parametri: HLG, VSH,
fibrinogen, proteina C reactiva. In acest context, constatam faptul ca valoarea numarului
neutrofilelor este statistic semnificativ (p<0,05) crescuta la lotull, alaturi de raportul
neutrofile/limfocite si de numarul de leucocite. Cu cat numarul de neutrofile este mai mare, cu
atat este inhibatd mai mult apararea antitumorald organismului, favorizand cresterea celulelor
neoplazice si diseminarea metastatica (78, 79). Prin urmare un tablou cu leucocitoza,
neutrofilie, raport crescut neutrofile/limfocite, reducerea numarului de limfocite, reducerea
numarului de monocite, ne confirma existenta unui proces inflamator. Avand in vedere faptul
cd aceste modificari ale HLG sunt mai accentuate la lotul 1 putem trage concluzia cd pacientii
din lotul 1 au dezvoltat o reactie inflamatorie mai mare comparativ cu pacientii din lotul 2. Din
datele statistice a rezultat faptul ca valorile VSH si fibrinogen inregistreaza cresteri la ambele
loturi la 24h postoperator, in timp ce nivelul proteina C reactive creste la lotul 1 si scade la
lotul 2 (modificarile valorilor sunt semnificative statistic doar pentru valorile proteinei C
reactivd si VSH ). Deasemenea, cresterea acestor valori ale VSH si fibrinogen a fost mai mare
in cazul lotului 1 fata de lotul 2. Prin urmare, aceste date coroborate cu rezultatele de mai sus,

intdresc faptul ca pacientii lotului 1 prezinta la 24 h postoperator o reactie inflamatorie mai
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puternicad decat pacientii lotului 2. Avand in vedere asocierea dintre inflamatie si
imunosupresie, multiple studii au stabilit legaturi intre valorile/asocierea markerilor de
inflamatie si prognostic (80, 81, 82). In studiul de fata, nivelul proteinei C reactive a scazut la
24 h postoperator [13,02 (3,23) 1a 11,57 (2,78), p<0,001] la pacientii din lotul 2 care au primit
anestezie combinata. Pacientii din lotul 1 au prezentat cresteri ale valorilor proteinei C reactive
[16,48 (7,39) la 19,27(8,95), p=0,002], ceea ce arata din nou amploarea diferita a reactiei
inflamatorii. Totusi nivelurile nu au atins valori foarte mari, fapt ce sustine absenta sepsisului
precum si faptul cd pacientii nu au fost septici (proteina C reactiva la valori mari, aldturi de
procalcitonind atestd prezenta unei infectii). In acest sens, un studiu pe pacienti operati in
urgentd cu diferite afectiuni chirurgicale aratd, cd la pacientii infectati, exista cresteri
considerabile ale valorilor acestui parametru (83).

Sistemul imunitar al pacientilor in perioada perioperatorie poate fi afectat direct sau
indirect de anestezie si alte medicamente conexe si, astfel, poate afecta evolutia tratamentului
si prognosticul pacientilor cu cancer colorectal. Efectele anesteziei asupra imunitétii au fost
studiate pe mai multi factori, incluzand efectul asupra leucocitelor, limfocitelor B, limfocitelor
T, celulelor NK, macrofagelor si secretiei unor citokine (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL- 10, IFN,
IFN-7, receptor Interleukin-2 solubil (SIL-2R) (6).

In studiul nostru, capacitatea citotoxicd a celulelor ucigase naturale (NKCC%) a
inregistrat o scadere la 24 h dupd interventia chirurgicald la ambele grupuri cu corelatie
statisticd semnificativa doar in grupul GA. Intre cele doud momente T2-T1, NKCC% arati o
ratd de scadere mai accentuatd in grupul GA cu 24% comparativ cu grupul GAE, cu 12% (p =
0,007).

Prin urmare, observdm ca pacientii care au primit doar anestezie generald si analgezie
postoperatorie cu opioide + AINS au dezvoltat sistemic o reducere semnificativa a capacitatii
citotoxice a celulelor NK, comparativ cu cei care au primit anestezie combinatd (anestezie
generald cu analgezie epidurald postoperatorie), dovedind efectele favorabile ale anesteziei
combinate. Subliniez ca aceste modificari au fost semnificative din punct de vedere statistic si
in concordanta cu majoritatea studiilor (11, 16, 25, 59, 61). Aceste rezultate pot fi partial
explicate si prin stresul indus de manevra chirurgicala care inhiba activitatea celulelor NK
responsabile de lizarea celulelor tumorale si promoveaza stimularea factorilor pro-angiogenici.
Imunosupresia perioperatorie poate fi atribuitd activarii sistemului nervos simpatic si a axei
hipotalamice-hipofizare. Catecololaminele eliberate de activarea sistemului nervos simpatic se
leagd de adrenoceptorii celulelor NK, determinand inhibarea activitatii celulelor NK si

stimularea productiei de LTh2 avand drept consecinta cresterea balantei LTh1/LTh2 in
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favoarea celor din urma. Subliniez ca aceste modificari au fost semnificative din punct de
vedere statistic si in concordanta cu majoritatea studiilor (11, 16, 25, 59, 61).

Pentru evaluarea profilului inflamator, am analizat evolutia in dinamica a unui panel de
citokine:

-proinflamatoare (interleukina-1 (IL-1-p), interleukina-6 (IL-6), factorul de necroza tumorala
(TNF-a),

-imunoreglatoare interleukina-2(1L-2),

- interleukina-10 (IL-10), citokina cu posibil rol dual in initierea si dezvoltarea neoplasmelor
-citokina antitumorala interferon-y (IFN-y).

Observam faptul ca la 24 h postoperator, la ambele loturi se constata o tendinta similara de
crestere a valorilor citokinelor proinflamatorii ( IL-1pB, IL-6 , 11-10 si TNF-a) si de scadere a
valorilor IL-2 si IFN-y. Nivelurile citokinelor la 24h postoperator ating pragul de semnificatie
statistica la ambele loturi pentru IFN-y si IL-6 iar cazul IL-1p si TNF-q, doar la pacientii care
au primit anestezie (generala Lotul 1). Intre cele doua loturi se evidentiazd diferente
semnificative statistic 24 h postoperator pentru IFN-y , IL-1p si IL-6. Rezultatele obtinute sunt
in concordantd cu majoritatea datelor existente in literatura pana la acest moment (23). Avand
in vedere cele mentionate mai sus, constatim ca citokinele care au prezentat modificari
semnificative atat la 24h postoperator in cadrul aceluiasi lot cat si in cadrul studiului
comparativ intre loturi sunt IFN-y si IL-6. Principala sursa de IFN-y o reprezinta celulele NK,
motiv pentru care valorile procentuale de scadere ale acestor doi parametri sunt foarte apropiate
(24% NK vs 32% IFN-y). Intr-un studiu pe 27 pacienti operati pentru cancer colo-rectal, Angka
L. si colab. au aratat faptul ca, datorita scaderii postoperatorii a citotoxicitatii celulelor NK,
este scazutd si cantitatea de IFN-y secretatd de aceste celule (17). Acest studiu mentionat
foloseste un singur tip de anestezie, si anume anestezia generala cu pivot inhalator. In literatura
de specialitate sunt putine date despre influenta actului anestezico-chirurgical asupra IFN-y. In
studiul de fata este evidenta prezervarea unei citotoxicititi mai bune la pacientii care au primit
anestezie combinata, rezultdnd o scadere mai putin importanta a secretiei de [IFN-y.

O citokind cu actiune protumorald ale caror valori sunt modificate statistic semnificativ este

IL-6 care prezinta la 24 h cresteri semnificative la lotul 1 comparativ cu lotul 2. Aceasta
citokina se secreta in situatii de stress si injurie tisulara si stimuleaza ulterior activarea reactiilor
imune si a reactiilor de faza acuta. Deasemenea, aceasta citokina este prezenta in valori crescute
in cancere, fiind exponentul relatiei dintre tumora si zona peritumorald inflamatorie, avand

multiple roluri pro-tumorale (24, 85).
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O altd citokind ce prezinta activitate protumorala este TNF-a care prezintd cresteri
semnificative ale valorilor la 24 h la pacientii care au primit doar anestezie generala. Un studiu
interesant arata ca valorile TNF-a sunt mai importante in lichidul peritoneal, valori crescute
ale acestora fiind asociate cu un risc mai mare de diseminare si metastazare (86).

IL-10, o citokina Inca insuficient elucidata, cu efecte contradictorii, implicata in neoplasme si
boli autoimune (94,95), nu a prezentat modificari semnificative la cele 3 momente de evaluare
ntre cele 2 loturi.

IL-2, prima citokind clonatd se leagd de receptorul solubil aferent si determina activarea si
proliferarea limfocitelor T helper, T supresoare si T citotoxice care mediaza reactiile imune.
Pe baza acestor actiuni s-a incercat stimularea mecanismelor innascute anti-tumorale prin
administrarea de IL-2 (96). In acest studiu, monitorizarea evolutiei valorilor IL-2 arata valori
mai scazute la momentul T2 la pacientii care au primit anestezie generala, modificari
nesemnificative d.p.d.v. statistic.

Avand in vedere comportamentul citokinelor pro-inflamatorii la cele 2 loturi, putem trage
concluzia ca folosirea anesteziei combinate (anestezie generald combinatd cu epidurala
continud) reduce eliberarea acestora, permitdnd mecanismelor antitumorale sa actioneze la
parametri cat mai buni. Un studiu similar publicat de curand pe 120 pacienti cu cancer colo-
rectal confirma aceste rezultate cu mentiunea ca si profunzimea hipnozei anesteziei trebuie sa
fie luata in seama (87).

In urma analizei complexe a efectelor celor doua tipuri de anestezii 1n relatie cu cei trei
parametri majori investigati (raspunsul inflamator, activitatea citotoxica a celulelor NK,
profilul citokinelor) am Incercat sa gasesc posibile influente ale opioizilor, AINS, anestezicelor
locale asupra parametrilor studiati. In acest sens pot fi mentionate mai multe corelatii, unele cu
semnificatie statistica:

* Tnraport cu administrarea de pentazocina (opioid), valorile IL-10 la momentul T2 cresc
direct proportional cu dozele de pentazocina in timp ce valorile TNF-a la momentul T2
prezinta cresteri mai mari la doze crescute de opioid.

» administrarea de fentanyl a inregistrat o corelatic negativa cu activitatea citotoxica a
celulelor NK, cu cét dozele de fentanyl au fost mai mari, cu atat depresia celulelor NK
a fost mai mare, rezultate similare cu cele din studiile lui Wang (91), Kim R (31), Cui
JH (34), Boland (92), dar diferite de cele ale lui Kim SY (35).

= diversele corelatii intre agenti anestezici inhalatori si valorile citotoxicitatii celulelor
NK nu au intrunit semnificatie statistici dar am observat ca la lotul 1 unde s-a

administrat anestezic inhalator la doze mai mari, activitatea citotoxica a celulelor NK
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au fost mai depresata, in concordanta cu studiul lui Cho JS (51), Tazawa (6), Liu S (95),
dar spre deosebire de studiul lui Lim Ja care nu a detectat nicio modificare la paciente
cu cancer de san (39).

datele statistice nu au evidentiat modificari semnificative ale activitatii celulelor NK in
relatie cu dozele de ropivacaina, totusi din studiu reiese faptul cd doze mai mari de
200 mg ropivacaind sunt asociate cu valori mai scdzute ale citotoxicitatii celulelor NK
comparativ cu cele ale pacientilor care au primit doze mai mici de 200mg (-3,14 vs -
3.42), concluzie confirmata si de Wodehouse si colab. (66). Este cunoscut efectul anti-
tumoral al anestezicelor locale (96), confirmat de multiple studii in localizari diferite
de cancer: neoplasm mamar si melanom malign (97), hepatocarcinom (98), cancer
gastric (99), cancer de colon (100).

administrarea de sange in perioada peroperatorie a prezentat o corelatie pozitiva in
relatie cu markerii inflamatori la pacientii lotului 1 si cu valorile TNF-a la pacientii
lotului 2. Datele din literaturd arata un efect imunodeprimant al transfuziilor sanguine

(101, 102) dar inca exista dezbateri asupra acestui subiect (103).

Din toate aceste date reiese faptul ca lotul 1 este asociat cu o reactie inflamatoare mai mare, o

reducere mai mare a citotoxicitatii celulelor NK precum si cu niveluri mai crescute ale

citokinelor proinflamatorii, in timp ce lotul 2 este asociat cu valori mai mici ale citokinelor

proinflamatorii, o afectare mai redusa a activitatii citotoxice a celulelor NK precum si de o

reactie inflamatoare mai putin intensd, fapt ce sustine inca o data superioritatea anesteziei

combinate (locoregionala + generala).

Concluzii

Rezultatele atesta faptul ca pacientii care au primit anestezie combinata : generala

cu anestezie/analgezie epidurala (lot 2) in comparatie cu cei care au primit doar anestezie

generala (lot 1) au prezentat urmatoarele avantaje (modificari statistic semnificative):

1.

valori ale citotoxicitatii celulelor NK postoperator mai mari atat la 24 h cat si la
externare fata de lotul 1;

un grad de scadere al activitatii citotoxice al celulelor NK mai redus atat la 24 h cat si
la externare;

cresteri mai mici ale valorilor citokinelor proinflamatorii IL-1p, IL-6 si TNF-a la 24 h;
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4. pentru toate citokinele, diferenta T2T1 consemnatd este inferioara celei din cadrul

lotului 1;

5. valori ale citokinelor la externare apropiate celor de la internare

6. neutrofilie mai mica la 24 h postoperator

7. o crestere mai redusa a valorii raportului neutrofile/limfocite la 24 h postoperator,

tendinta care s-a mentinut si la externare

8. limfopenie mai redusa

9. wvalori ale VSH, PCR, FIBR. la 24 ore dupa operatie mai mici

10. valorile proteinei C reactive au scazut la 24 h postoperator, in timp ce valorile

fibrinogen si VSH au crescut, cu valori inferioare celor din lotul 1

11. in majoritatea cazurilor, la externare valorile markerilor inflamatori revin catre valorile

normale

Aceste rezultate

confirma faptul ca in perioada postoperatorie exista la ambele tipuri de

anestezii un grad de imunodepresie asociat cu un raspuns inflamator, procese de intensitate

mai scizuta in cazul pacientilor care au primit anestezie combinatia (Anestezie generala +

tehnica locoregionala).

Aceste concluzii trebuie analizate in contextul limitarilor acestui studiu:

»
o

»
o

numarul redus de pacienti, numar care deschide calea unei analize pe o
cohorta mai mare

folosirea la ambele loturi a opioizilor, chiar daca in doze diferite si pe cai
diferite de administrare. Am folosit fentanyl iv. la doze <0,3mg. la lotul 2
pentru a asigura analgezia pand la momentul instalarii actiunii ropivacainei.
Deasemenea, fentanyl a mai fost folosit la lotul 2 pe cale epidurala in
perioada postoperatorie in combinatie cu ropivacaina pentru a potenta
efectele acesteia.

nu putem izola efectele fiecarei substante asupra parametrilor urmariti. Din
acest motiv am apreciat la modul general influenta celor doua tipuri de
anestezii, anestezii care sunt compuse din agenti anestezici diferiti fie ca
entitate, fie ca doze. Modificarile mai mari ale citotoxicitatii celulelor NK
sunt rezultatul asocierii  opioizi iv.tagenti halogenati+transfuzii
sanguinexAINS.

complexitatea studiului data atat de numarul de parametri determinati, cat si

de echipa multidisciplinara implicata
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+ Loturile de pacienti trebuie sa fie comparabile ca diagnostic, extensie
tumorald, comorbiditati, ceea ce face ca numarul de pacienti sa fie redus
++ costurile unui asemenea studiu nu sunt de neglijat
In concluzie, rezultatele acestui studiu sunt incurajatoare in majoritatea lor, confirmand
efectul benefic pe care il are anestezia combinati- generala cu tehnica loco-regionala
asupra imunitatii peroperatorii la pacientii cu cancer colorectal. Datoritd numarului nu foarte
mare de pacienti care sa indeplineasca toate cerintele de includere in studiu, rezultatele necesita

sa fie validate pe o cohorta mai mare de subiecti.
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