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Resumo

O ratio neutrdéfilo-linfocito € um biomarcador de resposta inflamatoria e imunitéria,
refletindo diversas condi¢fes clinicas, nomeadamente a resposta ao stress cirlrgico e o
processo inflamatdrio tumoral. Atualmente, este parametro hematoldgico é um tema que se

encontra em estudo na area médico-veterinaria.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes técnicas anestésicas no ratio
neutrdfilo-linfocito, em pacientes veterinarios oncoldgicos, recorrendo a medi¢do dos
parametros hematologicos em 14 cées, no periodo pré-cirargico e pds-cirurgico, calculando o
ratio neutrofilo-linfécito. Os casos foram divididos em dois grupos, um grupo de anestesia
geral e outro grupo com recurso a anestesia loco regional, tendo sido recolhidos os dados da
monitorizacdo anestésica perioperatdrio. Realizou-se a caracterizacdo da amostra, a analise

estatistica descritiva no software SPSS IBM e o teste de Wilcoxon.

Os principais resultados obtidos demonstraram que 79% dos casos apresentavam o
ratio neutrofilo-linfocito superior a 3 e que existia uma diferenca significativa na variacdo do
ratio neutréfilo-linfocito na totalidade da amostra (p=0,048), porém essa diferenca ndo se
verificava no grupo de anestesia geral (p=0,123) nem no grupo de anestesia loco regional
(p=0,249). Devido ao nimero reduzido de casos, ndo é possivel afirmar que ndo existe

diferenca entre o uso de técnicas loco regionais e 0 uso exclusivo de anestesia sistémica.

Palavras-chave: ratio neutréfilo-linfdcito, inflamacédo, anestesia, cirurgia, oncologia



Abstract

The neutrophil-lymphocyte ratio is a biomarker of the inflammatory and immune
response, reflecting various clinical conditions, such as the response to surgical stress and the
inflammatory tumour process. Currently, this haematological parameter is being studied in the

veterinary medical field.

The aim of this study was to assess the effect of different anaesthetic techniques on the
neutrophil-lymphocyte ratio in cancer patients, by measuring haematological parameters in 14
dogs in the pre-surgical and post-surgical periods and calculating the neutrophil-lymphocyte
ratio. The cases were divided into two groups, a general anaesthesia group and a locoregional
anaesthesia group, and perioperative anaesthetic monitoring data was collected. The sample
was characterised and descriptive statistics were analysed using SPSS IBM software and the

Wilcoxon test.

The main results obtained showed that 79% of the cases had a neutrophil-lymphocyte
ratio of more than 3, there was a significant difference in the variation of the neutrophil-
lymphocyte ratio in the entire sample (p=0,048) but there was no such difference in the
general anaesthesia group (p=0,123) or in the locoregional anaesthesia group (p=0,249). Due
to the small number of cases, it is not possible to state that there is no difference between the
use of locoregional techniques and the exclusive use of systemic anaesthesia.

Keywords: neutrophil-lymphocyte ratio, inflammation, anaesthesia, surgery, oncology



Abreviaturas

AG — Anestesia geral

AGR — Ratio albumina-globulina, do inglés albumin to globulin ratio

ALR — Anestesia Locorregional

APC’s — Células apresentadoras de antigénio, do inglés antigen presenting cells

ASA — Do inglés American Society of Anesthesiologists physical status classification

DFS — Tempo de sobrevida livre de doenca, do inglés disease-free survival

DOR — Recetores de opioides -3, incluindo os subtipos -61, -62, do inglés delta opioid
receptor

ECG - Eletrocardiograma

EDTA - Acido etilenodiamina tetra-acético, do inglés Ethylenediamine tetraacetic acid

F — Sexo feminino

FC — Frequéncia cardiaca

FiO2 — Fracéo inspirada de oxigénio

FMV-ULHT — Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Lus6fona de Humanidades
e Tecnologias

FR — Frequéncia respiratéria

GABA — Neurotransmissor acido gama-aminobutirico

IFN- y — Interferdo- vy, citoquina

IL-1, IL-6 — Interleucina-1 e Interleucina-6, respetivamente, libertadas pelos neutréfilos

IL-2 — Interleucina-2, libertada pelos linfécitos CD4+

IL-4, IL-10 — Interleucina-4 e Interleucina-10, respetivamente, libertadas pelos linfdcitos
CD4+

IL-17- Interleucina-17, libertada pelos macrofagos

IM — Via intramuscular

IV — Via endovenosa

KOR — Recetores de opidides -k, incluindo os subtipos -1, -2, -k3, do inglés kappa opioid
receptor

M — Sexo masculino

MHC — Complexo principal de histocompatibilidade, do inglés major histocompatibility
complex

MOR - Recetores de opidides -u, incluindo os subtipos -ul, -u2 e -u3, do inglés mu opioid
receptor



NETs — Rede extracelular de neutrdfilos, do inglés neutrophil extracellular traps

NK — Células Natural Killer, do inglés Natural Killer cells

NLR — Ratio neutrofilo-linfocito, do inglés neutrophil to lymphocyte ratio

NOR — Recetores nociocetivos dos opidides, do inglés nociception opioid receptor

NSCLC - Tumores pulmonares de ndo pequenas células, do inglés non- small cell lung cancer
OS — Tempo de sobrevida, do inglés overall survival

OVE - Ovariectomia

OVH - Ovariohisterectomia

PAD — Presséo arterial diastolica

PAM — Pressdo arterial média

PAS — Presséo arterial sistélica

PGE2 - Prostaglandina E2, libertada pelos macrofagos

PLR - Ratio plaqueta-linfécito, do inglés platelet-lymphocyte ratio

PMN’s — Células leucocitarias polimorfonucleares, do inglés polymorphonuclear leukocytes
ROS - Espécies reativas de oxigenio libertadas pelos neutrofilos, do inglés reactive oxygen
species

SIRS - Sindrome de resposta inflamatdria sistémica, do inglés systemic inflammatory
response

SNC — Sistema nervoso central

SNP — Sistema nervoso periférico

SpO. — Saturacdo de oxigénio na hemoglobina periférica

SRD - Céo sem raca definida

TAM’s — Macrofagos associados ao tumor, do inglés tumor-associated macrophages

TAN’s — Neutrofilos associados ao tumor, do inglés tumor-associated neutrophils

TAP — Bloqueio do plano transverso do abdémen, do inglés Transversus abdominis plane
block

Th1, Th2 — Células T helper 1 e Células T helper 2, respetivamente

TNF-o — Fator de necrose tumoral-alfa, do inglés tumor necrosis factor alfa

TRC — Tempo de replecéo capilar

VEGF - Fator de crescimento vascular endotelial, do inglés vascular endothelial growth
factor

ZOR — Recetores de opioides -C , do inglés zeta opioid receptor
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1. Casuistica de estagio

O estagio curricular da autora foi realizado no Anicura Hospital Veterinario do
Atlantico, entre setembro de 2023 e marco de 2024, sob a orientacdo do Professor Doutor

Lénio Ribeiro e do Professor Doutor Joaquim Henrigues.

Durante o periodo de estéagio, existia uma rotacdo tanto de turnos (manha, intermédio,
tarde e noite), como de areas (Medicina Interna e Imagiologia, Oncologia, Internamento,

Cirurgia Geral, Cirurgia Minimamente Invasiva e Ortopédica e Cirurgia Oncoldgica).

O turno da manhd era realizado das 08:30 as 16:30 ou das 09 as 17 horas
(dependente da area correspondente), o turno intermédio era realizado das 11 horas as 19
horas, o turno de tarde era realizado das 14 horas as 22 horas e o turno de noite era realizado
desde das 20 horas do dia até as 09 horas do dia seguinte. A frequéncia da autora a cada turno
e horario encontra-se descrita no gréafico 1 e no gréfico 2, respetivamente.

Percentagem dos turnos frequentados pela autora

45% 42,1%
40%
35% 32,7%
30%
25%
20% 15,9%
15%
10% 9,3%
0
0%
Intermédio Manhé Noite Tarde

Grafico 1 - Representacdo grafica da frequéncia da autora aos respetivos turnos, em

percentagem

13



Percentagem dos horarios frequentados pela autora
35% 32,7%
30%
25% 23,4%
15,9%

15%
10% 9,3%

5%

0%

08:30-16:30 09-17h 11-19h 14-22h 20-09h

Gréfico 2 - Representagdo dos horarios frequentados pela autora, em percentagem

As areas existentes em cada rotacdo permitiram um acompanhamento de diversos atos

médico-veterinarios. A frequéncia da autora em cada area esta evidenciada no grafico 3.

Areas observadas pela autora no periodo de estagio

Oncologia _ 10,3%

Medicina+Imagiologia |GGG 15,0%

Internamento 40,2%

Cirurgia ortopédica e
Cirurgia minimamente invasiva

Cirurgia oncoldgica | 15,0%

Cirurgia geral F 6,5%

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45%

I 13,1%

Graéfico 3 — Representacao das areas acompanhadas pela autora em percentagem

Em Medicina Interna e Imagiologia, a autora interpretou e auxiliou a realizacao de
diversos exames imagioldgicos como radiografia, ecografia abdominal, ecocardiografia e
tomografia computorizada. Assistiu também a consultas médico-veterinarias de diversas
especialidades como dermatologia, oftalmologia, neurologia, endocrinologia, medicina
preventiva, reproducdo e urgéncias, auxiliando na colheita de sangue de animais em consulta

e posterior realizacdo de analises e citologias.
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Na area de Oncologia, a autora assistiu a consultas da especialidade de oncologia,
onde visualizou e interpretou citologias oncologicas. A autora teve a oportunidade de assistir a

interpretacdo e realizacdo de diferentes protocolos de quimioterapia e eletroquimioterapia.

No Internamento, a autora assistia a passagem de casos, realizava os exames fisicos
pedidos e a colheita de sangue dos animais internados para posteriormente proceder a
realizacdo das suas andlises (hemograma, bioquimicas, enddcrinas ou microhematdcrito).
Auxiliava também as ecografias de controlo. Durante o seu horario, a autora administrava as
medicacdes agendadas e procedia a realizacdo de diversos atos como medicdo de glicémia,
medicdo de pressao arterial, preparacao das infusdes continuas, medicéo das escalas de dor e a
realizacdo de movimentos passivos em pacientes sem propriocepcdo. A autora auxiliava
também a realizagdo de pensos em feridas, a monitorizacdo de pacientes criticos e nos

cuidados de pacientes com doencas infetocontagiosas.

Nas é&reas de cirurgia e anestesia, divididas em Cirurgia Geral, Cirurgia
Minimamente Invasiva e Ortopédica e Cirurgia Oncoldgica, a autora assistia a preparacao e

monitorizacao anestésica de varios pacientes e auxiliou algumas cirurgias.

A rotacdo de Cirurgia geral incluia todas as cirurgias de urgéncia, cirurgias
relacionadas com a area de reproducéo (cesarianas, piometras, ovariohisterectomia (OVH),
ovariectomia (OVE)), nodulectomias, remocéo de corpos estranhos, cirurgias gastrointestinais,
cirurgias oftalmoldgicas e cirurgias de medicina estomatoldgica como destartarizacdes e

extracdo de dentes.

Na rotacéo de Cirurgia Minimamente Invasiva e Ortopédica, a autora assistiu tanto a
consultas de ortopedia como a consultas de seguimento poés-cirirgico de cirurgia
minimamente invasiva (com realizacdo de sub-flush), a realizacdo de cirurgias ortopédicas e

de acesso minimo invasivo.

Em cirurgia oncologica, a autora participou ativamente na preparacdo e
monitorizacdo anestésica dos pacientes oncoldgicos e assistiu a realizacdo de blogueios loco
regionais, tendo realizado a recolha dos casos para a dissertagdo. A autora assistiu e auxiliou
cirurgias que consistiam na realizacdo de biopsias, remocéo total de tumores, no mapeamento

ganglionar com o uso de azul de metileno e linfadenectomias.
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Na duracgéo do estagio curricular, a autora teve oportunidade de assistir a varios casos
clinicos, abrangendo varias areas da Medicina \Veterinaria, a auxiliar e participar ativamente
na realizagdo de varios atos médico-veterinarios como cistocentese, drenagem de efusdes
pericardicas e urgéncias cardiacas, para aléem dos atos previamente descritos. A autora
considera que este estagio permitiu o desenvolvimento das suas competéncias préaticas e

teoricas para se tornar uma profissional mais completa.
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2. Introducao

A inflamacdo € um dos principais processos de defesa das células do organismo
contra diversas agressoes, quer sejam lesdes teciduais ou infe¢es provocadas por diversos
agentes patogénicos. A cirurgia pode provocar uma reacdo perioperatoria, envolvendo uma
resposta neuro-hormonal e uma resposta inflamatdria sistémica ao stress, podendo levar a
possiveis efeitos na funcdo imunitéria. Na origem da inflamac&o crénica podem estar
presentes algumas alteragbes genéticas ou doengas, nomeadamente doencas
neurodegenerativas, cardiovasculares ou doencas tumorais (Abdulkhaleq et al, 2018; Romano
et al, 2016).

A resposta inflamatdria divide-se em duas fases: a inflamacdo aguda e a inflamacao
cronica, mediadas por diversos mecanismos de acdo. Os mecanismos de acao do processo de
inflamacdo aguda definem-se em respostas celulares ou vasculares, nomeadamente
vasodilatacdo, migragdo das células leucocitarias (neutrofilos, eosinofilos, basofilos,
mondcitos), plasma e fluidos para o local de inflamacéo e libertacdo de mediadores celulares
como a histamina, prostaglandinas e serotonina. Na inflamacdo crénica pode ocorrer
infiltracdo de células mononucleares, como o0s mondcitos e linfocitos, proliferacdo de
fibroblastos, presenca de fibras de colagénio e formacéo de tecido conjuntivo (Abdulkhaleq et
al, 2018; Serhan et al, 2015).

Os biomarcadores inflamatorios, como o ratio neutréfilo-linfocito (NLR), refletem o
equilibrio existente na resposta imunitaria do organismo: a resposta a inflamacdo e a

intervencdo da imunidade adaptativa (Buonacera et al, 2022).
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2.1. Ratio neutrdfilo-linfécito (NLR)

O ratio neutrdfilo-linfocito (NLR) € um biomarcador de acdo inflamatdria sistémica e
imunitéria, que evidencia duas respostas do sistema imunitario: a resposta inata e a resposta
adaptativa. Estd disponivel em meio hospitalar, com baixo custo associado e é calculado
através do quociente entre a contagem do numero total de neutrofilos e linfocitos realizada no

hemograma, através de uma amostra de sangue periférico (Buonacera et al, 2022).

O papel do NLR nos processos inflamatorios de diferentes doencas crénicas tem sido
estudado ao longo dos anos. E considerado um biomarcador de prognéstico tumoral, podendo
ser usado para o estadiamento de doencas tumorais e na modulacdo de doencgas do miocérdio,
uma vez que é facilmente medido e economicamente acessivel (Chen et al, 2022; Ramirez &
Cata, 2021).

Pode-se considerar o NLR como um biomarcador utilizado para avaliar a inflamacéo
e imunossupressdo induzida pela cirurgia, dado que representa a resposta imunitaria dos

neutrofilos e linfécitos (Chen et al, 2022).

Pode ocorrer um aumento do NLR, caracterizado pelo aumento da contagem dos
neutrofilos e pela descida da contagem dos linfécitos, por diversos motivos (Figura 1): pela
presenca de uma infecdo bacteriana ou fungica, trauma severo, complicag6es intra-cirdrgicas
e pos-cirargicas, acdo tumoral, doencas cardiovasculares como insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC), doenca vascular cerebral ou ativacdo da sindrome de resposta inflamatoria

sistémica (SIRS) e possivel sepsis (Alexa et al, 2024; Heshmat-Ghahdarijani, 2023).

Em medicina veterinaria existem estudos realizados na area de oncologia;
relacionados com a SIRS, infecGes virais em gatos e em doengas cardiovasculares (Camerino
et al, 2021; DeProspero, Hess & Silverstein, 2023; Henriques et al, 2021; Macfarlane et al,
2016, a); Macfarlane et al, 2016, b); Petrucci et al, 2021; Rossi et al, 2024; Uribe-Querol et al,
2023; Yazlik et al, 2022).

Existem diversos fatores que podem levar a um “falso” aumento do NLR, como a
idade, obesidade, administracdo exdgena de cortisol ou catecolaminas como epinefrina,
hormonas sexuais, desordens hematoldgicas, quimioterapia e diabetes mellitus (Buonacera et
al, 2022; Rosales, 2020).
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Figura 1 - Relevancia clinica do NLR. DCV, doengcas cardiovasculares. OS, tempo

de sobrevida. DFS, tempo de sobrevida livre da doenca (Adaptado de Alexa et al, 2024)

O NLR ¢é um fator de progndstico independente da morbilidade e mortalidade em
diversas doencas e o seu cut-off é varidvel. Estudos em medicina humana referem que o valor
de NLR na populacdo adulta e saudavel podera estar entre aproximadamente 0,78-0,83 e 3.58-
3,92 (Buonacera et al, 2022). Templeton et al (2014) sugere que um NLR superior a 4 diminui
significativamente o tempo de sobrevida (OS) em diversos tumores sélidos, enquanto Alexa et
al (2024) indica que, em diversas condi¢des clinicas, um valor superior a 3 aumenta
significativamente a taxa de mortalidade e agrava o prognostico do paciente. A maior
limitacdo nos estudos relacionados com o NLR e no seu valor como prognéstico em pacientes
oncoldgicos é a variacdo dos metodos utilizados, nomeadamente do valor de cut-off, sendo
necessario realizar mais estudos para determinar os valores 6timos de cut-off (Heshmat-
Ghahdarijani, 2023).

Nos estudos realizados em medicina veterinaria, segundo Uribe-Querol et al (2023),
cdes com um NLR superior a 5 teriam um maior risco de mortalidade, 18 meses ap0s a
cirurgia para tumores mamarios. De acordo com Macfarlane et al (2016, a), o0 NLR pode

também ser usado para selecionar os pacientes mais provaveis de ter uma doenga maligna,
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porém os seus resultados ndo permitiram concluir a existéncia de uma associagdo entre o

valor de NLR e a malignidade tumoral.

2.1.1. Imunidade inata pela ac¢do dos neutroéfilos

Os neutréfilos sdo células leucocitarias polimorfonucleares (PMN’s) e leucocitos
fagociticos produzidos na medula Ossea. Na medula Ossea, existem trés fases de
desenvolvimento dos neutrofilos, que formam a pool medular (Figura 2): pool das células
estaminais (inclui as divisdes celulares das células estaminais hematopoiéticas -
hematopoiese), pool mitético (inclui as células promieldcito e mielécito - granulopoiese), pool
pos-mitotico (inclui as células metamieldcitos, células em banda e 0s PMN’s. Os PMN’s
maduros formam a pool de reserva da medula dssea, disponiveis para circulacdo em resposta
aos estimulos inflamatérios ou infeciosos (Furze & Rankin, 2008; Mortaz et al, 2018; Orr et
al, 2007; Teuben et al, 2022).

Medula ossea

@ @ ® ® 8 8 ® ® o & 8 @ |

Pool células estaminais Pool mitotico

~0—-0r@®- 0

Granulocito Promielocito Mleloc1to

Pool pos-mitotico

— () «—
02
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Figura 2 — Representacdo do pool medular (Adaptado de Rosales, 2020; Teuben et al, 2022)

Os neutrofilos podem estar em circulagdo, normalmente em “estado de repouso”, ou
seja, ndo existe libertacdo dos seus granulos sem que haja estimulo, designando-se o pool
circulatorio. Quando se recolhe uma amostra sanguinea para realizacdo de hemograma,

apenas os neutrofilos em circulagdo sdo contabilizados (Rosales, 2020).

Quando existem agentes patogenicos ou uma reacdo inflamatoria por leséo tecidual,

os neutréfilos deslocam-se até aos tecidos afetados através da cascata de adesdo leucocitéria
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(adesdo ao endotélio, migracdo intravascular, extravasamento e migracéo intersticial). Apos a
reacao inflamatoria, os neutréfilos morrem por apoptose e sdo eliminados pelos macréfagos
na medula 6ssea, figado ou baco. Séo assim considerados as células de primeira linha de ac&o
imunitéria — resposta inata ou resposta nao especifica (Buonacera et al, 2022; Mortaz et al,
2018; Park & Hyun, 2016; Rosales, 2020).

Os neutrdfilos apresentam diversos mecanismos de agéo nos tecidos afetados, como
fagocitose, quimiotaxia induzida pela libertagdo de citoquinas e quimiocinas, libertacdo de
especies reativas de oxigénio (ROS), desgranulacdo e formacdo da rede extracelular de
neutrofilos (NETS) constituida por proteinas granulares, histonas e filamentos de cromatina
descondensados (Buonacera et al, 2022; Heshmat-Ghahdarijani, 2023; Mortaz et al, 2018;
Rosales, 2020).

2.1.2. Imunidade adaptativa pela acédo dos neutrofilos e linfocitos

Os neutrdfilos tém a capacidade de regulacdo e modulacdo na resposta adaptativa.
Sao responsaveis pelo recrutamento e ativacao dos linfécitos T (CD4+ e CD8+) nos tecidos
inflamados, modulac&o dos linfocitos B e de outras células do sistema imunitario: células
dendriticas, células Natural Killer (NK) e células mesenquimatosas. Os neutrofilos podem
também migrar para os tecidos linfoides secundarios, como os linfonodos (Buonacera et al,
2022; Mortaz et al, 2018; Rosales, 2020).

Tanto os neutréfilos como os linfocitos podem ser responsaveis pela resposta
antigénio-especifica, quer por funcionarem como células apresentadoras de antigénio (APCs)
ou por reconhecerem o complexo principal de histocompatibilidade (MHC). As APC’s sdo
responsaveis pela producdo de moléculas MHC Classe |, reconhecidas pelos linfécitos T
CD8+ e MHC Classe Il, reconhecidas pelos linfécitos CD4+, envolvidos na resposta a

infecdes virais, células tumorais e células atopicas (Buonacera et al, 2022; Rosales, 2020).
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2.2. Resposta imunitaria a carcinogénese

A interacdo dos neutrofilos e linfocitos na resposta inflamatéria tem um papel critico
na carcinogénese. No processo inflamatdrio, ocorre a libertagdo de citoquinas pro-
inflamatorias e de quimiocinas que leva ao recrutamento de uma resposta imunitéria inata, ou

seja, ao recrutamento de neutrofilos (Buonacera et al, 2022; Faria et al, 2016).

Existem diversos estimulos inflamatoérios aos quais os neutréfilos respondem, sendo
necessario adaptarem-se ao microambiente envolvido. Estudos recentes demonstram que a
presenca de heterogeneidade nos neutrofilos estd relacionada com a identificacdo de
diferentes fenotipos funcionais, em resposta a diferentes contextos inflamatdrios,
nomeadamente no crescimento tumoral (Giese et al, 2019; Mortaz et al, 2018). Nesta
heterogeneidade neutrofilica, os neutréfilos podem atuar como leucdcitos promotores de
tumor, capazes de estimular a carcinogénese ou de suprimir a resposta imunitaria anti-tumoral
e de promover a doenca metastatica, pela saida de células tumorais e endoteliais para a
circulacdo e consequentemente conseguindo converter a resposta inflamatdria numa resposta
pro-tumoral (Faria et al, 2016; Heshmat-Ghahdarijani, 2023).

Um dos mecanismos de acdo dos neutrdfilos consiste na formacdo de NET’s. A
circulag@o sanguinea de NET’s pode favorecer a entrada de células tumorais nos tecidos, pelo
aumento da permeabilidade vascular e o possivel estabelecimento de micrometastizacdo. A
deposi¢do de NET’s nos tecidos esta associada a imunossupressdo, proliferagdo celular e
tromboses associadas aos tumores, podendo ser responsaveis pela malignidade tumoral
(Heshmat-Ghahdarijani, 2023; Ramirez & Cata, 2021).

A inflamacdo sistémica pode levar a inducdo da angiogénese, a estimulacdo de
macrofagos associados ao tumor (TAMs) e de neutrdfilos associados ao tumor (TAN’s). Os
TAN’s potenciam a inflamagdo neutrofilica sistémica, facilitam o crescimento tumoral, podem
ser responsaveis pela progressdo metastatica e estdo frequentemente associados a um pior
tempo de sobrevida (OS) em diversos tipos de tumor (Buonacera et al, 2022; Giese et al, 2019;
Ramirez & Cata, 2021; Rodrigo et al, 2023).

Como referido anteriormente, ap6s a saida dos neutrofilos do tecido afetado, estes
realizam uma migracdo reversa trans-endotelial, voltando para a corrente sanguinea para
posterior elimina¢do em determinados 6rgdos (medula 6ssea, figado ou bago). Porém, estudos

recentes descrevem que, quando existe uma afecdo inflamatdria do tecido hepético, os
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neutrofilos migram para os pulmdes e medula 6ssea, locais comuns para a metastizacao

tumoral (Buonacera et al, 2022; Giese et al, 2019).

Em processos tumorais, existe um aumento de infiltracdo peri-tumoral por
macrofagos e neutrofilos, podendo levar a desregulacéo dos fatores de crescimento tumoral e
a danificacdo do DNA. Quando esta desregulacdo ocorre, os neutrofilos e macrofagos séo
responsaveis pela secrecdo de fatores promotores de crescimento tumoral — como o fator de
necrose tumoral (TNF-o) e o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e pela
libertacdo de citoquinas (IL-1, IL-6, IL-17). O VEGF é um fator promotor da angiogénese,

responsavel pelo mau prognostico de determinados tipos de tumor (Ramirez & Cata, 2021).

Um aumento na contagem de neutrofilos pode levar a uma correlagdo negativa entre
a densidade neutrofilica e a sobrevivéncia do paciente, porém o papel dos neutrofilos na
carcinogénese, supressdo tumoral e possivel promocdo da doenca metastatica ainda é
desconhecido e necessita da realizacdo de mais estudos (Faria et al, 2016; Giese et al, 2019;
Petrucci et al, 2021; Templeton et al, 2014; Urabe, Yamashita & Seto, 2019).

As células NK sdo as principais promotoras da acao de células anti-tumorais. Ap6s 0
reconhecimento da célula-alvo, as células NK provocam a lise celular através de dois
mecanismos: a libertacdo de grénulos citotdxicos, induzindo a apoptose celular ou ativando
diversas citoquinas e quimiocinas que levam a acao de outras células imunitarias (Ramirez &
Cata, 2021).

A resposta da imunidade adaptativa a carcinogénese foca-se na resposta citotoxica
dos linfocitos T CD8+ para antigénios tumorais especificos e na producdo de citoguinas de
perfil Thl e Th2 pelos linfécitos T CD4+. Os linfocitos T CD4+ produzem e libertam
citoquinas do tipo 1 (Th1) ou do tipo 2 (Th2), ativando diferentes perfis de linfécitos T CD4+
(Ellyard et al, 2007; Ramirez & Cata, 2021).

O perfil Thl é ativado pela libertacdo das citoquinas IL-1, IL-6, TNF-o. e NETs.
Pode ser considerado como o perfil anti-tumoral, uma vez que é responsavel pela secre¢do de
IL-2 e do interferdo-y (IFN- y), com regulagdo das células imunitarias. A secre¢do do IFN- y
vai induzir a infiltracdo de macrdfagos e/ou de linfocitos T CD8+ nas células tumorais,

iniciando uma acao de imunidade anti-tumoral (Ellyard et al, 2007; Ramirez & Cata, 2021).

O perfil Th2 é ativado pelas citoquinas IL-10, IL-4. Este perfil é conhecido como

perfil pro-tumoral, uma vez que pode favorecer o crescimento tumoral, promover a
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angiogenese e inibir a morte das células tumorais, através da inibicdo das células imunitarias
(Ellyard et al, 2007; Ramirez & Cata, 2021). Este perfil interfere com a acéo anti-tumoral dos
linfocitos CD8+, pela libertacdo da IL-10, inibindo a acdo das células dendriticas nos
linfocitos T. No entanto, Ellyard et al (2007) afirma que o perfil Th2 também tem acéo nos

eosinofilos, pela libertacdo da IL-4, que pode promover a diminuicdo do crescimento tumoral.

Os linfécitos T CD8+ sdo responsaveis pela morte das células tumorais, quando
reconhecem as moléculas MHC I. As células dendriticas promovem a resposta citotoxica dos
linfécitos CD8+ aos antigenios apresentados pelo complexo MHC | (Ellyard et al, 2007). Os
linfocitos ativam a sua fungdo citotoxica para provocar a morte celular através de
desgranulacdo ou apoptose induzida. Porém, as células tumorais tém mecanismos especificos
para evitar a acdo dos linfocitos T, sendo responsaveis pelo sobrevivéncia tumoral (Farhood et
al, 2019; Uribe-Querol et al, 2023).

Em tumores estabelecidos, a fungdo citotoxica € suprimida pela acdo
imunossupressora das celulas estromais tumorais como fibroblastos, macréfagos e linfocitos T
associados ao tumor. Estas células exprimem recetores inibitérios que impedem a acdo de
novos linfocitos T CD8+ através da libertacdo de sinais imunoativos no microambiente

tumoral, e promovendo assim a progressdo tumoral e invaséo tecidual (Farhood et al, 2019).
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2.3. Resposta imunitaria a cirurgia oncoldgica

Os pacientes sujeitos a um procedimento cirdrgico sdo expostos a diversas fontes de
stress cirurgico, lesdo tecidual e morbilidade pds-cirargica, o que pode levar a uma méa
interpretacdo do NLR. Em pacientes sujeitos a cirurgia oncolégica, o NLR pode ser um fator
que prevé o OS e 0 DFS (Alexa et al, 2024; Buonacera et al, 2022).

A cirurgia excisional é o tratamento “gold-standard” para pacientes oncolégicos,
porém, pode promover a libertacdo de células tumorais para a circulagdo sanguinea, induzir o
processo de angiogénese e provocar imunossupressao, aumentando o risco de metastizacéo e
recidiva tumoral (Chen et al, 2022; Pinheiro et al, 2023; Ramirez & Cata, 2021). A inciséo
cirtrgica estimula o sistema nervoso simpatico, 0 que provoca uma resposta neuroenddcrina e

inflamatoria, diretamente proporcional ao trauma cirargico (Figura 3).
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Figura 3 - Resposta ao stress cirirgico. TAN’s, neutréfilos associados ao tumor. NK,

células natural killers (Adaptado de Ramirez & Cata, 2021)

A resposta neuroendocrina é caracterizada pela libertacdo de cortisol e de
catecolaminas. O cortisol liga-se ao recetor intracelular de glucocorticoides, formando um
complexo. Este complexo migra para o ndcleo celular e interage com a transcrigédo de fatores,
promovendo ou inibindo a produgédo de citoquinas inflamatorias. As catecolaminas ativam os
recetores P-adrenérgicos, modulando diretamente o crescimento e proliferacdo tumoral, a

indugdo da angiogénese e metastizacdo (Pinheiro et al, 2023; Quatrini & Ugolini, 2021).
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A resposta inflamatoria é seguida de uma resposta anti-inflamatdria compensatoria,
que pode levar a desregulacdo das células imunitarias e consequente imunossupressdo. A
imunossupressdo pode permitir o aumento de neutréfilos associados ao tumor (TAN’s) e a
alteracdo de perfil dos linfdcitos T (Hogan et al, 2011; Ramirez & Cata, 2021).

A resposta inflamatoria inicial € mediada pelos neutréfilos, mondcitos e macréfagos
no local de incisdo. Estas celulas libertam citoquinas pro-inflamatérias como interleucina-1
(IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-a (TNF-o) e rede extracelular de
neutrofilos (NET’s), que vao ativar o perfil das células T-helper 1 (Thl) dos linfécitos T
CD4+. A libertacdo da IL-6 vai induzir a libertacdo da prostaglandina E2 (PGE2) pelos
macrofagos, que apresenta diversas funcdes, nomeadamente, a inibicdo da acdo dos
neutréfilos e das células NK, a inibicdo da libertacdo de citoquinas pro-inflamatérias e a
dilatacdo dos vasos linfaticos, facilitando a possivel progressdo metastatica (Martinet et al,
2010; Ni Choileain & Redmond, 2006; Ramirez et Cata, 2021). A inibicdo das células NK
provoca a diminuicdo da citotoxicidade apds a cirurgia, diminuindo a acdo da imunidade
celular e a consequente resposta anti-tumoral, podendo este efeito durar semanas. A inibigéo
da libertacdo de citoquinas pro-inflamatdrias leva a alteracdo do perfil Thl dos linfécitos T
para o perfil T-helper 2 (Th2) pro-tumoral (Hogan et al, 2011; Pinheiro et al, 2023; Ramirez
& Cata, 2021).

Os neutrofilos sdo as primeiras células leucocitarias a responder ao trauma cirdrgico.
O processo cirargico leva a formagdo de NET’s e a libertacdo de fatores como o VEGF. A
inibi¢do da formagdo de NET’s pos-cirdrgico pode contrariar o efeito pro-metastizacédo
provocado aquando da sua formacdo, enquanto que niveis perioperatorios elevados do VEGF

podem facilitar o crescimento metastatico pos-cirargico (Cools et al, 2013; Rosales, 2020).

O periodo perioperatdrio é caracterizado por alteragdes fisioldgicas provocadas pela
resposta inflamatdria induzida pela incisdo cirdrgica, pela acdo dos farmacos anestésicos e
pelas intervencdes intra-cirdrgicas. Estas acfes podem promover a recidiva tumoral pos-

cirdrgica, especialmente em tumores mamarios, pulmonares e renais (Alam et al, 2021).

Assim, o periodo perioperatorio € considerado um periodo critico para a progressao
metastatica. Alguns estudos sugerem ainda que 0s eventos perioperatorios como transfusdes
sanguineas, farmacos anestésicos e analgésicos podem acelerar também a progressdo da
doenca e influenciar mecanismos como a formacao de NET’s ¢ a angiogénese (Ramirez &

Cata, 2021; Rosales, 2020). Ramirez e Cata (2021) concluiram que a resposta ao stress

26



cirurgico pode acelerar o crescimento tumoral e 0 processo de metastizacdo, secundario as

alteracdes provocadas na resposta imunitaria e no microambiente tumoral.

2.4. NLR preé-cirurgico e NLR pds-cirurgico

O valor de NLR pre-cirargico relaciona-se com a informacgdo tumoral (tamanho,
profundidade e processo de metastizacdo) e com marcadores inflamatorios como a contagem
leucocitéria, neutrdfila e linfocitica, fornecendo informagdes sobre o estado inflamatério e
tumoral do paciente pré-cirdrgico (Miyatani et al, 2015; Wu et al, 2020). Este valor é

independente do tipo de cirurgia realizada (Alexa et al, 2024; Buonacera et al, 2022).

Os valores pré-cirargicos do NLR surgem como fatores independentes de
prognostico de complicagbes perioperatorias, tal como a mortalidade e como fatores de
prognostico de diferentes tipos de tumores malignos (Alexa et al, 2024; Buonacera et al, 2022;
Wu et al, 2020). Quando existe linfopenia perioperatéria ou um valor de NLR elevado,

considera-se um biomarcador independente de recidiva tumoral (Ramirez & Cata, 2021).

O valor pos-cirargico ndo transmite informacBes sobre o tumor mas sim sobre o
processo inflamatério pds-cirirgico e possivel contribuicio para o processo de
micrometastizacdo. Nao existe relacdo entre os valores inflamatdrios pré e pds-cirurgicos,
uma vez que o sistema imunitario apos a cirurgia se encontra alterado. Por isso, o cut-off do

NLR pré e pds-cirurgico ndo deve ser o mesmo (Wu et al, 2020).
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2.5. Relevancia do NLR em pacientes oncoldgicos

Os parametros sanguineos tém sido incorporados em diversos tipos de tumores como
fatores de progndstico, uma vez que a carcinogénese e progressao tumoral estdo relacionadas
com a inflamagdo sistémica, como referido anteriormente. Alguns pardmetros definem o
aumento da resposta inflamatdria sistémica, nomeadamente o aumento do valor da proteina-C
reativa, a presenca de hipoalbuminémia, o aumento dos niveis de citoquinas e o aumento da
contagem dos leucdcitos, nomeadamente neutrofilos e linfocitos (Templeton et al, 2014;
Petrucci et al, 2021).

Em pacientes oncologicos, tém sido usados alguns biomarcadores tais como o NLR,
o ratio plaqueta-linfocito (PLR) e a contagem de linfocitos CD4+ (Chen et al, 2022). O NLR
é considerado um biomarcador prematuro e fidvel em relacdo ao prognostico de tumores
solidos, especialmente do carcinoma hepatocelular (Alexa et al, 2024; Templeton et al, 2014).
Em medicina veterindria, existe um interesse crescente em estabelecer biomarcadores
preditivos e prognosticos derivados de pardmetros hematolégicos em animais com tumor ou

doencas inflamatdrias (Petrucci et al, 2021).

Um valor elevado do NLR em oncologia é conhecido como um fator de mau
progndstico em diversos tipos de tumores, porém a consisténcia e magnitude do impacto
progndstico do NLR ainda ndo é bem definido (Alexa et al, 2024; Templeton et al, 2014). Um
elevado NLR pode estar associado a um tipo de tumor mais agressivo em mastocitomas e

sarcoma de tecidos moles (Macfarlane et al, 2016, a); Macfarlane et al, 2016, b)).

Em medicina veterinaria, a contagem das células leucocitarias e do NLR tem
fornecido informacdo progndstica em cdes com linfoma, osteossarcoma, mastocitoma e
sarcoma de tecidos moles (Henrigues et al, 2021; Macfarlane et al, 2016, a); Macfarlane et al,
2016, b)). Em pacientes submetidos a quimioterapia neoadjuvante ou a radioterapia, um NLR
elevado pode estar associado a uma pior resposta ao tratamento, para além de que, em
pacientes com doenca metastatica, a presenca do NLR baixo pode também indicar um melhor
prognostico (Kim, Kim, Yoon & Lee, 2019; Petrucci et al, 2021; Vernieri et al, 2018).

Os pacientes deste estudo apresentaram diversos tipos de tumores, cuja relagdo com

0 NLR pode ser resumida na Tabela 1.
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Tabela 1 -

Resumo da relacéo do ratio neutroéfilo-linfocito com o tipo de tumor.

Tipo de tumores

NLR

Em medicina humana, um elevado valor de NLR pode estar associado a

o @
§ -§ mortalidade (Heshmat-Ghahdarijani, 2023)

kS N&o existem estudos em medicina veterinria.

% :% Em medicina veterinaria, um valor pré-cirargico de NLR > 5 pode estar
'g § associado a um OS menor (Uribe-Querol et al, 2023)

Carcinoma
hepatocelular

Em medicina humana, valores de NLR pré-cirdrgicos baixos podem
apresentar um maior OS ou DFS (Heshmat-Ghahdarijani, 2023)

Nao existem estudos em medicina veterinaria

Em medicina humana, um elevado valor de NLR pré-tratamento pode estar

T N 0
5 ‘—; § associado a um menor OS e DFS e consequente pior prognostico
S g .
% o S (Rodrigo et al, 2023).
T N
Os e N&o existem estudos em medicina veterinaria
S8 = Em medicina humana, um aumento do valor de NLR pré-cirdrgico pode estar
= un
8 % § é relacionado com um baixo DFS e OS (Cao et al, 2023)
o —
S § <3 Né&o existem estudos em medicina veterinaria.
(U - 7 ~ . -
g _ Em caninos, o valor do NLR pré-tratamento ndo foi considerado um fator de
c g
‘?‘j o prognostico no OS (Camerino et al, 2021).
=
< 3 O valor de cut-off do NLR pré-cirtrgico no sarcoma de tecidos moles canino,
ETS G . .
89 % era > 4,519, sendo considerado elevado a partir desse valor (Macfarlane et
e IS
53 al, 2016, a)
£
S Um elevado valor de NLR pode estar associado a um alto grau de
(&)
g mastocitoma canino (Macfarlane et al, 2016, b)
©
=

Adenocarcinoma
das glandulas
salivares

Adenocarcinoma
das glandulas dos
sacos anais

Né&o existem estudos que relacionem estes tipos de tumores com o NLR.

Tumor das células
de Leydig
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2.6. O comportamento do NLR nos diferentes tipos de tumor

2.6.1. Tumores sélidos

Os tumores sélidos diferenciam-se em carcinomas (alteragdo das células epiteliais) e
sarcomas (alteracdo de celulas mesenquimatosas), sendo o nome definido pela localizacdo
tumoral. A cirurgia é uma das principais terapéuticas para tumores sélidos, sendo uma forma
de diagndstico e de tratamento paliativo ou curativo (Ramirez & Cata, 2021). A excisao
cirirgica é o tratamento “gold-standard” para tumores sélidos, no entanto, mesmo retirando
as margens histologicas consideradas limpas, existe um risco residual de disseminacao intra-
cirdrgica e por isso é necessario combinar a excisdo cirurgica com tratamentos adjuvantes

como quimioterapia ou radioterapia (Pinheiro et al, 2023).

O valor pré-tratamento do NLR para pacientes com tumores sélidos tem significancia
no progndstico clinico. Um valor elevado reflete um desequilibrio na resposta imunitaria,
podendo indicar um aumento da progressao tumoral e consequentemente um pior prognostico.
Porém, em alguns tipos de tumor, esta relagdo entre o valor pré-tratamento do NLR e o

prognostico ndo se apresenta tdo linear (Urabe, Yamashita & Seto, 2019).

Existe uma correlagéo entre o aumento do valor de NLR e a existéncia de doenca
metastatica, ou seja, um valor elevado de NLR esta associado a um pior prognostico, mais
significativo quando existe doenca metastatica, podendo refletir o crescimento tumoral ou o
prolongamento da inflamac&o sistémica crénica (Templeton et al, 2014). Um valor elevado
pos-cirargico do NLR pode também indicar um pior progndstico em pacientes com tumores
solidos (Wu et al, 2020).

2.6.1.1. Tumores da tirdide

Estudos recentes demonstram que existe uma relacdo entre a resposta inflamatéria e
a progressao do tumor da tirgide e por isso, os biomarcadores como o NLR s&o importantes
para avaliar a resposta ao tratamento e a evolugdo da doenca tumoral. Um elevado valor de
NLR pré-tratamento pode estar relacionado com o tamanho tumoral, com estadios avancados
e com a progressdo metastatica, podendo estar assim associado a menor tempo de sobrevida
livre de doenca (DFS). Assim, pode existir uma relagéo entre o valor elevado de NLR e a
mortalidade relacionada ao tumor (Heshmat-Ghahdarijani, 2023).
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2.6.1.2. Carcinoma mamario

O carcinoma mamario canino é a neoplasia mais comum em medicina veterinaria.
Este tumor apresenta varios fatores de risco como a idade, raca, hormonas, dieta e obesidade,
exibindo um comportamento clinico e molecular idéntico ao tumor mamario das mulheres.
Em ambas as espécies, a mortalidade provocada pelo tumor é um dos principais problemas,
especialmente em diagndsticos tardios (Uribe-Querol et al, 2023).

A forma de diagnoéstico “gold-standard” no carcinoma mamario canino é o exame
histopatologico do tecido, para determinar o grau de malignidade tumoral e o index de
proliferacdo mitdtica e previamente estimar um prognostico, juntamente com outros
marcadores pré-tratamento que influenciam o comportamento tumoral e devem ser
considerados aquando da tomada de decisdo terapéutica, tais como o tamanho do tumor e a
presenca de ulceracdo (Goldschmidt, Pefia & Zappulli, 2011).

O exame histopatoldgico s6 pode ser realizado apds a remocao total do tumor ou a
realizacdo de uma bidpsia parcial ao tecido afetado, porém, a combinacdo de Varios
biomarcadores também pode prever o grau de malignidade tumoral e sobrevivéncia pos-
cirurgica, como o valor pré-cirurgico do NLR, a idade, o tamanho tumoral, e o ratio albumina-
globulina (AGR) (Burrai et al, 2020).

Os dados do estudo de Uribe-Querol et al (2023), afirmam que o valor pré-cirdrgico
do NLR no carcinoma mamario canino tem um valor de progndéstico na sobrevivéncia pés-
cirurgica, sendo que um valor pré-cirurgico de NLR > 5 pode estar associado a um tempo de

sobrevida menor.

2.6.1.3. Carcinoma hepatocelular

O carcinoma hepatocelular, em 90% dos casos, estd associado a lesdo hepaética e
inflamacédo crénica do tecido hepéatico. Um elevado valor de NLR pré-cirdrgico pode estar
associado a tumores de maiores dimensdes, provocando neutrofilia e linfopenia pre-cirirgica.
Assim, pacientes com valores de NLR pré-cirdrgicos baixos podem ter um maior OS ou DFS,
guando comparados com individuos com valores elevados do NLR (Heshmat-Ghahdarijani,
2023; Wu et al, 2020)

Heshmat-Ghahdarijani (2023) refere que um aumento do NLR pds-cirargico, apds
realizacdo de lobectomia parcial hepatica pode estar associado a uma menor diferenciacdo

tumoral.
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2.6.1.4. Carcinoma das células escamosas

Em medicina humana, o carcinoma das células escamosas pode ter varias
localizagdes, porém, na orofaringe, esta descrito um efeito dos TAN’s na imunossupressdo do
paciente, no recrutamento e na ativacdo de neutrofilos responsaveis pela destruicdo da
membrana basal, podendo favorecer a invasao linfovascular das células tumorais (Rodrigo et
al, 2023).

N&o esté estabelecido um valor de cut-off para o NLR, contudo, Rodrigo et al (2023)
descreve que diferentes valores de cut-off e diferentes modalidades terapéuticas ndo afetam a
relacdo do elevado valor de NLR e o tempo de sobrevida geral. Assim, um elevado valor de
NLR pré-tratamento pode estar associado a um pior progndéstico, ou seja, um OS e DFS mais

curto, independentemente do tipo de tratamento realizado (Rodrigo et al, 2023).

2.6.1.5. Carcinoma das células basais pulmonar

Em medicina humana, o carcinoma das células basais pulmonar enquadra-se nos
tumores pulmonares de ndo pequenas células (NSCLC). Nos NSCLC, um elevado valor de
NLR pré-cirurgico pode ser um biomarcador de progndstico e ajudar a decisao da terapéutica
adjuvante pos-cirurgica (Cao et al, 2023). Cao et al (2023) considera que um aumento do
valor de NLR pré-cirargico pode estar relacionado com um baixo DFS e OS.

2.6.1.6. Melanoma oral

O melanoma oral é um tumor agressivo, tanto em humanos como em caninos. E
invasivo e caracterizado pela possibilidade de realizar uma invaséo linfatica e progressdo
metastatica para os pulmdes. O comportamento do tumor baseia-se em diversos fatores de
prognostico como a localizacdo anatdmica, tamanho e estadiamento clinico. O estadiamento
clinico apresenta o estadio | e Il (sem invasdo dos linfonodos regionais) e o estadio Il e 1V

(com invasdo linfética) (Bergman, 2007).

Camerino et al (2021) ndo encontrou uma correlacio do NLR a idade, ao
estadiamento clinico, aos parametros histolégicos ou imunohistoquimicos, nem ao tamanho
de excisdo das margens. O valor do NLR pré-tratamento nédo foi considerado um fator de
prognostico Util, uma vez que ndo apresentou nenhum resultado no prognostico do OS e assim,

ndo se comprovou a existéncia de uma correlagdo entre 0 NLR e 0 OS (Camerino et al, 2021).
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Em medicina humana, Guthrie et al, (2013) indicam que um elevado valor de NLR
pré-tratamento pode revelar um avango no estadiamento clinico, porém, ndo existem estudos

que demonstrem uma relagcdo do NLR como fator de prognostico de OS.

2.6.1.7. Sarcoma de tecidos moles

O sarcoma de tecidos moles cutdneo ou subcutdaneo € uma malignidade do
mesenguima do tecido conjuntivo, existindo diversos tipos de tumor, como o lipossarcoma,
rabdomiossarcoma, histiossarcoma fibroso, sarcoma indiferenciado, fibrossarcoma,
osteossarcoma, condrossarcoma, hemangiossarcoma. O sarcoma de tecidos moles canino é
diferenciado em grau I, Il ou Ill, dependente da diferenciacdo celular, index mitético e score
de necrose tumoral. O grau histolégico e a remogdo de margens cirdrgicas adequadas

permitem prever se poderd existir recidiva do tumor (Macfarlane et al, 2016, a).

No estudo de Macfarlane et al (2016, a), foi definido um valor de NLR com cut-off >
4,519, utilizado para selecionar os pacientes com maior probabilidade de existir malignidade

tumoral e prévia realizacdo de uma bidpsia pré-cirurgica para diferenciacdo do grau tumoral.

2.6.2. Mastocitoma

O mastocitoma cutdneo canino varia de acordo com a sua aparéncia e
comportamento, podendo estar associado a sindrome paraneoplasica e progressdo metastatica.
O método de identificacdo de tumores com comportamento biolégico semelhante é a
classificacdo histopatoldgica, podendo ser usada a escala de Patnaik (1984) ou a escala de
Kiupel (2011), citados por Macfarlane et al (2016, b).

O uso do NLR no mastocitoma cutadneo canino é complicado, uma vez que 0S
mastécitos sdo leucocitos capazes de criar uma resposta inflamatoria, interagem com o0s
neutrofilos e linfécitos e participam na quimiotaxia (Macfarlane et al, 2016, b). Macfarlane et
al (2016, b) considerou a possibilidade de associar um elevado valor de NLR a um alto grau
de mastocitoma canino, consistente com as alteracdes inflamatérias sistémicas, e concluiu que
o valor do NLR podera ter uma aplicagdo clinica na deciséo de terapéutica e no planeamento
de margens cirurgicas, uma vez que se considerou o valor de NLR uma boa ferramenta para

selecionar mastocitomas de alto grau, antes da realizacdo da avaliacdo histopatoldgica.
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2.7. Arelacdo entre 0 processo anestésico e o paciente oncologico

Existem diversos fatores que influenciam a resposta imunitaria do paciente
oncoldgico no periodo perioperatorio, nomeadamente os farmacos anestésicos e as técnicas
anestésicas utilizadas, o trauma cirdrgico e a consequente resposta inflamatéria, o uso de
farmacos coadjuvantes, a necessidade de realizar transfusGes sanguineas e a manutencédo da

hidratacdo e da temperatura (Pinheiro et al, 2023).

Atualmente, reconhece-se que diversos agentes anestésicos usados no periodo
perioperatdrio da cirurgia oncologica influenciam a recidiva tumoral através da metastizacéo
poOs-operatdria. Existe assim um particular interesse no valor do NLR em anestesia como
biomarcador tumoral e de sepsis durante o periodo perioperatério (Alam et al, 2021;
Buonacera et al, 2022).

Estudos indicam que os agentes anestésicos podem influenciar a funcdo dos
neutréfilos na resposta inflamatéria, como indicado na Tabela 2 e apresentar um possivel

outcome oncoldgico como descrito na Tabela 3.

Tabela 2 - Agentes anestésicos e a sua acao sobre os neutrofilos (Adaptado de Alexa
et al, 2024; Kulinska et al, 2023)

Agente anestésico Acao sobre os neutrofilos Funcéo
- . Agregacéo neutrofilica
Dexmedetomidina Inibe - —
Libertacdo de ROS
Opiides (metad Fagocitose
pidides (metadona, . P o
fentanil) Inibe Mlgra?ao neu_trofl I_lca
Producdo de citoquinas
B di ) Pode ou ndo estimular Fagocitose
enzodiazepinas . Libertacdo de ROS
(Midazolam) Inibe T
Quimiotaxia

Producdo de citoquinas

Propofol Inibe Quimiotaxia
Libertacdo de ROS
Pode estimular Produgdo de NET’s

(em estudo) — -
Pode inibir Fagocitose

Desgranulagéo

Agentes volateis Inibe Quimiotaxia
(Isoflurano/Sevoflurano) Adesio neutrofilica

Producéo de citoquinas
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Pode estimular (em estudo) Produgdo de NET’s
Lidocaina Inib Producéo de citoquinas
nibe
Apoptose neutrofilica

Adesdo neutrofilica

Ropivacaina Diminui Quimiotaxia

Migracao neutrofilica

Tabela 3 - Agentes anestésicos e 0 seu possivel outcome oncolégico em diversos
tipos de tumor na medicina humana (Adaptado de Alam et al, 2021; Ramirez & Cata, 2021)

Agente anestésico Tipo de tumor Possivel efeito oncoldgico
Carcinoma das células Pode inibir o crescimento tumoral e progressao
- escamosas metastatica
Dexmedetomidina
Carcinoma hepatocelular Pode estimular a proliferacdo tumoral
Opiodides Tumor pulmonar Pode estimular o crescimento tumoral
- Pode inibir a proliferacdo e migracéo das células
Propofol Tumores da tirdide P a0 € migrag
tumorais
Carcinoma hepatocelular Pode inibir o crescimento tumoral
Isoflurano
Tumor pulmonar Pode estimular a proliferagdo e migracéo tumoral

Pode inibir a proliferacdo, migracao e invasdo das

Tumor pulmonar p .
células tumorais

Lidocaina — : -
Pode inibir o crescimento tumoral e levar a

Carcinoma hepatocelular
apoptose celular

2.7.1. Efeitos dos farmacos anestésicos em pacientes oncologicos

Existe um crescente interesse no possivel efeito dos farmacos anestésicos na recidiva
tumoral. Foram realizados varios estudos, a maioria afirma que os agentes anestésicos podem
ter a capacidade de influenciar a carcinogénese e a progressdao metastatica, uma vez que

influenciam a resposta inflamatdria a cirurgia oncoldgica (Alam et al, 2021; Ang et al, 2020).

2.7.1.1. Dexmedetomidina (a2 agonista)

A dexmedetomidina tem efeitos analgésicos, o que permite uma diminuigdo do uso
de opiodides. Como 0s neutrofilos apresentam recetores o2 Na sua superficie, é esperada uma

interacdo do farmaco com os mesmos (Alexa et al, 2024).
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A dexmedetomidina pode ter efeitos anti-tumorais, de forma direta, pela inibicdo da
proliferacdo, invasdo e sobrevivéncia das células tumorais, e de forma indireta, pela inibicéo
da producéo de citoquinas pro-inflamatdrias, da libertacdo de ROS e da agregacao neutrofilica
(Alexa et al, 2024). Por outro lado, alguns autores afirmam que a dexmedetomidina pode
estimular a proliferacdo tumoral, pela secrecdo de IL-6 no carcinoma hepatocelular (Chen et
al, 2020) enquanto que, no carcinoma de células escamosas, pode ser responsavel pela

inibicdo do crescimento tumoral e progressdo metastatica (Zhang et al, 2020).

2.7.1.2. Opidides

Os opidides tém uma excelente acdo no maneio de dor, quer seja na anestesia
perioperatdria quer seja na analgesia em casos de dor severa. Em pacientes oncoldgicos, 0s
opidides sdo usados para maneio de dor cirdrgica e maneio de dor crénica relacionada com o
tumor (Boland & Pockley, 2018; Chen et al, 2022).

Os opidides podem ser enddgenos ou exdgenos, atuando em diversos recetores
expressos no sistema nervoso central (SNC), no sistema nervoso periférico (SNP), no sistema
gastrointestinal e no sistema imunitéario. Os opidides exdgenos, como a metadona e o fentanil,
atuam nos mesmos recetores que os opidides endogenos, sendo conhecidos, até ao momento,
cinco tipos de recetores — os recetores -u (MOR), os recetores -k (KOR), os recetores -9
(DOR), os recetores nociocetivos (NOR) e os recetores - (ZOR). Estes recetores apresentam
diversas funcGes, nomeadamente, promover a analgesia (MOR, KOR, DOR, NOR) e regular
diversas acdes celulares e teciduais, tais como ac¢des de células tumorais em diversos 6rgaos

(coracdo, figado, pancreas e rim) (Dhaliwal & Gupta, 2023).

Os mecanismos de acdo dos opidides e dos seus recetores no sistema imunitario
ainda ndo estdo esclarecidos. Os opidides podem diminuir ou alterar a infiltracdo das células
imunitarias, como os linfécitos T, células NK e macrdfagos, e por isso, podem apresentar
alguns efeitos adversos como a supressdao do sistema imunitario e consequente recidiva
tumoral pds-cirargica, dependendo do tipo de opidides utilizados na anestesia. Estudos
indicam que o fentanil pode diminuir ou inibir a citotoxicidade das células NK e promover a
apoptose dos linfécitos e macrofagos, podendo levar a uma imunossupressdo pés-cirurgica
prolongada (Alam et al, 2021; Boland & Pockley, 2018; Chen et al, 2022).

O NLR pode ser um indicador das possiveis alteracdes imunitéarias provocadas pelos
opidides, uma vez que recetores MOR podem ser encontrados nos neutréfilos, linfocitos T e B
e nas celulas NK, e podem ser ativados nédo sé pelos opidides como também pelas citoquinas
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e por outros mediadores inflamatorios. Assim, os opidides podem provocar a supressdo do
sistema imunitario e inibir as funcbes dos neutréfilos e linfocitos, influenciando a resposta
inflamatoria a cirurgia e a resposta imunitaria em possiveis infecGes e processos tumorais
(Alexa et al, 2024; Chen et al, 2022).

A reducdo do uso de opidides exdgenos podera aliviar a possivel imunossupressao
provocada, uma vez que a incorporagdo da anestesia loco regional no plano anestésico pode
melhorar a analgesia, diminuir a dor e consequentemente reduzir a resposta ao stress cirurgico,

melhorando a recuperacdo pos-cirdrgica (Boland & Pockley, 2018).

Em relagdo aos processos tumorais, 0s recetores MORS podem estar presentes em
abundancia em determinados tipos de tumor (tumores pulmonares) ou quando existe
metastizacdo pulmonar. Os opidides podem apresentar uma acdo direta no crescimento das
células tumorais, uma vez que estas células também tém MORs na sua superficie, podendo
levar a0 aumento do crescimento do tumor pulmonar em murganhos (Lennon et al, 2014) e ao
possivel desenvolvimento de metastases noutros tipos de tumor, nomeadamente, tumores
esofagicos (Zhang et al, 2015), prostaticos (Zylla et al, 2013) e pulmonares (Singleton et al,
2014). Porém, sdo necessarios mais estudos para avaliar a relevancia clinica dos opiodides em

pacientes oncolégicos (Alam et al, 2021; Boland & Pockley, 2018).

2.7.1.3. Benzodiazepinas (Midazolam)

As benzodiazepinas sdo usadas na pré-medicacdo para efeito sedativo e inibem o
efeito dos recetores GABA, resultando na inibicdo da membrana neuronal por
hiperpolarizagdo. Os neurotransmissores GABA estdo presentes no SNC e 0s seus recetores
sdo divididos em GABA A e GABA B, sendo amplamente distribuidos pelos neutrdfilos,

monacitos e macrofagos (Alam et al, 2021; Alexa et al, 2024).

Em medicina humana, os estudos do efeito das benzodiazepinas nos neutréfilos é
contraditério, assim como o efeito das benzodiazepinas na recidiva tumoral também ndo é
concordante. Alguns estudos afirmam que o midazolam tem um efeito imunomodulatério
negativo, potenciando assim a recidiva tumoral, enquanto que outros estudos ndo encontram
relacdo entre o uso de benzodiazepinas e a recidiva tumoral (Alam et al, 2021; Alexa et al,
2024).

37



2.7.1.4. Propofol

O propofol é o fa&rmaco endovenoso mais usado na inducdo anestésica. Tem efeitos
anti-inflamatorios, o que permite a potenciacdo da resposta imune através da regulacdo da
fagocitose realizada pelos neutrofilos e macréfagos, da producdo de citoquinas pro-
inflamatérias e da inibicdo do recrutamento e migracdo neutrofilica (Alexa et al, 2024;
Ramirez & Cata, 2021).

O propofol pode ter efeitos anti-tumorais e anti-metastaticos nas células, podendo
inibir a viabilidade das células tumorais através da regulacdo direta da sinalizacdo celular e de
mecanismos indiretos, como a reducéo da resposta inflamatoria, pela diminuicao da libertacéo
de citoquinas pro-inflamatorias e consequente inibicdo da PGE2. O propofol pode diminuir a
formagdo de NET’s, sem influenciar a capacidade de apoptose celular dos neutréfilos (Alam

et al, 2021; Ramirez & Cata, 2021).

Estudos indicam que o propofol pode preservar a citotoxicidade das células NK e dos
linfocitos T (Alam et al, 2021; Melamed et al, 2003), no entanto Zhou et al (2018), afirmam
que no carcinoma das células escamosas, o propofol pode aumentar a expressdo de moléculas
citotoxicas, aumentando consequentemente a expressdo de células NK e a sua toxicidade

celular.

2.7.1.5. Agentes volateis (Isoflurano, Sevoflurano)

Os agentes volateis sdo amplamente usados na manutencdo anestésica, podendo ser
responsaveis pela imunossupressdo e progressdo metastatica pos-cirdrgica. Tém uma acao
pro-inflamatéria e modeladora no sistema imunitario, sendo responsaveis pela inibicdo da
quimiotaxia, libertacdo de ROS, adesdo e infiltracdo neutrofilica pela diminui¢do das PMN’s
(Alam et al, 2021; Alexa et al, 2024). Como consequéncia, podem levar a supressao do
sistema imunitéario no pos-cirurgico de cirurgias oncoldgicas (Alexa et al, 2024). Suprimem a
citotoxicidade das células NK e induzem a apoptose dos linfocitos T, ambos responsaveis pela

imunidade anti-metastatica apos a cirurgia oncolégica (Alam et al, 2021).

Du et al (2017) demonstra que o aumento da fagocitose e da apoptose dos neutrofilos
pelos macrofagos pode levar a diminuigdo da inflamacéo pulmonar resultante da exposi¢do ao

isoflurano.
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Estudos indicam que ha uma relacdo entre 0 uso de agentes volateis e uma
estimulacdo da migracdo tumoral, inibicdo das células NK e aumento da expressdo de

determinados fatores de crescimento (Ang et al, 2020; Duff, Connolly & Buggy, 2016).

Porém, os mecanismos de acdo destes agentes na recidiva tumoral ainda ndo séo
totalmente compreendidos. Podem ter a capacidade de regular importantes funcdes nas células
tumorais e facilitar a progressdo tumoral, levando & imunossupressdo. Tém uma acgdo
protetora contra a existéncia de isquemia e reperfusédo do local de incisdo, podendo facilitar a
angiogenese, a sobrevivéncia e migracao de células tumorais remanescentes. Podem também
promover ou inibir a acdo de células tumorais, através da modificacdo direta dos sinais
intracelulares, como a proliferacdo, a migracdo, a invasdo e a sensibilidade aos agentes
quimioterapéuticos (Alam et al, 2021; Ramirez & Cata, 2021). O isoflurano (1%, 2% e 3%)
pode aumentar a proliferacdo e migracdo tumoral, especialmente no tumor pulmonar e
diminuir a funcdo das células NK durante 10 dias (Ramirez & Cata, 2021; Zhang & Shao,
2016).

2.7.1.6. Lidocaina e Ropivacaina

A lidocaina apresenta propriedades benéficas na recuperagdo pos-cirurgica, existindo
a possibilidade de ter uma acdo supressora nas células tumorais, através da alteracdo da
sinalizacdo celular. Apresenta propriedades anti-inflamatoérias, diminuindo a libertacdo de
citoquinas pro-inflamatérias e possiveis efeitos anti-angiogénese, através da diminui¢do da
expressao do fator VEGF (Ramirez & Cata, 2021). Xing et al (2017) afirmam que a lidocaina

.....

hepatocelular.

A ropivacaina demonstra provocar uma menor resposta no sistema nervoso central e
uma menor toxicidade cardiaca do que a bupivacaina (Mikawa et al, 2003). Diminui a adesdo

neutrofilica, quimiotaxia e migracao, nao tendo efeito na apoptose dos neutrofilos (Kulinska

et al, 2023).

O efeito da lidocaina e da ropivacaina depende do tipo de neutréfilos existente e do
estado dos neutréfilos no processo da inflamacéo (em repouso ou ativados). Estudos afirmam
que a lidocaina modula a resposta a inflamacéo aguda, atrasa a apoptose neutrofilica, inibe a
fagocitose pelos macréfagos e a formagdo de NET’s, enquanto que a ropivacaina prolonga o
tempo de vida dos neutrofilos ativos (Chiang et al, 2008; Kulinska et al, 2023). A formagao
de NET’s é um processo dependente da libertagio de ROS ¢ inicia com a apoptose
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neutrofilica. Porém, estudos recentes demonstram que a lidocaina e ropivacaina podem ser
responsaveis por estimular a produgcdo de NET’s, levando a uma alteragdo do processo
inflamatorio e a possibilidade de existir progressdo metastatica (Galos et al, 2020; Kulinska et
al, 2023). Kulinska et al (2023) afirmam que, no seu estudo, a lidocaina e a ropivacaina nao

afetaram a formagao de NET’s nos neutréfilos em repouso.

2.7.2. Anestesia locorregional

A anestesia regional reduz a resposta de stress a cirurgia, minimiza a inflamacéo pés-
cirdrgica e atenua a imunossupressdo, através da redugdo dos niveis de catecolaminas (Ang et
al, 2020; Chen et al, 2022). Para além de ter como funcdo o maneio da dor, minimiza também
0 uso de agentes anestésicos e opioides intra-cirirgicos, podendo minimizar o seu potencial

efeito no resultado oncoldgico (Ang et al, 2020).

As técnicas de anestesia regional incluem o bloqueio de nervos periféricos e a
anestesia neuroaxial, podendo estar associadas a reducdo da recidiva tumoral. O uso de
anestésicos locais e de bloqueios loco regionais é essencial para 0 maneio da dor, uma vez que
existe um bloqueio total da transmissdo dos impulsos nociceptivos, diminuindo a nociocecéo,
dor perioperatoria e os efeitos adversos da administracdo de bolus (Grubb & Lobprise, 2020;
Ramirez & Cata, 2021).

Estas técnicas sdo recomendadas como parte do plano anestésico geral na maioria
das cirurgias e em lesbes traumaticas, uma vez que sdo eficazes e seguras quando utilizadas
em complemento da anestesia geral (Grubb & Lobprise, 2020). Em teoria, as técnicas de
anestesia regional conseguem melhorar o prognostico da cirurgia oncoldgica, uma vez que
diminuem a resposta neuroenddcrina ao stress cirdrgico, porém ainda ndo existem estudos que

0 comprovem (Ramirez & Cata, 2021).

Os anestésicos locais preservam a funcdo do sistema imunitario, podendo existir uma
acdo direta na inibicdo das células promotoras de tumor. Estes farmacos bloqueiam os canais
de sddio e consequentemente a transmissdo do sinal para 0 SNC. Os canais de sodio estdo
presentes em diversos tecidos, nomeadamente no musculo cardiaco, nas células pancreéticas e
nas células tumorais, existindo assim a probabilidade de serem responsaveis por desordens
cardiacas e respiratorias, diabetes, disfungdes cognitivas ou processos tumorais (Alexa et al,
2024; Ramirez & Cata, 2021).
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2.8. Objetivo do estudo

Em medicina humana, os valores dos biomarcadores inflamatérios, como o NLR, séo
influenciados pelo trauma cirurgico e também pelo protocolo anestésico, porém, ndo existem
muitos estudos em medicina veterinaria que avaliem o efeito do protocolo anestésico nestes

biomarcadores (Espadas-Gonzéalez et al, 2024).

Em medicina veterinaria, Faroni et al (2021) estudou o efeito da anestesia na
remissdo tumoral do linfoma, concluindo que existem outros fatores que podem contribuir
para a progressdao tumoral, nomeadamente o periodo e stress perioperatorio. O periodo
perioperatério € um periodo onde o paciente esta mais suscetivel a imunossupressao e
consequentemente, mais suscetivel a disseminacdo tumoral. No entanto, durante este periodo,
pode-se tentar minimizar o impacto dos farmacos anestésicos e do stress cirirgico no paciente,
através da diminuicdo do uso de opioides e da utilizacdo de bloqueios loco regionais (Pinheiro
et al, 2023). Chen et al (2022) afirma que estas alteragdes no periodo perioperatorio podem
ter um efeito positivo na reducdo da imunossupressao e na recuperacao pos-cirdrgica. Para
resgate analgésico perioperatério, o fentanil é muito utilizado em medicina veterinaria
(Romano et al, 2016).

Este estudo pretende averiguar qual o efeito de diversos farmacos anestésicos no
periodo perioperatério, através da variacdo do NLR, pelo que apresenta diversos objetivos,

nomeadamente:

1. Avaliar a variagdo do NLR pré-cirirgico e pdés-cirrgico em animais
submetidos a cirurgia oncoldgica;

2. Comparar a variacdo do NLR em animais submetidos a anestesia geral com
animais submetidos a utilizacdo de anestesia loco regional, recorrendo a
utilizacdo de técnicas de bloqueios loco regionais na cirurgia oncolégica;

3. Awvaliar a influéncia da utilizacdo de resgates analgésicos intra-cirdrgicos na

variacdo do NLR.
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3. Materiais e Métodos

O estudo foi realizado no Anicura Hospital Veterinario do Atlantico, de dezembro de
2023 a marco de 2024, com aprovacdo da comissdo de ética e bem-estar animal da FMV-
ULHT.

Foram selecionados 14 cées, de acordo com 0s seguintes critérios de incluséo:

a) Animais com classificagdo American Society of Anesthesiologists physical
status classification (ASA) | e 1l sujeitos a cirurgia oncoldgica;

b) Exame fisico, perfil hematoldgico e bioquimico (no equipamento Element
CM XT, by Scil Antech Company) com valores dentro dos intervalos de

referéncia, no periodo pré-cirurgico.

Os critérios de exclusdo incluiam animais com doenca sistémica, alteracdo cardiaca
ou respiratoria, com infecdes agudas, condi¢des cronicas nao oncoldgicas ou sob tratamento
medicamentoso continuo e animais cujos valores hematologicos basais estavam fora do

intervalo de referéncia.

3.1. Parametros hematolégicos

De forma a avaliar a variagdo do valor do NLR pré-cirdrgico e pos-cirurgico, foram
realizadas duas colheitas de sangue, respeitando o bem-estar animal: uma primeira recolha na
consulta pré-anestésica e a segunda recolha duas horas apds a cirurgia, com a presenca do
proprietario, para que o animal estivesse 0 mais calmo possivel, realizada no momento da

medicdo da glicémia.

O sangue foi recolhido para tubos de acido etilenodiamina tetra-acético (EDTA) e
processado no equipamento de hemograma - Element HT5 hematology analyser, by Heska na
Antech Company. Os valores hematoldgicos relevantes foram registados, nomeadamente a
contagem de neutrofilos (3.62-12.30 x 10%L) e a contagem de linfdcitos (0.83-4.91 x 10%/L).
O valor do NLR foi calculado através do quociente entre a contagem do numero total de

neutrofilos e linfocitos.
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3.2. Protocolo anestésico

Para comparar o valor do NLR em termos anestésicos, 0s animais estavam
subdivididos em dois grupos: o grupo da anestesia geral — Grupo AG, e 0 grupo da anestesia
loco regional — Grupo ALR, cujo protocolo anestésico se encontra representado na tabela 4 e
na tabela 5, respetivamente. A opcdo da técnica de bloqueio loco regional no grupo ALR era

dependente do tipo de cirurgia realizada.

Em ambos os grupos, a pré-medicacao ocorreu apds um jejum de sélidos de 12 horas.
Foi realizada a pre-oxigenacdo durante 2 a 3 minutos, com auxilio de mascara, com a fracao

inspirada de oxigenio (FiO2) aproximadamente 40-50%.

Tabela 4 - Protocolo anestésico aplicado ao grupo AG neste estudo. IM, via
intramuscular. 1V, via endovenosa.

Farmaco Dose Via
Dexmedetomidina 0.5 mg/mL 5 Lo/k

S (Sedadex®, Dechra) Hgke

Pré-medicacdo Metadona 10 mg/mL 0.3 ma/k M
(Semfortan®, Dechra) > MYikg
~ Propofol 1% 10 mg/mL .
Inducéo (Lipuro®, B|Braun) 2-4 mg/kg dose-efeito \V
Manutencdo anestésica Isoflurano 1-2% Agente anestésico volatil

Tabela 5 - Protocolo anestésico aplicado ao grupo ALR neste estudo. IM, via
intramuscular. 1V, via endovenosa.

Farmaco Dose Via
Dexmedetomidina 0.5 mg/mL 5 Lok
S (Sedadex®, Dechra) Hgke
Pré-medicacdo Metadona 10 mg/mL 0.3 ma/k M
(Semfortan®, Dechra) > Myikg
~ Propofol 1% 10 mg/mL .
Inducéo (Lipuro®, B|Braun) 2-4 mg/kg dose-efeito v
Manutengao anestésica Isoflurano 1-2% Agente anestésico volatil
-~ Ropivacaina 0,5% 5 mg/mL .
Anestésico local (Somerset) Dose dependente do bloqueio

43



3.3. Monitorizacgdo anestésica

O registo da monitorizacdo anestésica permitiu avaliar a existéncia de resgate
analgesico, recorrendo a administracédo de fentanil (Fentadon®, Dechra), a dose 2.5 ug/kg, via
endovenosa. Considerou-se ativacdo nociceptiva quando os valores da presséao arterial e/ou da

frequéncia cardiaca subiam 20% em relagé@o ao seu valor-base.

A monitorizacdo anestésica foi realizada com o objetivo de manter o estadio IlI,
plano 11, sendo avaliado o tonus mandibular, reflexo palpebral, posicdo do globo ocular, cor
das mucosas, tempo de replecdo capilar (TRC) e outros parametros com auxilio do monitor
multiparamétrico ePM 12M Vet, by Mindray Animal Medical: frequéncia cardiaca (FC) pelo
tracado eletrocardiografico (ECG), parametros da pressdo arterial ndo invasiva — pressao
arterial sistélica (PAS), pressdo arterial diastélica (PAD) e pressdo arterial média (PAM) —
saturacdo de oxigénio na hemoglobina periférica (SpO2) pelo pulsioximetro e frequéncia

respiratoria (FR).

3.4. Analise estatistica

Neste estudo, a analise estatistica foi realizada através de dois programas de software:
0 Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft, EUA) e o programa de analise estatistica
Statistical Package for the Social Sciences® (SPSS), na versdo 27 (IBM Corp., Armonk, NY,
EUA).

A analise teve como objetivo fornecer uma visdo geral das medidas de tendéncia
central, tais como a média, mediana e medidas de dispersdo como o desvio padrdo das
variaveis em estudo. A estatistica descritiva foi ainda complementada pela representacdo da
distribuicdo dos dados, através de graficos box-plot, contribuindo para uma interpretacdo mais
completa dos resultados.

Dado o reduzido tamanho da amostra, foi utilizado o teste ndo paramétrico, teste de
Wilcoxon, para comparar duas amostras relacionadas, cujo objetivo foi avaliar as diferencas
no NLR pré-cirdrgico e pds-cirurgico na totalidade da amostra, no grupo AG e no grupo ALR.

Os valores de p < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. Resultados

4.1. Caracterizacéo da amostra do estudo

No presente estudo foram incluidos 14 cdes, com idades compreendidas entre os
3 e 0s 14 anos, sendo 57% fémeas e 43% machos. As racgas incluidas neste estudo foram
Basset Hound (7%), Beagle (7%), Golden Retriever (7%), Perdigueiro Portugués (7%),
Podengo Portugués (7%), Pug (7%), Rottweiller (7%), Shih Tzu (7%), Pastor Alemé&o
(14%) e Sem raca definida (SRD) (29%) (Tabela 5).

Os animais foram divididos em dois grupos, relativamente ao plano anestésico
executado: seis cdes para o grupo AG e oito cées para o grupo ALR. Os tipos de blogueios
loco regionais realizados no grupo ALR foram o bloqueio eretor da espinha (13%),
bloqueio do nervo alveolar inferior (25%), bloqueio quadrado lombar (25%) e bloqueio do
plano transverso do abdoémen (TAP) (38%) (Tabela 6).

Tabela 6 - Informagdes sobre os cées incluidos no estudo. SRD, sem raca definida. F,

fémea. M, macho. -, Sem bloqueio loco regional.

Raca Sexo Idade (anos) Bloqueio loco regional
SRD F 3 -
Pastor Aleméo F 7 Blogueio do plano transverso do abdémen
Perdigueiro F 12 Blogueio do plano transverso do abdémen
Shih Tzu M 14 Bloqueio Quadrado lombar
Pug M 7 -
SRD F 14 -
Basset Hound M 12 Bloqueio do nervo alveolar inferior
Beagle F 8 -
Golden Retriever F 5 Bloqueio Eretor da espinha bilateral
SRD F 10 -
Pastor Alemao F 8 Bloqueio do plano transverso do abdémen
SRD M 9 -
Podengo portugués M 11 Bloqueio Quadrado lombar
Rottweiller M 10 Bloqueio do nervo alveolar inferior

Foram realizados diversos tipos de cirurgia oncoldgica, nomeadamente, mastectomia
unilateral (7%); mastectomia radical, linfadenectomia e ovariohisterectomia (OVH) (7%);
lobectomia pulmonar (7%); ablacdo de escroto e orquiectomia (7%); tiroidectomia (7%);
tonsilectomia e linfadenectomia (7%); bidpsia hepatica (14%); mandibulectomia rostral e
linfadenectomia submandibular (14%) e exérese de massa em diversas localizagdes (29%). A

histologia dos tumores esta descrita na Tabela 7.
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Os valores do NLR pré-cirargico e do NLR poés-cirdrgico também estdo descritos na
Tabela 7. Foi definido um cut-off de NLR > 3, de acordo com artigos de medicina humana,
sendo que 79% dos valores de NLR pré-cirargico e de NLR pos-cirargico ultrapassam o valor
de cut-off.

Tabela 7 — Histologia dos tumores e valores do NLR pré-cirurgico e pos-cirirgico

dos caes inseridos no estudo.

Histologia dos tumores NLR pré-cirurgico NLR pdés-cirurgico
Adenocarcinoma da glandula salivar 0,41 0,86
Carcinoma mamario de alto grau 1,57 1,83
Carcinoma mamario 1,21 1,00
Carcinoma hepatocelular 5,67 5,42
Mastocitoma 3,46 9,55
Carcinoma tiroideu 5,87 7,73
Carcinoma das células escamosas 8,81 13,34
Carcinoma da tiroide folicular 6,11 4,37
Carcinoma das células basais 8,00 16,24
Adenocarcinoma dos sacos anais 4,82 7,87
Sarcoma de tecidos moles 6,03 8,45
Carcinoma das células escamosas 6,08 4,33
Tumor das células de Leydig 7,14 11,85
Melanoma 5,35 4,23
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4.2. Analise estatistica descritiva

Os valores da analise estatistica descritiva apresentam-se divididos por diferentes
grupos, de acordo com o0s objetivos do estudo. A tabela 8 apresenta os valores da andlise para
0 NLR preé-cirargico e o NLR pds-cirdrgico na totalidade da amostra, a tabela 9 apresenta os
valores da andlise do NLR pré-cirargico e do NLR pos-cirargico para o grupo AG e a tabela
10 apresenta os valores da anélise do NLR pré- cirargico e do NLR pds-cirurgico para o grupo
ALR.

Tabela 8 - Analise descritiva do NLR pré-cirtrgico e do NLR pos-cirdrgico da
amostra total

Intervalo de confianca 95%
Média Mediana Méaximo Minimo
Inferior Superior
NLR pré-cirargico | 5.04 +2.52 5.77 8.81 0.41 3.58 6.49
NLR pos-cirargico | 6.93 +4.67 6.57 16.24 0.86 4.24 9.63

Tabela 9 - Analise descritiva do NLR pré-cirdrgico e do NLR pds-cirargico do grupo
AG. AG, Anestesia Geral.

Intervalo de confianca 95%
Média Mediana Méaximo Minimo
Inferior Superior
NLR pré-cirargico | 4.46 +2.23 5.34 6.11 0.41 2.12 6.80
NLR poés-cirdrgico | 5.78 +3.18 6.05 9.55 0.86 244 9.13

Tabela 10 - Anélise descritiva do NLR pré-cirargico e do NLR pos-cirargico do grupo
ALR. ALR, Anestesia Locorregional.

Intervalo de confianca 95%
Média Mediana Maximo Minimo
Inferior Superior
NLR pré-cirargico | 5.47 +2.78 5.85 8.81 1.21 3.15 7.80
NLR pés-cirargico | 7.79 +5.59 6.93 16.24 1.00 3.12 12.47
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O grafico 4 representa a distribuicdo dos valores do NLR no periodo perioperatério da
totalidade da amostra e o grafico 5 representa a distribuicdo dos valores do NLR pré-cirargico

e pds-cirargico nos diferentes grupos de estudo.

Distribuicao do valor do NLR no periodo perioperatorio

20

Yalor do NLR das amostras
|
|

NLR pré-cirargico NLR pos-ciriargico

Graéfico 4 — Grafico box-plot representativo da distribuicdo dos valores do NLR pré-

cirrgico e pos-cirdrgico na totalidade da amostra.

Distribuicao do valor do NLR pelos diferentes grupos de estudo

[ NLR pré-cirirgico
20 Il NLR pos-cirirgico

Valor do NLR das amostras

Grupo AG Grupo ALR

Gréfico 5 — Gréfico box-plot representativo da distribui¢do dos valores do NLR pré-
cirurgico e pos-cirargico nos diferentes grupos de estudo. Grupo AG, Anestesia geral. Grupo
ALR, Anestesia Locorregional.
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Relativamente ao estudo da influéncia dos resgates analgésicos intra-cirdrgicos, dos
14 casos totais, apenas se recorreu ao resgate analgésico em trés dos casos, ndo sendo possivel

realizar a analise estatistica dos mesmos.

4.3. Comparacéao dos valores do NLR pré-cirargico e do NLR pds-
cirargico

O teste de Wilcoxon foi utilizado para avaliar se a mediana de diferencas entre 0 NLR

pré-cirurgico e o NLR pos-cirurgico era igual a 0, sendo o valor da significAncia p 0.050. Os

valores obtidos para a totalidade da amostra, para o grupo AG e para o0 grupo ALR estéo

descritos na tabela 11.

Tabela 11 — Analise da significancia estatistica pelo teste de Wilcoxon

NUmero da amostra Valor p
Amostra total 14 0.048
Grupo AG 6 0.123
Grupo ALR 8 0.249

O teste de Wilcoxon foi utilizado para avaliar se a mediana de diferengas entre 0 NLR pré-cirtrgico e o NLR pés-cirtrgico era igual a 0, sendo o valor
da significancia p 0.050.
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5. Discussao de resultados

No presente estudo, pretendeu-se avaliar qual o possivel efeito dos diversos farmacos
anestésicos e dos resgates analgésicos na variacdo do NLR, no periodo perioperatdrio. Na
anestesia, os estudos referentes ao NLR e a sua variagdo sao maioritariamente referentes a

medicina humana, existindo poucos estudos realizados em medicina veterinaria.

Em 79% dos casos, tanto o valor do NLR pré-cirargico como o valor do NLR pos-
cirargico eram superiores ao cut-off definido (NLR > 3) (Tabela 7). Este cut-off foi definido
de acordo com alguns estudos em medicina humana, uma vez que existe um baixo nimero de
estudos em medicina veterinaria a relacionar a anestesia locorregional com o NLR. Em
medicina humana, Banna et al (2020), citado por Buonacera et al (2022) refere que um valor
de NLR com cut-off > 3 pressupde um menor DFS e que um cut-off > 5 pressupde um OS
menor, a presenca de doenca metastatica e possivel mortalidade no tumor urotelial. Alexa et al
(2024) também refere que, mesmo sem estar definido um cut-off em medicina humana, a
maioria dos estudos concorda que um valor de NLR > 3 piora o prognostico e aumenta a taxa
de mortalidade, independentemente da condicdo clinica. Em medicina veterinaria, Uribe-
Querol et al (2023) realizou um estudo em cadelas com tumores mamarios onde concluiu que
um valor de NLR > 5 esta associado a um OS menor, sugerindo que podera ser usado como
um biomarcador de progndstico de severidade da doenca. No entanto, Wu et al (2020) utilizou
diferentes valores de cut-off para o0 NLR pré-cirdrgico e para o NLR pds-cirdrgico, uma vez
que o estado das células imunitérias antes da cirurgia € diferente do pds-cirdrgico e que ndo

existe uma relacdo entre os dois valores.

Neste estudo avaliou-se a variacdo dos valores do NLR pré-cirdrgico e do NLR pos-
cirargico nos 14 casos (Grafico 4). Segundo Wu et al (2020), o valor do NLR pré-cirdrgico
acaba por se relacionar com a informagdo tumoral do paciente enquanto que o valor do NLR
pos-cirargico relaciona-se com o processo inflamatorio pés-cirtrgico. Assim, através do teste
Wilcoxon, constatou-se a existéncia de uma diferenca significativa nos seus valores (Tabela
11), podendo esta diferenca ser atribuida ao nivel de trauma cirdrgico, que provoca uma
resposta inflamatoria e consequente imunossupressdo, aos efeitos dos farmacos anestésicos

perioperatorios e ao processo tumoral decorrente (Pinheiro et al, 2023).

Os neutrdéfilos séo a primeira linha de resposta ao trauma cirdrgico e os linfocitos sao
essenciais para prevenir uma reacdo inflamatoria excessiva, sendo a extensdo do trauma

cirurgico influenciada pela circulagdo dessas celulas (Ramirez & Cata, 2021). Pinheiro et al
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(2023) refere que recorrer a cirurgia minima invasiva pode ter beneficios na reducdo da
resposta inflamatdria no tecido, menor imunossupressdo e menor dor pdés-cirurgica, porém,
existe um aumento no tempo da cirurgia e no tempo de anestesia, 0 que pode aumentar o risco

de complicacBes pos-cirurgicas nomeadamente deiscéncia da sutura e inflamacéo local.

Os farmacos anestésicos também influenciam a resposta inflamatéria. Em medicina
humana, Alexa et al (2024) descreve que a dexmedetomidina pode suprimir as citoquinas pro-
inflamatorias e a agregacdo neutrofilica, os opidides podem inibir a fagocitose e migracao
neutrofilica e os agentes volateis podem diminuir a reagdo dos PMN’s, a quimiotaxia, adesao
e producdo de ROS ou, por outro lado, aumentar a fagocitose dos neutréfilos em apoptose.
Tomihari et al (2015) sugere que os agentes volateis provocam uma maior supressdo do
sistema imunitéario do que o propofol. O efeito do propofol na resposta inflamatoria ainda se
encontra em estudo, porém Ramirez e Cata (2021) afirmam que o propofol pode ter
propriedades anti-inflamatorias e potenciar a resposta imunitaria e Ang et al (2020) refere que
estudos realizados em animais demonstram a capacidade do propofol suprimir a libertacdo de
citoquinas e prostaglandinas (Jiang et al, 2018; Markovic-Bozic et al, 2015).

Os farmacos anestésicos utilizados também podem influenciar o outcome oncolégico
em diversos tipos de tumor, podendo influenciar esta diferenca do valor de NLR, uma vez que
a carcinogénese tem por base uma reacdo inflamatdria sistémica. Segundo Faria et al (2016),
a interacao entre os neutréfilos e linfocitos na resposta inflamatoria tem relevancia clinica no
processo da carcinogénese, podendo o NLR refletir o equilibrio entre a resposta inflamatéria
e a resposta imunitaria anti-tumoral. Ang et al (2020) afirma que, em cirurgia oncoldgica, 0s
agentes anestésicos podem apresentar um efeito pro-tumoral na taxa de recidiva, podendo
afetar a imunomodulacdo e a resposta inflamatoria. Em medicina humana, Alam et al (2021)
descreve que os estudos sobre o efeito dos opidides na carcinogénese e na metastizacdo sao
conflituosos, porém, alguns tumores apresentam células com sobre-expressdo de recetores
MOR, podendo os opidides promover diretamente o crescimento tumoral. Alam et al (2021)
também refere que o propofol pode apresentar propriedades anti-tumorais, protegendo o
organismo contra a disseminacdo de células tumorais e desenvolvimento metastatico; os
agentes volateis podem acelerar a migracdo de células tumorais pds-cirurgico, uma vez que
podem promover a imunossupressdo pela inducdo da apoptose dos linfocitos e a lidocaina

pode também apresentar efeitos anti-tumorais.
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No presente estudo comparou-se também a variacdo do NLR pré-cirargico e do NLR
pos-cirargico em diferentes grupos — no grupo AG e no grupo ALR (Grafico 5), de modo a
avaliar o efeito de diferentes planos anestésicos no NLR. Segundo os resultados do teste de
Wilcoxon (Tabela 11), ndo existe uma diferenca significativa na mediana dos valores de NLR
pré-cirurgico e pds-cirurgico em nenhum dos grupos. No seu estudo, realizado em 80 cadelas,
Espadas-Gonzalez et al (2024) também ndo verificou qualquer diferenca de variacdo nos
valores dos biomarcadores inflamatorios estudados, incluindo o NLR, entre grupos com
diferente plano anestésico, concluindo que o bloqueio loco regional realizado nédo alterou a
resposta inflamatdria medida nos parametros hematologicos. Espadas-Gonzélez et al (2024)
atribuiu a auséncia de diferenca entre grupos ao tipo de cirurgia realizado, sugerindo que a
resposta inflamatoria poderia ser proporcional a extensdo do trauma cirurgico. Ramirez e Cata
(2021) também afirmam que a resposta inflamatoria € proporcional ao trauma cirdrgico,
referindo que, entre a realizacdo de cirurgia minima invasiva e de cirurgia convencional,

existe uma diferenca na resposta imunitaria.

Neste estudo, foi realizada a cirurgia oncoldgica em todos os casos. A cirurgia
oncologica, tal como qualquer cirurgia, € um procedimento que envolve uma resposta
inflamatdria complexa, envolvendo uma resposta inata e adaptativa do sistema imunitario.
Alam et al (2021) considera a cirurgia oncolégica como o tratamento gold-standard para os
tumores solidos, sendo que 80% dos pacientes oncolégicos em medicina humana sdo
submetidos a cirurgia como parte do seu tratamento. Este tipo de cirurgia consiste na excisdo
cirdrgica total ou parcial do tumor, ou seja, a incisdo e trauma cirdrgico a realizar sera
dependente do tamanho do tumor. Pinheiro et al (2023) refere que, apds a incisdo cirrgica,
existe uma alteracdo do microambiente do tecido afetado, provocando uma resposta local e
sistémica proporcional ao dano efetuado. Deste modo, o trauma cirdrgico apresenta diversas
respostas no organismo, nomeadamente, uma resposta inflamatdria e imunitaria e um possivel
efeito de disseminacdo tumoral, uma vez que existe manipulacdo cirurgica de tecido

neoplésico (Pinheiro et al, 2023).

A cirurgia oncoldgica inclui também alguns eventos perioperatorios, como 0 uso de
diversas técnicas anestésicas que podem modificar a resposta inflamatdria a cirurgia (Alam et
al, 2021). Pinheiro et al (2023) menciona que estudos em medicina humana (Cummings et al,
2018) indicam a possibilidade de reduzir a resposta inflamatoria através da combinagdo da

anestesia geral e de bloqueios loco regionais, o que nao se verificou neste estudo pois nao
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existe uma diferenca significativa entre os grupos AG e ALR. Ramirez e Cata (2021)
informam ainda que, teoricamente, a utilizacdo de blogueios loco regionais na cirurgia
oncoldgica poderia melhorar o outcome oncoldgico, visto que a anestesia loco regional pode
diminuir a resposta neuroenddcrina ao trauma cirdrgico e a utilizacdo de opidides,
preservando a funcdo imunitaria e potencializando um efeito inibitério nas células tumorais.
Porém, Ang et al (2020) avaliou diversos estudos em medicina humana, com o objetivo de
estudar o efeitos da combinacdo da anestesia geral e da anestesia loco regional na taxa de
recidiva tumoral, apds a realizacdo da cirurgia oncoldgica, e concluiu que ndo existe diferenca
na taxa de recidiva tumoral, na taxa de mortalidade relacionada com o tumor, na disseminacao
tumoral sistémica e no OS. A auséncia de diferenca no OS € contraditorio com outros estudos
realizados (Lee et al, 2015; Weng et al, 2016) , dado que, em certas circunstancias, a escolha
de utilizar a anestesia loco regional em combinacdo com a anestesia geral é dependente do
estado clinico do paciente, tipo de cirurgia realizada e duracdo da cirurgia.

O altimo objetivo deste estudo era avaliar a influéncia dos resgates analgésicos intra-
cirargicos na variacdo do NLR, porém apenas trés dos 14 casos precisaram da realizacdo do
resgate analgésico intra-cirargico, sendo assim um numero insuficiente de casos para realizar
qualquer analise estatistica. Deste modo, ndo existem resultados para ser discutidos neste

capitulo.

Este estudo apresenta diversas limitacGes, tendo como principal limitagdo o nimero
reduzido de amostra, dado que o numero de casos recolhidos neste estudo nao permite que 0s
resultados discutidos se apliquem a totalidade da popula¢do. O nimero de casos com resgate
analgésico limitou um dos objetivos deste estudo, na medida em que o seu nimero reduzido
impossibilitou a realizacdo de uma analise estatistica para obtencéo de resultados. A definicéo
do valor de cut-off de acordo com estudos em medicina humana também se identifica como
uma limitacdo, uma vez que pode ndo refletir o que acontece na medicina veterinaria. Outra
limitacdo que este estudo exibe é a inexisténcia de esfregacos sanguineos para confirmacdo
dos valores de neutrofilos e linfocitos apresentados no hemograma, visto que acrescia um
custo adicional para o tutor. A realiza¢do do estudo com diferentes tipos de histologia tumoral
também se apresenta como uma limitacdo, considerando que apresentam diferente
comportamento na resposta inflamatoria e imunitaria. Em oncologia, muitas vezes se refere ao

NLR juntamente com o PLR e neste estudo ndo se mencionou o PLR pois ndo existiam
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esfregacos sanguineos para avaliar a veracidade dos valores de plaquetas determinado na

maquina de hemograma.

Este estudo € um trabalho pioneiro em anestesia loco regional em medicina veterinaria,
uma vez que existem poucos estudos realizados e publicados sobre o tema. Este trabalho
avalia o NLR como uma possivel ferramenta clinica, considerando que € um parametro
facilmente medido, economicamente acessivel e que transmite informacfes sobre o estado
inflamatorio do paciente. Para além disso, 0 NLR pode apresentar também valor como fator

de progndstico em pacientes oncoldgicos.
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6. Conclusao

O NLR é um biomarcador inflamatério e imunitario que pode transmitir muita
informac&o clinica, dado que evidencia a resposta inflamatoria e imunitaria do organismo.
Este trabalho teve como finalidade avaliar a eficacia deste parametro hematoldgico na cirurgia
oncologica, com recurso a diferentes planos anestésicos. Na pratica clinica, € cada vez mais
comum recorrer a diversos procedimentos anestésicos, nomeadamente a anestesia loco

regional e a analgesia multimodal, especialmente em pacientes oncolégicos.

Com este trabalho, devido ao nimero reduzido de amostra, ndo se pode afirmar que a
introducgdo de técnicas anestésicas loco regionais no protocolo anestésico ndo teve resultados

diferentes em relacdo a anestesia exclusivamente sistémica.

Para uma futura continuidade deste estudo, propfe-se a eleicdo de apenas uma
tipologia de tumor para a realizacdo do estudo, a utilizagdo de um maior nimero de amostra e

uma recolha de casos com resgate analgésico intra-cirurgico superior a realizada.
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