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RESUMO

Introducd@o: a resposta neuro-enddocrina metabdlica periop@ma@sta associada ao
estresse, fadiga, ansiedade e dor. No entantoppastudos tém investigado a interacéo
entre os sistemas neuro-imuno-endocrino com o Ssgtrpré-operatério e a recuperagcao
pos-cirurgica. Um aspecto relevante nesta questéoegvolvimento do sistema neuro-

imuno-enddcrino na relacdo entre estresse e deogeEratoria.

Objetivo: o presente estudo avaliou os niveis diurnos erno¢ da melatonina, do TNF e
do cortisol em mulheres submetidas a histerectowmsgperiodos pré e pos-operatdrios com
intuito de avaliar a regulagédo da sintese de malaopela glandula pineal por meio das

vias da inflamacao e neuroenddcrina.

Métodos e resultadosavaliou-se 12 pacientes submetidas a histereatafmlominal. As
amostras de sangue foram coletadas as 10h00 e ,22W08 semana antes da
hospitalizac&o, no dia prévio a cirurgi& & o 2 dias de pés-operatério e as 22h00 do dia
da cirurgia. Na noite da cirurgia ndo houve nivelsnsuraveis de melatonina noturna.
Foram utilizados questionarios para avaliar os iside estresse e dor e a relacdo da
intensidade destes sintomas clinicos e o perfquimico. Usando um modelo de Equacédo
de Estimativa Generalizadag@eralized Estimating Equatiof&EE)], evidenciou-se que
0s niveis séricos aumentados do TNF e do cortisa) como o estado de ansiedade
elevado suprime a secre¢do da melatonina notuana.dmalisar a relacdo entre a secrecao
da melatonina ao longo do tempo e sua relagdo eatm em dos seguintes fatores: TNF,

cortisol sérico matinal e estado de ansiedade, Bmepo lugar, estes fatores foram
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categorizados tendo como referencial os quartisa@@@do com cada ponto de corte as
médias e os desvios padrdoes da melatonina notaramf TNF (alto > @=5.2vs. baixo

Q75 < 5.2 ng/mL) 57,35 40,85 vs 24,17 41,79 (P= 0.04); cortisol sérico matinal (alto >
Qs0=22.4vs. baixo Qo < 22.4 ng/mL) 33,29 6,29 vs 14,41 2,19 (P= 0.03) e ansiedade
estado (alta > =24 vs. baixa @ < 24 pontos no escore) 43,6855 vs 31 4,46 (P=

0.03), respectivamente. Além disso, maiores niwkdsdor pos-operatoria na escala
analdgica visual (VAS), bem como maior ansiedadeetrse relacionaram com menores

niveis de melatonina noturna perioperatoria.

Concluséo: os resultados deste trabalho reforcam a hipdtesqué a glandula pineal
desempenha um papel expressivo na reacao ao estigsgico. A elevacdo dos niveis de
TNF na fase proé-inflamatéria, e do cortisol supima producdo da melatonina pela
pineal, desligando o bragco hormonal, o que peraitaontagem da resposta de defesa.
Considerando tais evidéncias, a reacdo que ocatre e TNF, o cortisol e a glandula
pineal é essencial para permitir uma recuperacaapleta e eficiente no periodo pos-
operatdrio.

Palavras-chave:melatonina, dor, ansiedade, TNF, cortisol, cirurgia
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ABSTRACT

Background: Neuro-endocrine metabolic response in the peradjpver period is associated
with distress, fatigue, anxiety, and acute postper pain. However, few researches have
investigated the interaction between the neuroami®mmune system, preoperative
stress, and post-surgical recovery. A relevant @spethis equation is the involvement of
the neuroendocrine-immune interaction in the retethip between preoperative stress and

post-surgical pain.

Objective: The present study followed the daytime and nigigtlevels of melatonin, TNF
an cortisol, in women that had undergone a histéoaey from the pre-surgical to
postsurgical periods out to study the regulatiomefatonin synthesis by the pineal gland

by airway inflammation and neuroendocrine.

Methods and results: We evaluated 12 women who underwent an abdominal
hysterectomy. Blood was collected, at 10h00 and0@2lone week and one day before
surgery; at the first and second days after surgadyat 22h00 on the day of surgery. On
the night of surgery there was no melatonin surgeddition questionnaires for evaluating
stress and pain levels showed a correlation betweesonal information and biochemical
profiles. Generalized Estimating Equations (GEf€yealed that high TNF and serum cortisol, as
well high state-anxiety decrease the nocturnal toela surge.To analyze the relationship
between the melatonin surge on time and its redaligp with each one of the following
factors, firstly, they were classified accordingdatoff points using quartiles. The mean

and standard deviation of nocturnal melatonin wid§ Thigh > Qs=5.2vs. low Qr5< 5.2
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ng/mL) 57.35+40.85vs 24.17+11.79,(P=0.04); morning serum cortisol (high >622.4
vs. low o< 22.4 ng/mL) 33.296.69vs. 14.41+2.19, P=0.03) and state-anxiety (high >
Qs0=24 vs. low Qs0< 24 points], 43.668.55vs. 31+ 6.46,(P=0.03); respectivelyAlso, the

increase of postoperative pain on visual analogaéegVAS), as well as higher trait-anxiety was

linked with lower nocturnal melatonin surge in p@erative period.

Conclusion: the results support the hypothesis that the pigkedd plays a role ithe

progressive reaction to surgical stress. In thenflesnmatory phase, TNF shutdown
melatonin production and allows for the mountingtleé defense response. Also, it is
observed that the cortisol is a determinant inrdgulation of nocturnal melatonin surge,
together with the release of high amounts of TNEhecirculation, at the start of a defense
response, suppressing the melatonin surge. Takity account these evidences, it is
possible to suppose that this orchestrated reatiween TNF, cortisol, and the pineal

gland should be essential in allowing for a fultl afficient postoperative recovery.

Key words: melatonin, pain, anxiety, TNF, cortisol,surgery.

15



1 INTRODUCAO

A glandula pineal participa do sistema de tempgémaenddgeno, cujo efeito é
mediado pela melatonina. A producdo deste neunmdmio decorre da estimulacdo de
adrenoceptores’; pelo sistema simpético. Portanto, a concentracdomedatonina
plasmética reflete diretamente a producdo destdandna pela glandula pineal (Markets
al., 2003; Simonneaux & Ribelayga, 2003). A sintegargtlatonina acontece a partir da
acetilagdo da serotonina pela acdo da enzima lquil&-acetiltransferase (AA-NAT),
originando o precursor N-acetilserotonina (NAS) g@éemetilado para 5-metoxi-N-
acetiltriptamina ou melatonina. A enzima responkggeesta Ultima etapa € a hidroxindol-
O-metiltransferase (HIOMT).

Embora o estimulo noradrenérgico seja um passo@akda sintese, foi verificado
gue a lesao cronica induzida por injecdo de BCGpata de camundongos apresentava
variacao no ciclo das 24 horas, regulada pelo patarno de melatonina (Lopes al,
1997). Estes achados abriram uma linha de invesiigsobre a interacdo do sistema imune
e 0 processo de secrec¢do da melatonina, cujo é@fdi® a sintese deste neuro-horménio.
Além do efeito regulador da noradrenalina, estudolsequentes demonstram que a
administracdan situ de concentracbes de corticosterona compativeisasoancontradas
na circulagdo, quando da ativacdo do eixo hipotdhipofise-adrenal (HPA) (Nadeau
2002, 2003), promoveu aumento significativo da pgdd de melatonina pela pineal. Este
efeito sO foi observado na fase de escuro (Fersaertlal., 2007) e confirmou que a
corticosterona potencializa a resposta induzida nmyadrenalina, mas ndo é capaz de

promover uma resposfeer se.
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Outro estudo evidenciou que a melatonina inibizipbmente a rolagem e a adeséo
de leucocitos na camada endotelial e que estewsferam mediados por diferentes
receptores de membrana especificos de melatonatafflet al, 2001). Um fato intrigante
observado foi que o efeito da melatonina ocorriagamcentracbes compativeis com a
producdo noturna, sugerindo, portanto, que a meflEceria um freio para que leucocitos
atravessassem a barreira endotelial promovendoagnesséao a tecidos. Levantou-se entédo
a hipétese de que, no inicio de uma resposta a,les&levacdo do cortisol freiaria o
processo de sintese, permitindo que o recrutansntieucocitos para os locais lesados
pudesse ser atendido de forma eficiente.

Estudos subsequentes demonstraram que a producédoaeas e glicocorticoides
numa sequéncia temporal é, na verdade, um protessocoordenado envolvendo uma
fase pro-inflamatéria e uma fase anti-inflamatdiivadeauet al, 2002, 2003). Neste
sentido, uma das primeiras citocinas liberadadatas de necrose tumoral (TNF) seguido

pela interleucina{f} (IL-1p) e, por dltimo, pelo interferon (IFN- (Carrillo-Vico et al,

2005). Estes mediadores controlam a producao daton@la frente a diferentes estimulos
inflamatérios (Ferreiraet al, 2005; Fernandest al, 2006). A inibicdo desta via de
transcricao por corticosterona potencializa, entjugoe a ativacao induzida por TNF inibe
a producao de melatonina induzida por noradrena@maglandulas pineais de ratos em
cultura. Considerando que esta € uma via central palesencadeamento e o controle do
decurso temporal da resposta inflamatéria, temogriseiras evidéncias de que esta
glandula n&o seria apenas controlada pela altaenalaro-escuro, mas que, em condi¢des
adversas, também poderia sofrer o controle deizitlmres da inflamacédo. Logo, a

producdo de melatonina ndo somente depende d&agd noradrenérgica como também
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da producéo de corticosterona pela medula adrenpkéet al.,1997). Portanto, frente ao
estresse, aspectos do funcionamento psicolégicenpattsregular a integracdo sequencial
e sincronizada de sinais neurais, endécrinos, pacéce autocrinos independentemente do
agente iniciador. O resultado deste efeito evitaodaaos tecidos e aumenta a rapida
recuperacao e cicatrizagcdo tecidual (Licastro, RPOBSte € um sistema fisiolégico que
contribui para cessar o inicio de uma respostaegessaria (Nelson, 2000), e a ascensao
noturna de melatonina, provavelmente também ajudandvitar uma resposta de defesa
desnecesséria.

Portanto, quando o organismo é lesado, uma respgsta e eficiente € necessaria
independentemente da hora do dia, entendendo-&e @me 0 organismo necessita suprimir
a producdo de melatonina pela pineal a fim de perencompleta defesa (Markes al.,
2007). Concorrem para este processo o efeito dessstes agudos e cronicos, que
desregulam o HPA e seu produto final, o cortisak@gfelset al, 1995; Hellhammeet al,
1997), que desinibe a sintese de citocinas pranrdtorias (Kunz-Ebrechdt al, 2003).
Embora este modelo que integra o efeito de medéadaflamatorios tenha sido estudado
em animais, em modelos de mastite e de pacienbasetidas a cesariana e a parto vaginal,
€ necessario explorar a funcao deste eixo imunaperma situacdes de estresse, como no
periodo perioperatdrio. Sobretudo, para compreerwap a fung¢édo deste eixo se relaciona
com a ansiedade pré-operatéria, com a dor e coursm da recuperacao pos-operatoria.
Considerando estas evidéncias sobre o eixo imuealia objetivo do presente estudo foi
avaliar a relacdo entre os niveis de TNF com osisiiplasmaticos de melatonina e, em
contrapartida, a relacdo do cortisol e da ansiedade a secre¢do desta indolamina em
pacientes submetidas a histerectomia abdominal pata patologia benigna, além do

decurso temporal desta relacéo.
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Nossa hipétese € que no periodo perioperatorpipducdo de melatonina pineal
€ suprimida durante a montagem de uma respossmnafbria; ii) a intensidade da dor pés-
operatdria esta relacionada com a funcédo de névebxad imunopineal; iii) menor secrecao
de melatonina pode refletir maior resposta endaam estresse mensurada pela ansiedade
e pelo cortisol.

A presente pesquisa originou um artigo que estieddo de acordo com as normas
da revistaPineal Research, a qual o mesmo foi submetido para apreciacaossiye
publicacdo. A estrutura da apresentacdo destelitaBague as normas do Programa de
Po6s-Graduacdo em Medicina: Ciéncias Médicas dadaarel de Medicina da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as infmacdes

Esta revisdo da literatura volta-se para aspectogulados ao processo
inflamatério, com énfase no uso da melatonina, kg relagdo com o eixo imunopineal.
A apresentacdo do tema baseou-se nos seguintesgofgndo como alvo de interesse a
secrecao da melatonina pela glandula pineal: 1jpmgmos fisioldégicos e reguladores da
secrecao da melatonina; 2) mediadores inflamatéBpsestresse e regulacdo do eixo
imunopineal; 4) melatonina e dor.

Foram selecionados estudos experimentais e clirgfms termopineal axisou
melatonin e/ou inflamation ou inflammatory mediatorse/ou cortisol localizados nas
seguintes bases de dados: MEDLINE (de 1960 a 2M8%H, site PubMed), LILACS
(de1982 a 2010). Foram utilizados também o banctesies da CAPES, livros-texto e
monografias para identificar materiais relevan#s.palavras-chave forarpineal axis;
melatonin; TNF and melatonin anxiety and melatonin; stress and melatonin; pand a
melatonin,emdiversas combinacdes, apresentadas na figura 1.

Consideraram-se, no processo de revisdo da litarats niveis de TNF e cortisol

como fatores, e os niveis de melatonina, como desfe
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2.2Mecanismo fisioldgico da secrecdo da melatonina

A glandula pineal é composta de pinealécitos Beighs, sendo que 0s primeiros
sao fundamentalmente neurdnios altamente difer@osidispostos em agregados e corddes
circundados por uma vasta rede de capilares fadeste axonios ndo mielinizados (Jouvet
et al, 1994) noradrenérgicos e serotonérgicos (Sugti@®4) originarios dos ganglios
cervicais superiores (Rossal, 1993).

A pineal é parte integrante do sistema de tem@gdiz enddgeno. Os nucleos
supraquiasmaticos (NSQ) do hipotalamo funcionamcacasciladores centrais. A retina
recebe informacgdo fotica e, através do trato rdtipotalamico, sincroniza o NSQ, o
oscilador central a alternancia claro-escuro anbie©s NSQs, através de uma via
polissinaptica, enviam para o nucleo paraventric(P&N) do hipotalamo que projeta a
eferéncia simpatica até a coluna intermediolatdéaamedula, de onde sédo emitidas fibras
simpéticas que inervam a pineal (Simmoneaux & Riad, 2003). A via neural retino-
hipotalamica é responsavel pela sincronizagéo bhgicebioldgico ao ciclo claro-escuro
ambiental, e a via polissinaptica, que liga o rel@pineal, é responsavel pela producéo de
melatonina na fase de escuro.

A inervacdo da pineal é feita pela via simpateagartir dos ganglios cervicais
superiores, e o desencadeamento da via de tramsdAdP- proteina quinase A (PKA) é
decorrente da estimulacdo de adrenocepftire& concentracdo de melatonina plasmaética
reflete diretamente a producdo de melatonina pl@adgla pineal (Markugt al, 2003;
Simonneaux & Ribelayga, 2003). Os neurbnios simpatitambém liberam ATP e
neuropeptidio Y (Mortanét al, 2000; Simonneaux & Ribelayga, 2003) que atuamaco

cotransmissores da noradrenalina. Além disto, o eatmn de calcio intracelular
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desencadeado pela ativacdo de receptores purioergey, (Ferreiraet al, 1994), pode
potencializar a producdo noturna de melatonina, éudesencadeada pela ativacdo de
adrenoceptoref$;.

A melatonina é sintetizada a partir da acetilagacserotonina pela acdo da AA-
NAT, originando o precursor NAS que posteriormeBtanetilado para 5-metoxi-N-
acetiltriptamina ou melatonina. A enzima responk@ee esta Ultima etapa é a HIOMT,
mais envolvida com as variacdes de longo prazoothpériodo do que com as variagdes

diarias de iluminagdo ambiental (Simonneaux & Ripgh, 2003).

2.3 Mecanismos reguladores da secre¢do da melatomin
O gene AA-NAT, localizado no cromossomo 11, pasicgl.3-2.3 em

camundongos, no cromossomo 10g32.3 em ratos (Yashi®t al, 1997), e no
cromossomo 17925 em humanos (Catral, 1996), estd organizado em trés introns e
guatro éxons e codifica apenas um transcrito comartho entre 1.0 e 1.7 kb. A expressao
de AA-NAT é regulada ndo sé pelo promotor mas tamipélas regides intrbnicas que
contém os elementos-chave para garantir o padndmotral de ativacdo do mesmo (Bader
al., 1999). O controle da transcricdo de AA-NA& d& por um promotor partido ao meio,
composto pelas sequéncias do primeiro intron ebdsss anteriores ao ponto de inicio da
transcricdo. A regulacdo positiva nos tecidos gueasnportam como osciladores mestres,
€ mediada por fatores de transcricdo, formadop@otidios sintetizados a partir dos genes
do reldégio, enquanto nos servo-osciladores a dvacfeita atraves de fator de transcricao
resultante da ativagdo de adrenoceptpied-CREB).

O aumento noturno de melatonina no rato requeraasdricio de mRNA e

neossintese de proteina (Rosebanal, 1996; Gasteét al, 1998). A proteina € muito
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instavel (i, entre 3 a 5 min.), sendo o encerramento da trg@scdo gene concomitante
com o fim da atividade enzimatica. No final da epibu logo apés um “flash” de luz, a
atividade da AA-NAT decai em poucos minutos. Em hoos e em ungulados o controle
da ritmicidade diaria da producdo de melatonina peleal € realizado sobre a atividade da
enzima, visto que a expressao do gene ndo variango das 24 horas (Simonneaux &
Ribelayga, 2003).

Além da regulacédo fética, evidéncias de estudograxentais e de estudos clinicos
tém sugerido que mediadores da inflamag&o e dessstpodem alterar a atividade desta
enzima-chave na sintese de melatonina. Estudaozagas em laboratorio visando avaliar o
efeito da melatonina em processos inflamatérios em mecanismos celulares
desencadeados de forma estereotipada por essesgwecsugerem fortemente que, no
inicio da resposta inflamatéria, a producédo notuteanelatonina pela glandula pineal é
silenciada. Por outro lado, esta indolamina passeraproduzida localmente, com o
objetivo de combater o agente injuriante (Fernaetas, 2006 ).

Os estudos sobre a participacdo da glandula pemeaespostas inflamatorias tiveram
inicio na década de 1990, quando se verificou gesé@ crénica induzida por injecdo de
BCG em pata de camundongos apresentava uma vadig&oregulada pelo pico noturno
de melatonina (Lopest al, 1997). Nestas condicdes, a producao noturnaelatonina
dependia ndo somente da sinalizacdo noradrenérgies, também da producédo de
corticosterona pela medula adrenal (Lopeal, 2001). Este achado suscitou a hipétese de
gue pineais de roedores estavam aptas a responglexoeorticoides e que, durante o
processo inflamatério, a producdo de melatoninaa sdependente ndo somente da
sinalizagdo simpatica, mas também dos niveis aintes de glicocorticoides que teriam

uma acao facilitadora. Estudos evidenciaram quedugdo de melatonina por glandulas
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pineais em culturas estimuladas por noradrenalin@@ulada por corticosterona; baixas
concentragdes potencializam e altas concentrag@@slteram ou inibem a producéo de
melatonina induzida por noradrenalina (Ferreiral, 2005). Os efeitos da corticosterona
séo inibidos por bloqueio de seus receptores cofapnstone. Além disto, dados de
estudos subsequentes demonstram que a administiac8itu de concentracdes de
corticosterona compativeis com as encontradasroalagéo, quando da ativacdo do HPA
(Nadeau 2002, 2003), promove aumento significatt@oproducdo de melatonina pela
pineal. Este efeito sé € observado na fase deeg¢Earnandest al, 2007), o que vem a
confirmar que corticosterona potencializa a respostuzida por noradrenalina, mas nao €
capaz de promover uma respgséa se. Desta forma, ficou evidente que a pineal de ratos
responde a corticosterona e que, em condicdes iaspgurovavelmente de estimulacao
cronica, a corticosterona potencializa a produgmdlatonina induzida por noradrenalina,
ou seja, por ativacao simpética.

Além da regulacdo fética e hormonal, observou-se @ melatonina inibe
parcialmente a rolagem e a adesao de leucéciteamada endotelial e que este efeito €
mediado por diferentes receptores de membranaispsala melatonina (Lotufet al,
2001). Este efeito foi observado em concentracdpgpativeis com a producdo noturna de
melatonina, o que sugere que ela seria um freia gae leucdcitos atravessassem a
barreira endotelial promovendo uma agressdo ad®cid consequéncia direta deste
posicionamento € que, no inicio de uma respostsao) esse freio deveria ser retirado,
permitindo que o recrutamento de leucocitos pardaass lesados pudesse ser atendido de
forma eficiente.

Tal questionamento deveria pressupor que a pinesise capacidade de responder

a agentes infecciosos e a citocinas pro-inflameddairculantes. A relacdo entre melatonina
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e lipolissacaridios (LPS), por exemplo, vem senddiada na literatura. Em ratos, o LPS
(dose nao letal), administrado pela via endoventsa, acesso a glandula pineal, se
acumulando no endotélio, na micrdglia e nos pirci@®, o que resulta em diminuicdo
significativa da producdo noturna de melatoninan@iShiehet al, 2005). Sabe-se que
tanto os astrocitos como as microglias da prépiieegb influenciam a sintese de
melatonina pelos pinealdcitos. Neste sentido, aglgliais da pineal atuariam modulando
as funcdes enddcrinas dos pinealdcitos diretanpeite secrecdo de citocinas especificas
ou indiretamente pela mediacdo de seus efeitosi @isal, 2001). Estudosn vivo
demonstram que o LPS induz a producédo de cito@ngkscocorticoides (Nadeaet al,
2002, 2003) numa sequéncia temporal que €, naderdsn processo bem coordenado
envolvendo uma fase pro-inflamatoria e uma faseirifdmatoria. Neste sentido, uma das
primeiras citocinas liberadas é o TNF, seguido peldf3 e, por ultimo, pelo IFNr
(Carrillo-Vico et al, 2005).

Na busca dos mecanismos celulares para o contgbeodiucdo da melatonina por
moduladores inflamatérios, estudos avaliaram sagliv da via de transcricdo ®B-em
glandulas pineais de ratos frente a diferentemakis inflamatorios (Ferreirat al, 2005;
Fernande®t al, 2006). A inibicdo desta via de transcricdo pmticosterona potencializa,
enquanto a ativagcdo induzida por TNF inibe a préadude melatonina induzida por
noradrenalina em pineais de rato em cultura. Ceraidlo que esta é uma via central para
o desencadeamento e o controle do decurso temg@redsposta inflamatéria, temos as
primeiras evidéncias de que esta glandula ndo speaas controlada pela alternancia
claro-escuro, mas que, em condicbes adversas, manploéleria sofrer o controle de

sinalizadores da inflamacao.
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NFxB € um fator de transcricdo cuja atividade é ratplpela sua translocagao
citoplasma-nucleo. Em células ndo estimuladas,faie esta retido no citoplasma devido
ao mascaramento da sequéncia sinalizadora dazlac@ti nuclear (NLS; do inglésuclear
localization signdl por proteinas inibitorias conhecidas com8 I(Karin & Ben-Neriah,
2000). A ativacao das células por fatores injugantais como citocinas pro-inflamatérias,
produtos bacterianos e virais, agentes mitogéniestsesse oxidativo, leva a ativacdo de
proteinas quinases (complexo daB lkjuinases, IKK) que resulta na fosforilacao «B. |
IxB fosforilada em um residuo de serina da porcaerhihal € ubiquitinada e degradada,
expondo a sequéncia de peptidios NLS que é recolahpela maquinaria de importacao
ao nucleo. NKB é entdo rapidamente transportado para o nu@galando a expresséo de
genes dependentes deste fator (O’'Neill & Kaltscin@d07). Esta € uma via de sinalizacao
classica na resposta inflamatéria e promove a dripd@® de um pacote de genes
necessarios para a montagem e término deste poodestefesa do organismo. Em outras
palavras, na fase inicial sdo ativados mecanismapazes de combater a injuria e, em
seguida, o processo deve ser desativado para quieafgiagressdo ao proprio organismo.
Entre as proteinas cuja expressao é induzida peBNfodem-se mencionar citocinas pro-
e anti-inflamatérias, enzimas como a sintese dedodxnitrico induzida (iNOS),
ciclooxigenase Il e o receptor de bradicinina BigyFra 2).

A estimulacdo de diferentes receptores de membeaaaa ativacdo de NB por
vias especiais. O TNF interage com seus recepliggeos a membrana e ativa, por uma
via independente da proteina adaptadora MyD-88pteipa quinase IKK que fosforila a
proteina inibitdria, responsavel por manter o donlFB no citoplasma (Kovalenko &

Wallach, 2006). Como pode ser visto na figura 2rasusinais que induzem a translocacao
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nuclear do NkB atuam por vias paralelas e, portanto, ha necaside se testar cada uma
destas vias para podermos definir com clarezaragfmomo € utilizada na pineal. &,

além de ter um papel central na sinalizacdo destap inflamatérias e no cancer (Karin &
Ben Neriah, 2000), pode estar constitutivamenteadt (Ziegler & Ghosh, 2005) e
participar de processos fisiolégicos, como o deseimento neuronal (Bhakaget al,
2002; Fridmacheet al, 2003). Atividade constitutiva de MB ja presente em neurdnios
do cortex e hipocampo é desencadeada por despgfwizda membrana, ativacdo de
receptores glutamatérgicos e pela proteina betddidmi(Massaet al, 2006). Ja foi
relatada atividade NdB in vivo em doencas neurodegenerativas e em modelos animais
para o estudo de convulsao e acidente vascularree{&altschmidt & Kaltschmidt, 2000;
Mattson & Camandola, 2001) e a ablasétetiva da expressdo de genes envolvidos na via
de transcricdo NEB no cortex frontal aumenta a neurodegeneracaan{fcheret al,
2003). Desta forma, estuddas vitro e in vivo mostram que esta via de sinalizacdo é

importante no desenvolvimento e na manutencgaostiensa nervoso central.
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Figura 2 - Esquema de ativacéo do fator de trag@ziNKB. Observa-se que diferentes

vias de sinalizacdo de membrana levam a translocagélear deste fator. Ndo esta

contemplada nesta figura a via ndo canodnica, quatacao constitucional.

O primeiro teste da hipotese de que agentes ddeshem uma resposta
inflamatéria seriam capazes de modular a produeduealatonina foi feito com um modelo
de inflamagdo aguda que ocorre em mulheres nooimiai lactacdo. A mastite € uma
inflamacao nao infecciosa que inicia quando o fgeteomeca a sugar leva a uma enorme
secrecdo de TNF no colostro (Filteau, 2003). Rereahte, uma equipe da éarea de
Cronofarmacologia da Universidade de Sao Paulordepada pela professora Regina
Markus verificou que, em mulheres saudaveis, a artr@cao de TNF no colostro esta
abaixo do limite de detec¢do e que ocorre um enaumento da secre¢do de melatonina a
noite, quando comparada com a secretada durania. dNd caso de parturientes que

desenvolvem mastite, ndo é observado o pico notenmelatonina (Pontes et al., 2006).
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Além disto, foi mostrada uma correlacdo negativiaeem secrecdo de TNF e a secrecao de
melatonina. Portanto, esses estudos corroboraméebe de que a producdo noturna de
melatonina € abolida com o aumento de TNF. Adicioisa as evidéncias oriundas desses
trabalhos, dados da literatura com processos iatiamos agudos indicativos desta relacéo,
apesar de os autores focarem na possibilidade rdelaonina interferir na producéo da
citocina. Como exemplo, o pico noturno de melataresta reduzido em pacientes com
infarto agudo do miocardio, quando comparados catieptes normais (Dominguez-
Rodriguezet al, 2002). Em 2004, os mesmos autores compararaoraentracdes
diurnas e noturnas de melatonina com as de inténews (IL-6) e mostraram que ha
aumento desta Ultima e reducdo da concentracaonaotie melatonina apos o infarto do
miocérdio. Apesar do trabalho apenas medir estiespdoametros, os autores, baseados em
hipéteses da literatura, sugerem que a melatosiaaia controlando a producao de IL-6 e
nao o oposto (Domiguez-Rodriguetzal.,, 2004).

Em resumo, no ano de 2006 foi proposto um novodpgrea para a insercao da
glandula pineal em respostas a injuria, e considiergiue a producdo de melatonina pela
pineal € suprimida em face de uma injlria agudaue esta supressdo depende da
translocacéo nuclear do NFkB. Esta translocacaquela a transcricdo de AA-NAT em
roedores. Esta proposta de eixo imunopineal tem de ser validada para outras formas de

injuria e em outros modelos clinicos, como o cy®operatorio.

2.4 Mediadores inflamatorios e producdo de melatona pela glandula pineal
A inflamacdo é a resposta do organismo a estimatpessores de naturezas
diversas, com o objetivo de reparagéo teciduak Bsicesso apresenta-se primeiramente

de forma aguda, gerando aumento da producdo deemi#s citocinas, condicdo que
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também provoca aumento do estresse oxidativo (Rittal, 2004). Na inflamacdo aguda
ocorre aumento do fluxo sanguineo, alteracfestesdis na microvascularizacao, saida de
proteinas plasméaticas e leucdcitos formando o esuthflamatério e migracdo dos
leucocitos da microcirculagéo para o foco da leBaoa migracéo celular que se verifica a
interacdo dos leucocitos com o endotélio, divideta trés etapasiolling, adesdo e
transmigracao (Markust al, 2003).

A resposta imunologica ao trauma cirdrgico geransa resposta inflamatoria e
imunossupressiva, principalmente da imunidade a&el(Gillland et al, 1997). Esta
resposta € mediada por citocinas que regulam respamunes especificas e néo
especificas (inflamatorias). As citocinas pro-infeorias, TNF e IL-1, que coexistem com
0 antagonista competitivo da IL-1, o receptor selido TNF, e com a IL-10, que é anti-
inflamatéria (Gillilandet al., 1997) estédo associadas com inducdo e manutdagdar pos-
incisional (Wolf et al, 2008), com hiperalgesia (Watkins et al., 1995fo0e os efeitos
reduzidos de opioides analgésicos (Hutchiretaad., 2008).

Também participam desta resposta inflamatéritoperatéria a IL-B e a IL-6,
ambas com importante papel na dor pds-operatéoa, ifpduzirem a sensibilizacdo
periférica e central (Wiertelact al, 1994). Estudos recentes experimentais e clinicos
evidenciaram que estes mediadores da inflamacadaagibem o ritmo de secrecdo da
melatonina, que parece estar relacionado a sederid injaria cirargica. Em parturientes
com mastite, observou-se que a alta concentracadlBeassociou-se a baixa concentracao
de melatonina (Ponteg al, 2006).

Este conjunto de evidéncias corrobora a hipotesendeixo imunopineal, que foi

suprimido na fase inicial da resposta de defesgugoo organismo nao recebe informacao
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circadiana através do braco hormonal. Em puérpetametadas a cesariana, a producéo da
melatonina é restaurada em torno do décimo quir@ds-operatorio, quando o TNF é
reduzido a concentracfes abaixo das detectaveisbdra este neuro-hormonio apresenta
importante efeito anti-inflamatoério (El-Shenawey al, 2002). Este corpo de evidéncias
apoia a ideia de que a resposta inflamatoria apt@sem ritmo diario, com minima
intensidade no periodo do escuro (Lopesl, 1997) e que a melatonina pode bloquear o
inicio da resposta inflamatoéria, por inibir parmahte o rolamento e a adesdo de
neutrofilos (Lotufoet al, 2001). Os possiveis mecanismos pelos quais atonela pode
interferir no processo inflamatério séo: i) inibicda producdo de 6xido nitrico e redugéo
da expressao da o6xido nitrico-sintetase; ii) afivado fator de transcricdo NdB; iii)
reducdo da expressdo da oOxido nitrico sintetasaieel transcricional; iv) reducdo dos
niveis de prostaglandinas e da expressdo da xiglBmase-2; e v) redugcdo do

recrutamento de polimorfonucleares no sitio infldméCuzzocreat al, 2001).

2.5 Estresse e regulagéo do eixo imunopineal
A influéncia da mente sobre o estado de higidezimtigiduos bem como sobre sua

suscetibilidade e capacidade de recuperacdo aosgpatbldgicos ja é conhecida de longa
data. Na Antiguidade, essa interacdo corpo-meagitdddm evidenciada por Aristételes

(384-322 a.C.), que ensinava que psique e corgoaigiam complementarmente. Assim,
alteracGes da psique eram promotoras de mudangaspm, e vice-versa. Ja na era Crista,
Galeno (129-200 d.C.) observou que mulheres meliaaséeram mais suscetiveis ao
desenvolvimento de tumores de mama do que “mulltesngue quente” (Dunn, 1988).

Na era Moderna, Calzolari (1898 apud Lawrence & K2O0D0) mostrou que os hormonios
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gonadais influenciavam a celularidade timica. Atesmatizacdo e a definicdo destes
conhecimentos feitas por Hans Selye, em 1936, iemmique eles passassem do campo
descritivo para o campo conceitual (Neylan, 1998partir de experimentos realizados

com ratos expostos agudamente a “agentes danogos’especificos, Seyle definiu a

sindrome de adaptacdo geral, caracterizada pormsonm® peso das adrenais, atrofia
timica, esplénica e linfoide, além da presenca ldera@s gastricas; tal denominagéo foi,

posteriormente, designada simplesmente como estfelsylan, 1998). Os mecanismos

basicos de resposta ao estresse sdo muito simdafesmm bem conservados na escala
evolutiva, desde invertebrados a vertebrados supsr{Ottavianet al, 1994).

O estresse pode ser classificado em duas graatlgodas: (1) estresse fisico ou
“sistémico” e (2) estresse psicologico ou “prooassi O estresse fisico é secundario a
estimulos (por exemplo, hemorragia, cirurgia e ostgs inflamatorias) que alteram o
estado fisioldgico, enquanto o estresse psicolégicausado por estimulos que promovem
ameaca imediata ou futura ao organismo (sdo exsngfssicos: conflito social, estimulo
ambiental aversivo, presenca ou sinais do predé8avychenket al., 1996).

Dados da literatura mostram que a producdo de oméhat esta alterada de forma
consistente apds um estresse fisico, tanto emmeedoopest al, 1997; 2001) quanto em
humanos (Pontest al, 2006). Em camundongos foi observado que, emicoes de
inflamacao crénica, a producdo noturna de melatopela pineal depende de uma acgéo
conjunta da atividade simpatica, que esta aumentamlaescuro, e dos niveis de
corticosterona circulante, elevados pelo processtbamatorio. Em humanos foi
demonstrada correlacdo negativa entre TNF e mébatofiPonteset al, 2006; 2007).
Entdo, considerando-se que a glandula pineal &athente regulada pelo sistema

simpético, € plausivel supor que o estresse atidisfeinciona o sistema autonémico,
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determinando alteragcdes no eixo imunopineal, espeescomo disfuncdes do ritmo
circadiano e suscetibilidade a processos infecsiosmo gripe e herpes, e nao infecciosos,
como depressao. Estas alteracdes podem ter inffudoceixo hipéfise-coértico-adrenal e,
portanto, nos horménios marcadores de estresse® cortisol e corticosterona. Entéo, €
possivel hipotetizar que disfun¢des no eixo imunegli determinadas por estas alteracdes
tenham implicac&do no curso da convalescenca pasitdpea. Esta hipotese é embasada por
substrato anatomo-funcional, que é responsavefigernar os sintomas que expressam a
disfuncdo deste sistema temporizador endogeno.b&trato deste processo € constituido
pela substancia cinzenta periaquedutal, implicaganmanifestacdes afetivas, na modulacao
do sono e na nocicepgdo. Similarmente, o talanmd, &ssociado com o despertar e o
processamento dos estimulos nociceptivos com excdntdo é plausivel supor que dor e
sistema pineal tenham estreita relacdo, ja que pdwsistente determina alteracfes
funcionais nas células do nacleo magno da rafguas modulam manifestacdes afetivas e
o ciclo sono-vigilia (Foo & Mason, 2003). No entardinda ndo esta evidenciado se a dor
€ causa ou consequéncia dos disturbios do ciclm-ggilia. Talvez uma melhor
elucidacédo seja encontrada na conceitualizacdamderalacdo de reciprocidade entre os
sistemas, nos quais as alteracfes de sono e @dmteraram manifestacdes de um mesmo
sistema, em que um pode contribuir para a expressé&densidade do outro. Este conjunto
de informacdes podera permitir um avango na compéedo eixo imunopineal. Razéo
pela qual é premente investigar como se processaaiteaacoes deste eixo em situagdes
clinicas corriqueiras de grande demanda das fungéegjuste sistémico, como 0 curso

perioperatorio (figura 3).
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Figura 3 - Esquema representando a acdo do espsissssocial e imunoldgico sobre o
eixo imunopineal. Observe que o estresse imunadgiz com que células liberem IL-1 e

gue esta, por sua vez, atuara em diversos sistaomgando a resposta do eixo.
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2.6 Melatonina e dor

A melatonina possui diversas funcdes fisiologictsis como regulacdo do
fotoperiodo, controle da ansiedade, acado antisirdtaria e, consequentemente, controle da
dor. Alguns de seus efeitos sdo mediados peloptwes, enquanto outros dependem
direta e indiretamente dos radicais livres. Deasrenuitos efeitos da melatonina, inclui-se
a acdo antinociceptiva. Glutamato, acido gama-dooitioico, e, particularmente, a
neurotransmissao opioide tém demonstrado estarwthe® na analgesia da melatonina.
Estudos em que foram utilizados antagonistas dospteres de melatonina apoiam a
participacdo de seus receptores na analgesia&an et al.,, 2010). Provavelmente o
efeito antinociceptivo da melatonina envolva aaéo de centros supraespinhais (Morgan,
1994; Yu, 2000) e a inibicdo do fenbmenwiridug (Morgan, 1994). Esta hipotese é
suportada por dados de modelos experimentais dagiata e crbnica, incluindo a dor
aguda inflamatoria, quando a melatonina foi adrrai por via oral e intratecal
(Cuzzocrea, 1997; Yu, 2000; Raghavedra, 2000). é&tgdos citados, a antinocicepcéao
dose-dependente foi observada em roedores. A melatproduz efeito anti-inflamatorio
em locais periféricos por impedir a liberagdo deainas pro-inflamatérias (Cuzzocrea,
1997; 2001).

Além do seu efeito analgésico, a melatonina tertoefea modulagédo afetiva e no
ciclo sono/vigilia (Foo & Mason 2003). Este efeitmltifacetado da melatonina torna-a
opcao terapéutica atrativa em patologias que cucgamruptura do sistema temporizador
endogeno, associada com dor, inflamacéo e altesaieitmo sono-vigilia. Estes efeitos
foram observados primeiramente em humanos nasgimslde dor aguda (Caumo et al.,

2007; 2009) e em modelos de dor experimental comaas (EI-Shenawy et al., 2002).
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Os possiveis mecanismos pelos quais a melatonida puaerferir no processo
inflamatério e algogénico sao: i) inibicdo da pro@iln de Oxido nitrico e reducdo da
expressao da enzima oxido nitrico sintetase;iipedio do fator de transcricdo MB; iii)
reducdo da expressao da enzima oxido nitrico aBgetm nivel transcricional; iv) reducéo
dos niveis de prostaglandinas e da expressdao daxigenase-2; e v) reducdo do
recrutamento de polimorfonucleares no sitio infldmgCuzzocrea, 2001). Também, o
efeito analgésico € provavelmente secundario a egéeceptores especificos do tipo M1

e M2 (Caumo et al., 2007).
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3 JUSTIFICATIVA

Embora a secrecdo da melatonina seja estimulada gistema simpatico,
mediadores inflamatorios como a IL-1 e o TNF podaoqguear a acdo deste sistema,
conforme mostrado em estudos com camundongos dgemsarabalhos com modelo de
inflamacdo em humanos. Em camundongos em condigéeinflamacdo cronica, a
producdo noturna da melatonina pela glandula pidepende de uma acdo conjunta da
atividade simpatica, que esta aumentada no es@rdps niveis de corticosterona
circulante, elevados pelo processo inflamatérioteto, € possivel hipotetizar que a pineal
tenha capacidade de responder a citocinas praviattaias circulantes. A inibicdo desta
via de transcricdo por corticosterona potenciale@auanto que a ativacdo induzida por
TNF inibe a producéo da melatonina induzida poadi@nalina em glandulas pineais de
ratos em cultura. Considerando-se que esta € uaneeniral para o desencadeamento e o
controle do decurso temporal da resposta inflanzgtéstas evidéncias, embora incipientes,
suportam a teoria de que a glandula pineal ndeeBaapcontrolada pela alternancia claro-
escuro, mas que, em condi¢des adversas, tambénsgineleo controle de sinalizadores da
inflamacao. A partir deste conjunto de dados, énprée que se avalie a relacdo entre
marcadores inflamatdrios, como o TNF e o cortisoh secrecdo da melatonina no curso
perioperatorio. Nosso intuito neste estudo € ajtava complexa logistica desenvolvida e
0 conhecimento adquirido medindo a flutuagcdo daatoeina frente ao estresse de
pacientes submetidas a histerectomia abdominaltpstar a hipétese de que a intensidade
da supressao da producdo de melatonina esta reddeica convalescenca pos-operatoria.
Pois as evidéncias de um estudo como este, cujpogito é de compreender a

fisiopatogenia, podera reforcar e servir de sutmstng@urobioldgico a resposta alcancada
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com a melatonina exbégena perioperatoria.
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7

A sintese de melatonina pela glandula pineal endicdas normais, é regulado
pelos estimulos féticos, que sdo conduzidos poo rdeivias que conectam a retina aos
ndcleos paraventriculares, que sinalizam estrutdoasistema autondémico simpético, por
meio da noradrenalina, a ativar receptf¥eEksta etapa envolve a acetilagdo da serotonina
em N-acetil-serotonina, por meio da transcricdo @tvacdo da enzima AA-NAT, crucial
a sintese da melatonina.

De acordo com as evidéncias de nossa base teérigassivel hipotetizar que a
intensidade da resposta inflamatoria e dos niveisodmoénios de estresse, como o cortisol,
pode intensificar ou inibir a sintese deste newnwA®nio no periodo perioperatorio. Esta
hipétese é plausivel, ja que a ativacdo da enzenmathscricdo AA-NAT constitui etapa
crucial do processo. Adiciona-se a isto o fato deedatonina dificultar a instalacéo da
resposta inflamatoria, etapa decisiva para a cegto da regido injuriada. Este processo
parece ter como mecanismo central a acdo do TNhdeea transcricdo da AA-NAT e as
producbes de N-acetil-serotonina e melatonina. iderendo-se que o planejamento desta
pesquisa levou em conta o tipo de cirurgia, a caasairurgia, as condicfe clinicas das
pacientes e o controle dos mdltiplos fatores qudegsem interferir no processo de
convalescencga, este estudo constitui um modelo ipaestigar a fisiopatogenia do eixo
imunopineal no cenério clinico perioperatorio.

As etapas que integram as vias de sintese da meit@ a modulacdo por
mediadores inflamatorios e de estresse, constraigastir da base tedrica que sustenta este

estudo, estdo apresentadas na figura 4.
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Figura 4- Modelo conceitual das relagdes entre a sinteseetltonina e a modulacdo por

mediadores inflamatorios, construido a partir deeliadrica que sustenta este estudo.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivos Gerais
Avaliar a secrecdo da melatonina pela glandulaapip®r meio das vias da
inflamacdo e neuroendocrina perioperatéria de ptese submetidas a histerectomia

abdominal.

5.2 Objetivos Especificos
Avaliar no curso perioperatério de pacientes suldlagt a histerectomias
abdominal, a sintese da melatonina noturna petalgla pineal através dos seguintes
fatores:
* TNF sérico;
» cortisol sérico;

* ansiedade-estado, ajustando pelos niveis de dpeisiedade-traco e dor.

45



6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

46



6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Baler R, Covington S, Klein DC. Rat arylalkylamihkacetyltransferase gene: Upstream
and intronic components of a bipartite promoterol@yy of the Cell 1999,
91(9):699-705.

Bergiannaki J-D, Soldatos CR, Paparrigopoulos Vdergelas M, Stefanis CN. Low and
high melatonin excretors among healthy individudlsPineal Res 1995, 18 (3):
159-164.

Bhakar AL, Tannis LL, Zeindler C, Russo MP, JobinRark DS, MacPherson S, Barker
PA. Constitutive nuclear factor-kappa B activity risquired for central neuron
survival. J Neurosci 2002, 22: 8466-8475.

Carrillo-Vico A, Guerrero JM, Lardone PJ, Reiter. Rlreview of the multiple actions of
melatonin on the immune system. Endocrine 200%)2I/49-200.

Caumo W, Torres F, Moreira NL Jr, Auzani JA, MormteCA, Londero G, Ribeiro DF,
Hidalgo MP. The clinical impact of preoperative atehin on postoperative
outcomes in patients undergoing abdominal hystenegt Anesth Analg
2007;105:1263-1271.

Caumo W, Levandovski R, Hidalgo MP. Preoperativeiawgtic effect of melatonin and
clonidine on postoperative pain and morphine comdion in patients undergoing
abdominal hysterectomy: a double-blind, randomiz#dcebo-controlled study. J
Pain 2009; 10:100-108.

Coon SL, Mazuruk K, Bernard M, Roseboom PH, Klei@,0Rodriguez IR. The human
serotonin  N-acetyltransferase (EC 2.3.1.87) geneANAT): structure,
chromosomal localization, and tissue expressiomo@gcs 1996, 15;34(1): 76-84.

Cuzzocrea S, Zingarelli B, Gilad E, Hake P, Salzman Szabo6 C: Protective effect of
melatonin in carrageen-induced models of localamfnation: Relationship to its
inhibitory effect on nitric oxide production and iperoxynitrite scavenging activity.
J Pineal Res 1997;23:106-116.

Cuzzocrea S, Reiter RJ. Pharmacological action el&tonin in shock, inflammation and
ischemia/reperfusion injury. Eur J Pharmacol 2008(4-2):1-10.

Dominguez-Rodriguez A, Abreu-Gonzalez P, Garcia $&hchez J, Marrero F, de Armas-
Trujilo D. Decreased nocturnal melatonin levelsridg acute myocardial
infarction. J. Pineal Res 2002, 33(4): 248-52.

Dominguez-Rodriguez A, Abreu-Gonzalez P, GarciaFtrer J, de la Rosa A, Vargas M,
Reiter RJ. Light/dark patterns of interleukin-6 relation to the pineal hormone

47



melatonin in patients with acute myocardial infemet Cytokine 2004, 26(2): 89-
93.

Dunne CF. Hormonal therapy for breast cancer. Gadaes 1988,11(5): 288-94.

El-Shenawy SM, Abdel-Salam OM, Baiuomy AR, El-Bati®, Arbid MS. Studies on the
anti-inflammatory and anti-nociceptive effects oélatonin in the rat. Pharmacol
Res 2002, 46(3):235-43.

Fernandes PA, Cecon E, Markus RP, Ferreira ZScEf#e TNF-alpha on the melatonin
synthetic pathway in the rat pineal gland: basis dofeedback’ of the immune
response on circadian timing. J Pineal Res 200@,) /14-50.

Ferreira ZS, Cipolla-Neto J, Markus RP. Presenc®jpurinoceptors in the rat pineal
gland. Br J Pharmacol 1994, 112: 107-110.

Ferreira ZS, Fernandes PA, Duma D, Assreuy J, Av&MC, Markus RP. Corticosterone
modulates noradrenaline-induced melatonin synthésisigh inhibition of nuclear
kappa B. J Pineal Res 2005, 38: 182-188.

Filteau S. The influence of mastitis on antibodgnsfer to infants through breast milk.
Vaccine 2003, 24: 3377-81.

Foo H, Mason P. Brainstem modulation of pain dustegp and wakingsleep Med Rev
2003, 7:145-154.,

Fridmacher V, Kaltschmidt B, Goudeau B, Ndiaye Ds& FM, Pfeiffer J, Kaltschmidt C,
Israel A, Memet S. Forebrain-specific neuronal liion of nuclear factor-kappaB
activity leads to loss of neuroprotection. J Near@903, 23:9403-9408.

Gastel JA, Roseboom PH, Rinaldi PA, Weller JL, KI&C. Melatonin production:
proteasomal proteolysis in serotonin N-acetyltraresfe regulation. Science 1998,
279(5355):1358-60.

Gillland HE, Armstrong MA, Carabine U, McMurray TJhe choice of anesthetic
maintenance technique influences the antiinflamryatoytokine response to
abdominal surgery. Anesth Analg 1997, 85(6):1394-8.

Hellhammer DH, Buchtal J, Gutberlet I, KirschbaumS0cial hierarchy and adrenocortical
stress reactivity in men. Psychoneuroendocrinol@§9.7;22(8):643-50.

Hutchinson MR, Coats BD, Lewis SS, et al. Proinfiaatory cytokines oppose opioid-
induced acute and chronic analgesia. Brain Behanum?2008, 22(8):1178-89.

Jiang-Shieh YF, Wu CH, Chien HF, et al. Reactivanges of interstitial glia and

pinealocytes in the rat pineal gland challengechwaéll wall components from
gram-positive and -negative bacteria. J Pineal 2%, 38(1):17-26.

48



Jouvet A, Fevre-Montange M, Besancon R, et al. cBiral and ultrastructural
characteristics of human pineal gland, and pinemlemchymal tumors. Acta
Neuropathol 1994, 88(4):334-48.

Kaltschmidt B, Kaltschmidt C. Constitutive NF-kapBaactivity is modulated via neuron-
astroglia interaction. Exp. Brain Res 2000, 130:108.

Karin M, Ben-Neriah Y. Phosphorylation meets ubiiaition: the control of NF-[kappa]B
activity. Annu Rev Immunol 2000, 18:621-663.

Kovalenko A, Wallach D. If the prophet does not et the mountain: dynamics of
signaling complexes in NF-kappaB activation. MollQ806, 22(4):433-6.

Kunz-Ebrecht SR, Mohamed-Ali V, Feldman PJ, Kirsoinm C, Steptoe A. Cortisol
responses to mild psychological stress are inwersaksociated with
proinflammatory cytokines. Brain Behav Immun 2003(5):373-83.

Lawrence H. Keloid (Alibert) and Intractable Patslod Chronic Inflammation of the Skin
Treated by Scarification. Br Med J 1898, 2(1959):15

Licastro F, Candore G, Lio D, et al. Innate immurahd inflammation in ageing: a key for
understanding age-related diseases. Immun Ageidg; 208.

Lopes C, deLyra JL, Markus RP, Mariano M. Circadidnythm in experimental
granulomatous inflammation is modulated by melatodi Pineal Res 1997, 23:72-
8.

Lopes C, Mariano M, Markus RP. Interaction betwé&enadrenal and the pineal gland in
chronic experimental inflammation induced by BCGnmce. Inflam Res 2001,
50:6-11.

Lotufo CM, Lopes C, Dubocovich ML, Farsky SH, MaskiRP. Melatonin and N-
acetylserotonin inhibit leukocyte rolling and adlbesto rat microcirculation. Eur J
Pharmacol 2001, 430:351-7.

Markus RP, Afeche SC, Barbosa Jr EM, Lotufo CMCrré&iea ZS, Cipolla-Neto J.
Gladula Pineal e Melatoninain Marques N, Menna-Barreto L. Cronobiologia:
Principios e Aplicacdes. Sdo Paulo, 2003: 191-222.

Markus RP, Santos JM, Zago W, Reno LA. Melatonintamal surge modulates nicotinic
receptors and nicotine-induced [3H]glutamate redemsrat cerebellum slices. J
Pharmacol Exp Ther 2003, 305:525-30.

Markus RP, Ferreira ZS, Fernandes PA, Cecon E. iffmeune-pineal axis: a shuttle

between endocrine and paracrine melatonin souridesiroimmunomodulation
2007,14(3-4):126-33.

49



Massa A, Casagrande S, Bajetto A, et al. SDF-1ralsnpituitary cell proliferation through
the activation of ERK1/2 and the Ca2+-dependerthsolic tyrosine kinase Pyk2.
Ann N'Y Acad Sci 2006,1090:385-98.

Mattson MP, Camandola S. NF-kappaB in neuronaltiplas and neurodegenerative
disorders. J Clin Invest 2001, 107(3):247-54

Morgan PJ, Barret P, Howell E, Helliwell R. Melaioneceptors: localization, molecular
pharmacology and physiological significance. Nehsso Int 1994;24:101-146.

Mortani Barbosa EJ, Ferreira ZS, Markus RP. Pugiceaind noradrenergic cotransmission
in the rat pineal gland. Eur J Pharmacol 2000, #039-62.

Nadeau S, Rivest S. Endotoxemia Prevents the Geretflammatory Wave Induced by
Intraparenchymal Lipopolysaccharide Injection: Radé Glucocorticoids and
CD141. J Immunol 2002, 169:3370-81.

Nadeau S, Rivest S. Glucocorticoids play a funddatenle in protecting the brain during
innate immune response. J Neurosci 2003, 23:5536-44

Nelson RJ, Drazen DL. Melatonin mediates seasdmahges in immune function. Ann N
Y Acad Sci 2000, 917:404-15.

Neylan TC. Hans Selye and the field of stress rebed Neuropsychiatry 1998, 10(2):230-
231.

Ockenfels MC, Porter L, Smyth J, Kirschbaum C, kithmer DH, Stone AA. Effect of
chronic stress associated with unemployment owasglicortisol: overall cortisol
levels, diurnal rhythm, and acute stress reactigychosom Med 1995,57(5):460-
7.

O'Neill LA, Kaltschmidt C. NF-kappa B: a crucialatrscription factor for glial and
neuronal cell function. Trends Neurosci 1997, 2Q2®&)-8.

Ottaviani E, Franchini A, Caselgrandi E, Cossari&z&ranceschi C. Relationship between
corticotropin-releasing factor and interleukin-2vokitionary evidence. FEBS
Letters 1994, 351:19-21.

Paulson PE, Casey KL, Morrow TJ. Long-term charngdsehavior and regional cerebral
blood flow associated with painful peripheral moeoropathy in the raPain 2002,
95:31-40.

Pontes GN, Cardoso EC, Carneiro-Sampaio MMS, MaRdasInjury switches melatonin
production source from endocrine (pineal) to pangc(phagocytes) - melatonin in
human colostrum and colostrum phagocytes. J PResal2006, 41(2):136-41.

50



Raghavedra V, Agrewala JN, Kulkarni SK: Melatongversal of lipopolysaccharides-
induce thermal and behavioral hyperalgesia in mie. Pharmacol 2000;395:15-
21.

Reiter RJ, Tan DX, Gitto E, et al. Pharmacologiaslity of melatonin in reducing
oxidative cellular and molecular damage. Pol J Plaaol 2004,56(2):159-70.

Roseboom PH, Coon SL, Baler R, Mccune SK, Wellerklein DC. Melatonin synthesis:
analysis of the more than 150-fold nocturnal inseeain serotonin N-
acetyltransferase messenger ribonucleic acid inraepineal gland. Endocrinol
1996, 137:3033-45.

Ross MH, Reith EJ, Romrell LJ. Histologia: textateas. Sdo Paulo: Panamericana, 1993,
779p.

Sawchenko PE, Brown ER, Chan RK, Ericsson A, Li HR6land BL, Kovacs KJ. The
paraventricular nucleus of the hypothalamus andftinetional neuroanatomy of
visceromotor responses to stress. Progress in Begearch 1996, 107:201-222.

Simonneaux V, Ribelayga C. Generation of the malatendocrine message in mammals:
a review of the complex regulation of melatonin thgsis by norepinephrine,
peptides, and other pineal transmitters. Pharnfaewl2003, 55(2):325-95.

Srinivasan V, Pandi-Perumal SR, Spence DW, MoscovA, Trakht I, Brown GM,
Cardinali DP. Potential use of melatonergic drugsanalgesia: mechanisms of
action. Brain Res Bull. 2010;;81(4-5):362-71.

Sugden D. Melatonin: binding site characteristind &iochemical and cellular responses.
Neurochem Int 1994, 24(2):147-57.

Tsai SY, O'Brien TE, McNulty JA. Microglia play ale in mediating the effects of
cytokines on the structure and function of the piseal gland. Cell Tissue Res
2001, 303(3):423-31.

Watkins LR, Maier SF, Goehler LE. Immune activatidhe role of pro-inflammatory
cytokines in inflammation, illness responses anthglagical pain states. Pain
1995,63(3):289-302.

Wiertelak EP, Furness LE, Horan R, Martinez J, Wi&&, Watkins LR. Subcutaneous
formalin produces centrifugal hyperalgesia at a-impected site via the NMDA-
nitric oxide cascade. Brain Res 1994, 649(1-2):69-2

Wolf G, Livshits D, Beilin B, Yirmiya R, Shavit Yinterleukin-1 signaling is required for

induction and maintenance of postoperative incaliompain: genetic and
pharmacological studies in mice. Brain Behav Imr2008, 22(7):1072-7.

51



Yoshimura T, Nagabukuro A, Matsuda Y, Suzuki T, &lwa A, ligo M, Namikawa T,
Ebihara S. Chromosomal mapping of the gene encodsegotonin N-
acetyltransferase to rat chromosome 10¢g32.3 andsenahromosome 11E2.
Cytogenet. Cell Genet. 1997, 79(3-4):172-5.

Yu CX, Zhu B, Xu SF, Cao XD, Wu GC: The analgedieas of peripheral and central
administration of melatonin in rats. Eur J Pharnh@6®0;403:49-53.

Ziegler EC, Ghosh S. Regulating inducible trangmip through controlled localization.
Sci STKE 2005, 17(284).

52



7 ARTIGO EM INGLES

Pineal melatonin surge, surgical stress and postepative

pain in patients undergoing abdominal hysterectomy

53



Pineal melatonin surge, surgical stress and postogive pain in patients undergoing

abdominal hysterectomy

Mirella de Oliveira Tatsch-Dias Rosa Maria LevandovskiMarcelo Gregianin Rocha
Pedro Augusto Carlos Magno Fernandésci da Silva Lucena Torreg Maria Paz

Loayza Hidalgg Regina Pekelmann Marku®Volnei Caumeos+s

Post-Graduate Program in Medical Sciences, Schddkedicine, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRG$)Laboratory of Chronopharmacology, Department of
Physiology, Institute of Bioscience, University &io Paulp Anesthetist, Pain and
Palliative Care Service at Hospital de ClinicasRisto Alegre (HCPA), Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)aboratory of Pain & Neuromodulation at
HCPA/UFRGSand Associate Professor, Pharmacology Departmestifuto de Ciéncias
Bésicas da Saude, UFRGS, Brazil

From the Post-Graduate Program in Medical Scier®asyol of Medicine, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) Porto AleBrazil
Runing title: Pineal melatonin surge and surgical sess

Corresponding authors

Wolnei Caumo MD, PhD

Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Laboratory of Pain & Neuromodulation.

Rua Ramiro Barcelos, 2350 - CEP 90035-003

Bairro Rio Branco - Porto Alegre - RS — Phone (3259.8083
E-mail: caumo@cpovo.net

Regina P Markus, PhD, Prof.
Laboratory of Chronopharmacology
Institute of Bioscience

University of Sdo Paulo

Rua do Matdo — travessa 14
05508-900 Sao Paulo, Brasil
E-mail:

Key words: melatonin, pain, anxiety, TNF, cortisol,surgery.

54



Abstract

Surgical neuro-endocrine metabolic response iscaded with distress, fatigue, anxiety,
and acute postoperative pain. The immune-pineal laypothesis suggests that circulating
TNF and cortisol found during an innate-immune ogs@ modulates nocturnal melatonin
surge. Here we tested whether changes in TNF amtisaloinduced by a surgical
intervention follow this premisse. In addition weakiated whether the level of melatonin
could influence pain and anxiety. We evaluated b2nen who underwent an abdominal
hysterectomy. Blood was collected, at 10h00 and0@2lone week and one day before
surgery; at the first and second days after surgadyat 22h00 on the day of surgery. On
the night of surgery there was no melatonin suktjgh levels of TNF or cortisol were
accompanied by lower nocturnal melatonin outputjctviwas linked to an increase in
postoperative pain reported on VAS (visual analoggee) and a higher trace and state of
anxiety, evaluated by State-Trait Anxiety Inventdry conclusion, this work confirms that
mediators of inflammation, such as TNF and cortismdulate nocturnal melatonin surge.
This could be an important marker for surgical mtrabecause of its relationship with

both anxiety and the reduction of postoperative pai
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Introduction

Neuro-endocrine metabolic response in the peridper@eriod is associated with
distress, fatigue, anxiety, and acute postopergba@ [1, 2]. Aspects of pre-surgical
psychological functioning may also contribute tesfsurgical pain. Although pre-surgical
anxiety [3-7] and pre-surgical depression [4, & predictors of post-surgical pain, few
reasearches have investigated the interaction bettfee neuroendocrine-immune system,
preoperative stress, and post-surgical recoveryel@vant aspect in this equation is the
involvement of the neuroendocrine-immune interactim the relationship between
preoperative stress and post-surgical pain [80©yound healing [10]. For example, pain
is associated with the deregulation of immune andoerine factors critical to the
woundhealing cascade [11]. The balance between sjrgheses of pro and anti-
inflammatory mediators will result in the defensa@ion against pathogens, limiting tissue
damage and enhancing fast recovery and tissuengdaR].

Both acute and chronic stressors can deregulatayghethalamic pituitary adrenal
(HPA) axis and its end product, cortisol [13, 1Bpst-surgical pain was associated with
increased in-vitro production of pro-inflammatomgtakines [15]. Also, among the relevant
hormone mediators of inflammation is melatoninh@itprovinient from the pineal gland or
synthesized at the site of injury [16]. When anamigm is injured, independent of the hour
of the day, a prompt and efficient response isirequThe activation of the immune-pineal
axis decreases nocturnal melatonin surge allowifiglanigration of leukocytes, even at
night [16]. Molecules that trigger the nuclear tadtappa B (NFKB) pathway, a hallmark
transcription factor in the innate-immune respoméecks pineal melatonin synthesis. As a
matter of fact, an inverse correlation between thenor necrosis factor (TNF)

concentration and nocturnal melatonin surge wa®rebd in women who delivered by
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caesaren surgery or that have mastitis [17, 18dbfition, TNF blocks the transcription of
the key enzyme for melatonin synthesis (aryl-alMyhkcetyltransferase, AA-NAT) and the
synthesis of melatonin in cultured rat pineal gaftP]. The effect of glucocorticoids on
this balance is dualistic. A low increase in carsiterone increases nocturnal melatonin
output due to the inhibition of the NFKB pathway{23], while very high concentrations
lead to the inhibition of pineal production [24].

The present study followed the daytime and nigtgtievels of melatonin, TNF and
cortisol, in women that had undergone a histereokititom the pre-surgical to postsurgical
periods. In addition questionaries for evaluatitrgss and pain levels showed a correlation
between personal information and biochemical pesfil

The main result was to reinforce the existencendh@amune-pineal axis, since there
was no increase in melatonin on the night of thgexy. In addition, the data suggests that

melatonin output is modulated by TNF and cortisekls and can be a predictor for pain.

METHODS
Study Population

After approval by the ethics committee and writiigormed consent was given, 12
patients, ASA classification | to Il, ages 18 to, S6heduled to undergo total abdominal
hysterectomy for myomatosis, were enrolled into aehoct study. Patients with
contraindications to regional anesthesia, mentgbairment, chronic pain, history of
congestive heart failure, valvular heart diseasealror hepatic disease, use of psychotropic
drugs, alfa- and beta blockers, and or with langudificulties were excluded. Patients
with a body mass index (BMI) higher than 27 kg/ma2history of psychiatric disorder,

and/or patients with positive screening (score$ fol8minor psychiatric disorders (somatic
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symptoms, depressive moods, depressive thoughtisdecreased energy) on the World
Health Organization’s (WHO) Self-Reporting Questiaine (SRQ-20) were also excluded

[25].

Procedures

The sequence of assessments is presenfeglire 1. The first evaluation was one
week before the hospitalization in the Ambulatorly Rreoperative Assessement. All
patients entered the hospital in the afternoon hen day before surgery and the same
anesthetist, who provided information in the pgré«tive course, saw them again. Blood
was taken to ascertain melatonin, TNF, and cortesals at the periods shownfigure 1.

Insert figure 1

Pre-anesthestic medications and anesthesia technique

The patients received 15 mg of midazolam orallylennight before surgery (22:00
h) and one hour pre-operatively. On arrival in #mesthesia room, all patients underwent
standard monitoring. Before the spinal anesthgdigsiologic solutions 0.9% 10 mL/kg,
cefazolin (2 g) plus fentanyl (10Qg) were administered intravenously. The combined
spinal epidural anesthesia (CSE) was performed tvétpatient placed in a sitting position.
A 27-gauge pencil-point spinal needle was introdutrethe L3-L4 or L4-L5 space for
intrathecal administration of morphine 1§ (prepared with a 1-mL tuberculin syringe),
mixed with 3 mL of 0.5% hyperbaric bupivacaine (hg) in a total volume of 3.1 mL.
Cerebrospinal fluid (CSF) assessment was confirnvéd aspiration before and after
injection. Only those patients with CSF return bbkfore and after the subarachnoid

injection were included in the study. After remoweélthe spinal needle, the epidural space
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was cannulated at L2-L3 or L3-L4 using the lossedistance technique, and a 16-gauge
catheter was inserted. The epidural catheter wasrae with tape, and it was confirmed
that there was no blood or CSF return from therasipn of the catheter. The epidural
catheter remained untested until the patient reqdesdditional analgesia. Ropivacaine at
5-mL doses (10 mg.mL-1), was given epidurally ilern were signs of inadequate
analgesia. Continuous propofol (0.08 to 0.1 mg/lg/t), to maintain conscious sedation
during the surgery as well as supplementary oxyggnan intranasal catheter were
administered. A vesicourethral catheter was rolginenaintained until the first
postoperative day. At the end of surgery, sedatias stopped, and the extradural catheter
was removed. Intraoperative variables, includingivacaine and ephedrine doses, length

of surgery, blood loss, and anesthetic and surgmalplications were noted.

Postoperative Analgesia
After being transferred to the postanesthesia carié, the patients received

tenoxicam 20 mg intravenously and they were pednii@ receive morphine 3 mg

intravenously every 30 min if their pain was ureeéd (score on VAS higher than 30 mm).
If pain was not relieved, dipyrone 1000 mg was giexery 6 hours. Twenty four hours
after the surgery the analgesia in all patients mastained with codeine 30 mg plus
acetaminophen 500 mg every 6 hours and sodiumfdico 75 mg three times per day. If
required, metoclopramide 10 mg was administerednfausea. If this was ineffective,

ondansetron 4 mg was given. For analytical purpdeesnumber of anti-inflammatory and

analgesics, as well as the anti-emetic doses usdakifirst 48 hours after surgery were
considered, including all the analgesic doses amel doses of both antiemetics

(metoclopramide and ondansetron).
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A checklist was used to monitor respiratory, unnarcardiovascular, and
neurological complications. It also covered poimggated to the surgery, anesthesia,

surgical wound, electrolytic disturbance, and blegd

Blood sampling

Blood samples were collected from all patients heok serum melatonin levels,
TNF-alfa and cortisol according the times presentedigure 1. Blood samples were
centrifuged in plastic tubes for 10 min at 4500 atgi°C, and serum was stored at -80°C
for hormone assays. On the day of the assays theles of serum were thawed and diluted

according to the kit instruction. Each sample viasvied only once.

Melatonin, TNF and cortisol determination

Serum melatonin, TNF and cortisol were determingdEhISA using commercial
kits that follow the basic principles of competgivmmunoassays. Serum melatonin was
determined using a MP Biomedicals, Inc (Irvine, ifdahia, USA) kit, serum TNF was
measured with a PharMingen (San Diego, CA, USAxghki cortisol with a kit purchased
from DRG Instruments GmbH (Wiesbades, Germany). [biaeer detection limits of the

kits are 3 pg/mL for melatonin, 1 pg/mL for TNF,daR.5 pg/mL for cortisol.

Assessment and instruments
The data were collected in the following multipterglardized phases: (1) during the period

of preoperative evaluation, a structured questimanaas used to collect information
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concerning demographic characteristics, clinicatestand anxiety level; (2) the surgical
procedures were assessed using the anesthesislogesbrds; (3) all patients were
followed-up two days after surgery to obtain bl@aanples and data related to anxiety and
pain. Data regarding drug records, medical andndisiic examinations were all collected
from the patient’s records. Two independent, traidata collectors followed a standard
method by which they reviewed all clinical and leddory information available in the
hospital. The gynecologist in charge of discharges Wlinded to the aim of the study and
all other measures.

Patient characteristics were collected using actirad questionnaire, and each
patient underwent psychological testing. The twal@ators received one month (30 hours)
of training with role-playing activities and disaisn, focusing on difficulties that might
occur during the interviews. They presented théstesa random order to prevent order
effects and were assisted in 15% of the intervieys$he principal investigator. All of the
psychological tests used in the present study walidated and adapted for the Brazilian

population.

Assessment of pain and psychological state

a) The state anxiety (transitory anxiety that \araecording to the situation) and trait
anxiety (alifelong pattern of anxiety, a personality featuregre assessed by the State-
Trait Anxiety Inventory (STAI) using a reduced am¥ised version of STAI-Form X [26],
validated and adapted to Brazilian Portuguese B}7¥he inventory contains two separate
lists of self reporting rating scales for measuriragt (12 questions) and state anxiety (13
qguestions). In responding to the S-STAI-Form X, jeats chose the number that best

describes the intensity of their feelings: (1) aball, (2) somewhat, (3) moderately, (4) and
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very much so. The total score of this scale rarigms 13 to 52. Higher scores denote
higher levels of state anxiety. In responding te TAnxiety Scale, subjects rate the
frequency of their feelings on the following founipt scale: (1) almost never,
(2)[sometimes/often], and (3) almost always. EatAIStem is given a weighted score of
1 to 3. The total score of this scale ranges fr@tol36. Higher scores denote higher levels
of anxiety.

b) The intensity of pain was measured by a 100-n#&8WAS scores ranged from no pain

(zero) to worst possible pain (100 mm).

Statistical Analysis

Participant characteristics and baseline measurismeh all outcomes were
presented as mean + standard deviation (SD), mestantlart error of mean (SEM) or
frequencies. We utilized GEE (Generalized EquaMwodel) with robust standard errors
(SPSS 18.0) to account for the repeated-measurak/sen of the nocturnal serum
melatonin (dependent variable). The daily noctunmalatonin mean was analyzed by
regression with repeated measures using GEE tottekenultiplicity of inter-correlated
values in each subject incorporating an exchangeablking correlation structure model.
To analyze the relationship between the melatourgeson time and its relationship with
each one of the following factors, firstly, they reeclassified according to cutoff points
using quartiles: TNF (high >®@=5.2 or low Qs< 5.2 ng/mL), cortisol (high > §=22.4 or
low Qso < 22.4 ng/mL), and state-anxiety (high >0€24 or low Qo < 24 points].
Seconddly, GEE models were conducted separateisdess the relationship of each of
these factors with the nocturnal melatonin seanetivanges in the study epoch (one week

before surgery, day admission at hospital to seamdafter surgery, a total of 5 days).
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Nocturnal melatonin was in all GEE models of thpatelent variable. In the model where
the relationship between the state-anxiety wassaese the pain assessed on VAS, trait
anxiety, and diurnal cortisol were included as cmtas. We used the GEE so as to avoid
the potential breakdown in any assumption of nalependence. This easily occurs when
one assesses the effect of serial correlationsyentieis common to calculate several
measures over time in the same or in different aedpnts [30]. Appropriate post-hoc
means contrasts were made for pair-wise comparibetween the groups of patients in
each category of the factors (TNF, cortisol, aratesainxiety). Bonferroni’s test for post-
hoc multiple comparisons was used to identify défees between groups at each time
point. Results from the GEE analysis were expresse@d coefficient, 95% confidence

interval (Cl), and associated tRevalue [31].

RESULTS

12 patients who had undergone abdominal surgerye wassessed. Clinical
characteristics, intercurrents, duration of surgemyalgesics doses, antiemetic treatment,
bleeding and hospital stay duration are showrable 1

— Insert table 1

Melatonin, TNF and cortisol profiles
Daytime and nighttime melatonin content in the serof women submitted to
surgery was determined before, on the day of thgesy, and during the recovery time in

the hospital. The high content of melatonin at tiigre when compared to daytime was
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observed for all days, except for the day of theysty Figure 2). On the day of surgery,
blood was collected at nighttime under dimlight ditions, and daytime blood was not
collected because at 10 a.m. the patients werer uhdesurgical procedure. The nocturnal
melatonin on the night of the surgery compared witimulative mean + SEM of all
postoperative nights was 7.70+2.29 vs. 38.16t3ddpectively, being that changes in the
nocturnal melatonin surged over time. (GEE mogé@+546.67; P=0.001). Therefore,
melatonin nocturnal surge is suppressed on the nighe surgery.

— Insert Figure 2

No variation in the TNF profile was observed fromeowveek until two days after
surgery Figure 3). However, it is important to emphasize the elegtatariation of TNF
between the patients; mean and standart deviatasn8mM4+10.61 ng/mL.

— Insert Figure 3

The daytime cortisol concentration was higher tham nighttime, except for the
night of the surgeryRigure 4). On the day of surgery there was a significantaase in
cortisol levels, which returned to lower leveldle subsequent days.

— Insert Figure 4

Relationship between melatonin and TNF
Changes in the nocturnal melatonin surge acconditty the level of TNF (high >

Q75=5.2 or low < 5.2 pg/mL) is showin Figure 5. The means of nocturnal melatonin from
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one week before surgery to second day after surgasy57.35+ 40.8%s.24.17+ 11.79, in
patients with low and high serum TNF, respectivelhe GEE analysis revealed a
significant decline in the nocturnal melatonin surgghen the TNF content was high
(¥2=4.15; df =1; P=0.04). This analysis demonstrated an influenc&dF on nocturnal
melatonin surge over timgZ=27.08¢df=4; P=0.001) and an interaction between nocturnal
melatonin surge and timgd=887.80;d=3; P=0.001). Therefore, patients with high TNF
values have a tendency to reduce their nocturnkdtoren value with time.

— Insert figure 5

According to high (>&=22.40 ng/mL) or low (<@=22.40 ng/mL) morning
cortisol the changes in nocturnal melatonin susgyshiown inFigure 6. The means of
nocturnal melatonin from one week before surgeryht® second day after surgery was
33.29+ 6.69s.14.41+ 2.19, in patients with low and high seruntisol, respectively. The
GEE analysis revealed that this decline of noclumelatonin surge when the level of
cortisol was classified as high was statisticalbngicant (y2=4.15; df=1; P=0.03). This
analysis demonstrated that there is an influenceodisol on nocturnal melatonin surge
over time §2=40.1df=4; P=0.001) and an interaction between nocturnal meiateurge
and time §2=15.39;df=3; P=0.001).

— Insert figure 6
Relationship between cortisol, anxiety, pain, and elatonin secretion

The results of the GEE model analysis, showing@agons between state-anxiety
levels are presented ifable 2. The reference values for the comparisons of cowemia

were the higher scores. Thus, a negafveoefficient value obtained in the GEE model
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indicates that the increase in the covariate valgeassociated with the reduction in
nocturnal melatonin serum. A positive regressioaffodent in the GEE model indicates
that the incremente in the coavarites values iscasted with higher levels of melatonin
serum.

In accordance with the high state-anxiety scores¢=24) or low (<@c=24 ) the
means of nocturnal melatonin from one week befargesy to the second day after surgery
was 43.66+ 8.59s.31+ 6.46, respectively. The GEE analysis revediad this decline of
nocturnal melatonin surge was statistically sigaifit ((2=4.75; df=1; P=0.03). The
adjusted GEE modeTable 2) show that high state-anxiety corresponds witlo@ahs ratio
of 7.2 to decrease nocturnal melatonin secretitie. imlcrement of one ng/mL in the serum
cortisol was associated with a reduction of 3%ae&rus melatonin; or vice-versa. As the
pain reported on VAS and trait-anxiety scores waduded in the model as continuous
variables, the negati coefficient value indicates that the increase m shores of these
scales was associated with reduction in nocturrddionin secretion.

— Insert table 2

Discussion

The present study was undertaken in order tohesteievance of the immunepineal
axis when challenged by a surgical procedure. KMereshow that the nocturnal rise of
melatonin is suppressed on the night of the surgemforcing the hypothesis that a proper
mounting of the innate immune response is accorepaby the impairment of pineal
activity. In addition, we once more observed aneimse correlation between TNF and

melatonin, reinforcing the idea of an immune-pire@ds figure 6). Inasmuch, the decrease
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of melatonin secretion was associated with thedrigiostoperative pain reported on VAS,
as well as higher trait-sate anxiety and higheursecortisol.

The decline in the nocturnal melatonin surge inigparative period is possibly
explained by integrated action among the nervostesythat cooperates dynamically with
the immune system detecting an injury event irrast three ways: (1) Through bloodborne
immune messengers originating at the wound; (2)outin nociceptores-induced
sympathetic activation and subsequent stimulatibimonune tissues, and (3) through
sympathetic-adrenal medullar system and HPA endecrsignaling. The immune
messaging begins with the acute phase reactiorheatwound [32], in which local
macrophages, neutrophils, and granulocytes prododeelease into intracellular space and
circulation the proinflammatory cytokines IL-1, B,-IL-8, and TNF.

The concept of the immune-pineal axis was basegkpariments realized with cell
and organ culture, as well as whole animals andamgnj16, 33]. The nocturnal rise of
melatonin is dependent on the transcription antiferinhibition of the degradation of the
enzyme AA-NAT synthesis of melatonin by the pinglaind driven by darkness.

Activation of beta-adrenoceptors by noradrenalinggérs the cyclic-AMP —
protein kinase A pathway. The phosphorylation of ttyclic-AMP regulating element
(CRE) transciption factor induces the transcriptioh the AA-NAT gene, while the
phosphorylation of the enzyme impairs its degraaby the proteasome [34]. In diurnal
animals, such as humans, the Aa-nat gene is tihaddndependent of CREB-P singaling,
but the protein formed is immediately degradadedth®y proteasome. However, TNF,
which triggers NFKB thorugh TNFR1 located in pireaites, seems to impair melatonin
synthesis in humans. An inverse relationship betw&€NF and melatonin was already

observed in women with mastitis [17] or that deleceby caesarean section [18], and here
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we show that after another surgical procedure legbls of TNF are correlated with low
levels of melatonin. The reduction in nocturnal abehin surge is necessary for allowing a
proper migration of leukocytes to the site of lesi@as melatonin, at concentrations
compatible to nocturnal surge, impairing leukocytdbng and adhesion [35, 36].

It is interesting to note that in the samples treamTNF did not vary between the
pre and postoperative periods, since there wag gaggnce. Even so, the segregation of
the sample in high and low TNF disclosed the inwecsrrelation between TNF and
melatonin. In addition toits action on peripheral receptors, it inhibits piosis of
neutrophils, which is essential for maintaining ioma homeostasis and limiting host tissue
damage by promoting resolution of the inflammatoegponse [37] These effects of
melatonin mayprevent or decrease the consequences of periopesdtess, in fact, even
changing the onset of the entire perioperative egngocrinologic stress response. This in
turn could result in an overall decrease in thégldhormonal stress response.

Regarding cortisol, a clear increase in the cdadr@nal hormone was observed on
the night of surgery. In addition, low cortisol wassociated with higher nocturnal levels of
melatonin. We have shown that the perfusion of pateal glands i vivo® with
concentrations of corticosterone found in mild s¢e®l rats [23] increases the nocturnal
output of melatonin [22]. This increase was duehi® inhibition of the NFKB pathway,
which amplifies noradrenaline-induced melatonintegsis [20, 38]. On the other hand,
higher levels of corticosterone in rats either dit change [20] or increase [39] the
production of melatonin in cultured rat pineal glanin the present study, the increase in
cortisol lead to a reduction in melatonin outp&tg(re 6). Therefore, both TNF and
cortisol corroborated to reduce nocturnal melatanitput.

Our findings revealed that patients with high cwmtihave lower leves of melatonin,
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and low melatonin is associated with high scorestha stress questionnaire. This
demonstrates the consistency of our findings becafsthe psychological aspect of
traitstate anxiety which gauges the adaptive céipalf an individual challenged by a
stressor in consonance with a hormonal stress mals®, our findings are consistent with
the State-Trait Anxiety theory, which predicts thadividuals with high trait-anxiety are
generally hypersensitive to stimuli and psycholatljcmore reactive [5]. Considering as
well, that as far as the trait-state anxiety ahi@igpostoperative pain have been associated
with unfavorable perioperative outcomes [5], sushrnagreased risk for infections observed
for several types of procedures, including hysteray [40]. Overall these evidences
reinforce the use of melatonin in pre-operativetisg$ to improve the perioperative
outcomes.

By analogy, the trait-state distinction appliesneural, endocrine, and immune
subsystems. Since the stress is the resourcedveempsocess of mounting allostatic
responses to challenges that occur in the exteonalnternal environment, in the
perioperative period a stress response is elidigdriggers a neuroendocrine reaction
involving three aspects) Sympathomedulary release of norepinephrine, epneghand
NPY as hormones [41]j) CRH activation of the HPA axis including the protian of
glucocorticoids [42, 43]; anidli) activation of locus ceruleus and noradrenergic idntipain
[44] sympathetic components of the central autoametwork. From the pain perspective,
the stress response has several key propertiesH#S8], noxious signaling is among its
triggers.Secondthe overall reaction to the stressor include# lamiticipatory and reactive
responsesThird, these responses occur in multiple, hierarchicaflyanized, or nested,
neurocircuities. When a stressor occurs, the hgbvathic PVN receives and integrates

neural input from diverse sources which includessepn input, the limbic brain, and the
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frontal cortex. Serotonin (5-HT), aceticoline, andrepinephrine are among the most
important neurotransmitters involved in neurogesticnulation of CRH production [42,
46]. Periventricular norepinephrine is the mostiesdl neurotransmitter in HPA axis
activation when the stressor is noxious [47]. Te¢wsroborated with the hypothesis that
lower nocturnal melatonin surge was assocaited higher postoperative pain, an effect
that is linked with these multiple neuro-immune-eoincrine processes that exerts an
extensive neural and non-neural physiological im@dfecting overall health, functional
capability, and sense of well-being. Although coexppatterns of brain activation are a
part of the process from which pain emerges, theopgmrative stress encompasses
interdependent neural, endocrine and immune awivathat may explain the hyperalgesic
status observed in chronically stressed patier®s [4

To determine whether a causal relationship existsvéen the reduction of
nocturnal melatonin output in the perioperativeigeerand the level of pain in the
postoperative period we correlated the level onpatcessed by VAS with nocturnal
melatonin surgeT@able 2). Our finding demonstrated that the intensity o$tperative pain
is related with higher suppression of melatoningsuable 2). This is a rational
physiophatological basis to explain previous experital and clinical findings about the
antinociceptive properties of melatonin in postnatic [49] or perioperative periods [50-
53]. This also provides additional evidence for bhi@ogical plausibility of the impact of
the anxiolytic effect of the melatonin on postopeepain in patients with higher anxiety
levels [53]. Thus, these evidences permit us torexgde the phisiophatological
mechanisms that link the effect of the use of nogliait to reduce perioperative anxiety and
pain in the surgical course [51]. This body of evide supports the hypothesis that the

efects of melatonin are mediated by direct actiontlee central nervous system. The
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anxiolytic and analgesic effects are mediated bgsmpl membrane-bound melatonin
receptors and modulated by opiatergic receptorsg5§ In addition, serotonergic 5-HT2A
receptors, dopaminergic D2-receptors, adrenergipha@-adrenoceptors and L-
argininenitric oxide pathway were also shown toypk role in melatonin-mediated
antinociception [55]. These effects of melatonirreveonsitently demonstrated in several
clinical and experimental studies [52, 53, 55] &ede we reinforce the idea, showing that
endogenous melatonin also induces antinocicepfiagether with the information that
nocturnal melatonin surge is suppressed in th@perative period and that the patient with
lower melatonin level has more pain, the use ofateein as a coadjuvant in the treatment
of surgical pain is reinforced.

Some methodological aspects of the present studylégtbe highlighted. Firstly,
this study aimed to explore the relationship betwemeal melatonin, surgical stress, and
postoperative pain with a focus in phisiopatogenachanisms in a selective sample, thus
the clinical extrapolation must procede with canticGecondly, hysterectomy may be
associated with a specific psychological and bedravistate that is not common in other
surgical populations; thus, the conclusion of 8tiedy may be limited in its generalization
to this surgical population alone.

In conclusion, the results support the hypothéss the pineal gland plays a role in
the progressive reaction to surgical stress. Inpiftwenflammatory phase, TNF shutdown
melatonin production and allows for the mountingtleé defense response. Also, it is
observed that the cortisol is a determinant inrdgulation of nocturnal melatonin surge,
together with the release of high amounts of TNEhacirculation, at the start of a defense

response, suppressing the melatonin surge. Takit@ daccount these evidences, it is

71



possible to suppose that this orchestrated reatiween TNF, cortisol, and the pineal

gland should be essential in allowing for a fultl afficient postoperative recovery.
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Table 1 Characteristics of sample, clinical variables suead during intraoperative and

postoperative periods (n=12).

Age (years)t

Formal education (years)
Body mass index

Number of previous surgeries
State-anxiety at baseline

Trait-anxiety

Pain on VAS at baseline (mm)

Duration of surgical procedure (min)

Dose of analgesics non-opioids postoperative irfitse48 h
after surgery (mg)

Dose of AINES postoperative in the first 48 h aftargery
(mg)

Dose of morphine postoperative in the first 48teragurgery
(mg)

Number of antiemetic doses in the first 48 h adtegery (mg)

Bleeding (M)t (ml)

43.13 £5.73

8+3.74

26.40 £4.42

1.67+£1.04

21.69 +4.87

20.50 £ 6.51

11.9+14.8

202.4 £24.16

2029.36 + 1290.67

53.15 + 39.55

21.80 + 29.68

13.73 +18.51

405.14 + 378.55
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Table 2. GEE model adjusted on nocturnal melatonin sexmdtl days)

Parameters B& 95% CI X2 Df P

(Intercept) 34.49 1.23 67.762 4.131 1 0.042
High state- anxiety 7.24** 2.69 134.939  8.625 1 0.003
Cortisol -3.067 -4.78 -1.693 4.234 1 0.040
Trait-anxiety -0.96 -1.82 -0.109 4.880 1 0.027
Pain on VAS (mm) -2.73 -2.731 -1.334 32.803 1 0.001

VAS-Visual Analogue Scale

SE, standard errorf, regression coefficient from GEE models for pateth controlling

for repeated individual observations.

& Positive value indicates increase on melatoninetan; a negative value indicates
decrease on melatonin secretion.

** State-anxiety classified as high (>Q50=24) omld<Q50=24). The value represents the
odds ratio to present lower melatonin secretiorhwiiight state-anxiety.
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TNF

Melatonin
Cortisol
Pain
Anxiety
1 week 1 day 1stday 2nd after
before before Day surgery
Surgery Surgery surgery surgery
Blood sample
sl il s : iy il
. =1 = . = = urgical . = - . = =
10:00 X X | 10:00 <Lk procedure 10:00 <= | 10:00 XX
22:00 22:00 22:00 22:00 22:00

Figure 1. Sequence of assessments and procedures durisytlyeperiod.
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-~ Diurnal serum melatonin -8 Nocturnal serummelatonin

50 1
0
60
30
40
30
20 1
10

Serum melatonin (pg/mL

One week before Dayof Day of surgery 1st 2nd
SUrgery admission at

hospital
Time

Figure 2. Concentration of melatonin in the serum of patiérom one week before to two

days after surgery. Data are presented as meaVi{SE12).
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-8 Nocturnal serum TNF -0 Dirnal serum TNF

— —
o0 (] (]
1 1 1

Mean serum TNF (pg/mL°
[
1

One week Day of Day of Ist 2nd
before  admissionat  surgery
Surgery hospital

Time

Figure 3. Daytime and nighttime serum concentration of TNBnfr pre-operative to
postoperative days. Data are shown as ne8rE.M. (n=12).The blood was obtained at
10h00 and 22h00 in all days, except for the dagunfery, when the blood was obtained

only at night.
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—&—Nocturnal serum cortisol  —C= - Diurnal serum cortisol

Mean cortisol (pg/;mL)+SEM
-2

0 T T T T |

One week before Day of admussion  Day of surgery Lst 2nd
surgery at hospital

Time

Figure 4. Daytime and nighttime serum concentration of cottis the pre-perative and
postoperative days. Data are shown as me&uiE.M. (n= 12). The blood was obtained at

10h00 and 22h00 on all days, except for the dasuajery, when the blood was obtained

only at night.
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—B Low INF - @ - Hight TNF

.....

Nocturnal melatonin serum (pg/mL)
s
)

One week before Day of adnussion at Lst Lst
surgery hospital

Time

Figure 5. Profile of nocturnal plasma melatonin concentrat{pg/mL) from one week
before the surgery to the 2nd day after surgerypraitg to the level of TNF (high >

Q75=5.2 or low < 5.2 pg/mL). Data are present as meziaM (n=12).
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70,00 - Low serum cortisol (ng/mL) -l High serum cortisol (ng/mL)

50,00 1

0,00 T . |
One week before  Day of admission  Day of the surgery ~ 1st day after 2nd after after
surgery at hospital

Time

Figure 6. Profile of nocturnal plasma melatonin concentrat{pg/mL) from one week
before the surgery to the 2nd day after surgergraieg to the diurnal serum cortisol (high
> (B0=22.4 or low Qo < 22.4 ng/mL). Data are present as mean +SEM (n=12)
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8 CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho reforcam a hipotesequie a glandula pineal
desempenha um papel expressivo na rea¢ao ao estigsgico.

Dentre os muitos efeitos da melatonina, inclui-ssc@o nociceptiva. Este efeito a
torna uma opcao terapéutica atrativa em patologs&®ciadas com dor, inflamacdo e
alteracdes do ritmo sono-vigilia.

Na fase pro-inflamatéria, o TNF promove o desligatneda producdo de
melatonina pela glandula pineal, o que permite atagem da resposta de defesa. Além
disso, o cortisol € um fator determinante na regiidada onda noturna da melatonina,
juntamente com a liberacdo de TNF na circulacdoinfcdo de uma resposta de defesa,
suprimindo assim o aumento da melatonina.

Considerando tais evidéncias, é possivel supoagaacao que ocorre entre o TNF,
o cortisol e a glandula pineal deve ser essenai@ permitir uma recuperagcao completa e

eficiente no periodo pos-operatorio.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Espera-se que estes resultados auxiliem na congd@enos mecanismos
fisiopatogénicos da resposta imunoinflamatéria e gsupressdo da melatonina via TNF
possa ser atenuada ou revertida por meio de imgies que minimizem a resposta ao
estresse perioperatorio. Além disto, os dados premees desta linha de investigacao
poderdo auxiliar na compreensao do estresse petépe, o que podera, também, originar
dados que permitirdo planejar intervengfes que aigme ou reduzam a resposta
neuroendodcrina metabodlica ao estresse cirlrgicgudrspacto no processo saude-doenca
relacionada a ansiedade e dor aguda. E de partieldaancia a continuacéo desta linha de
pesquisa para compreender 0sS mecanismos neuroiMIOW®OS que sustentam o
beneficio clinico observado com a melatonina exag@né-operatdria em estudos
precedentes. Tanto no limiar de dor quanto na fuldgiproprio eixo imunopineal. Além
disto, estes achados dao suporte para que contisugnmvestigacao sobre a interacéo de
condicbes estressoras e a fisiopatogenia de poscassorosos. Neste aspecto, € de
particular interesse do nosso grupo de Cronofartogieg Dor e Neuromodulacdo a
continuidade da investigacado sobre estresse, emmapineal, dor aguda e dor crbnica

musculoesquelética

92



10 ANEXOS

93



ANEXO I- CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DO ESTUDO: AVAL,IACAO DA RELACAO ENTRE PR‘ODUCAO DE MELATONINA E
RESPOSTA IMUNO-INFLAMATORIA DE PACIENTES SUBMETIDAS A HISTERECTOMIA

Numero do protocolo:
INSTITUTO: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Pesquisador responsavel: Drs. Wolnei Caumo e Maria Paz Loayza Hidalgo
Telefone: 99813977 ou 99854066

Comité de Pesquisa e Etica em Saide do HCPA: 2101-8304

Nome do Paciente:

1. OBJETIVOS DESTE ESTUDO

A finalidade deste estudo é avaliar a resposta inflamatéria do organismo produzida pela cirurgia
durante os primeiros vinte dias de pds-operatério. Sera avaliado o grau dessa resposta e seu
efeito na dor e inflamacao no local da cirurgia.

2. EXPLICACAO DOS PROCEDIMENTOS

A senhora terd que responder perguntas antes da cirurgia, durante o periodo que estiver no
hospital e apds a alta, em casa. Nas avaliacdes realizadas apds a alta hospitalar devera marcar o
grau da sua dor diariamente, durante os primeiros 30 dias apods a cirurgia. O que podera ser
mais incOmodo sdo as coletas de sangue realizadas por uma profissional, formada em
Bioquimica. Essas coletas serdo realizadas duas vezes ao dia, pela manhd e a noite, nos
seguintes tempos: sete dias antes da operagdo. Além dessas coletas serdo realizadas duas
coletas adicionais 10 e 20 dias depois da operacao. A sua participacdo € voluntaria. Se
concordar, serdo realizados os questionarios e iniciaremos as coletas de sangue. Gostariamos de
lembrar que as coletas que ocorrerdo fora do periodo em que estiver internada serdo realizadas
em sua casa. Os demais cuidados relacionados a cirurgia e anestesia e tratamento da dor serdo
aqueles usados na rotina do Servico de Anestesia e Medicina Perioperatéria do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre.

3. POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

O possivel desconforto do presente estudo sdo as perguntas realizadas antes e apds a cirurgia e
as picadas de agulha para fazer as coletas de sangue nos diferentes momentos.

4. POSSIVEIS BENEFICIOS DESTE ESTUDO

Os resultados desse estudo poderdo trazer informagOes importantes, sobre a relagdo dos
marcadores da inflamagdao encontrados no sangue e o grau de inflamacao no local da cirurgia e
niveis de dor. Portanto, caso se confirme a hipétese de que quanto mais intensa for a reacdo
inflamatoria pior serdo os resultados da operacdo, avaliados pela dor e inflamagdo da ferida
cirurgica, poderemos entdo, avaliar diferentes tipos de medicamentos e tipos de anestesia para
poder melhorar a recuperagao dos pacientes no pos-operatorio.

5. DIREITO DE DESISTENCIA

A senhora pode desistir de participar a qualquer momento. Sua decisdao de nao participar ou de
deixar a pesquisa depois de iniciada, ndo afetara o atendimento médico posterior.

6. PRIVACIDADE

Todas as informagdes obtidas deste estudo poderdo ser publicadas com finalidade cientifica,
preservando os dados de identificagdo.

7. CONSENTIMENTO

Declaro ter lido — ou me foi lido - as informagdes acima antes de assinar este formulario. Foi me
dada ampla oportunidade de fazer perguntas, esclarecendo plenamente minhas duvidas. Por
este instrumento torno parte, voluntariamente, do presente estudo.

Assinatura do paciente Assinatura da testemunha

Assinatura do pesquisador responsavel

Porto Alegre, de de 200
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GRUPO DE PESQUISA EM CRONOFARMACOLOGIA, DOR E NEUROMODULAGAO

Nome:

g:::t:aé:::trevista: [/ /____ Entrevistador: Ilis:zg:::co:
| QUESTIONARIO Dﬂ&ﬂ-ﬂﬂﬂ_
Fene Besidoacial: Celular: CEF:
Frefsia: Sltmseg b Pwacimal: = Adlva o Desempregads o Em benefich
End Comarcial: Foma
Comarcial
Caso nis possa ser emconirado falsr com (recadel:
Noma: Falacicnansgato:
Fasidénria:
1 Fewo (Eg): Abmr {cm):
1 Batadn ciwil: (1) sohteirs (2) casmda (3) separada {4} Dverciada
i Sema: (1) Masculing {(2)F umiming
4 Brcolamdads (anos de evtuda):
3 ||Eopregade (1) Sim ) Mo
& Profissda
T Tumo de atividade: (1M T (NN (4) IMEE (Aposentada cu sncostada)
i Fuma? {1} Sim {2} Nio
Chuantos cigarros por dia? (NUMERO DE CIGARROS, NAD CARTEIRAS)
10 | | Conscme bebida alcoalicaT? (1} Sim {2} Nio
11 | 'Wecd ja uwson alguma droga® (1} Sim (1) Nio
SE EESPOSTA POSITIVA, PROSSEGUE AS PERGUNTAS ABATNOD
Drogs Fm @ de uso Curegdo do uso:
Maconha
Haxixe
Cocaina
Crack

Alscincgancs (LSD, cha de cosumels)

Sohrentes voliteds (Cols, Lalé, Lancs-perfume)
Anfotarumas (Hipefagin, Inibex, Ecstasy, Ritalina,
Chuiras (especificar)

12 | ¥ox# tem alpuma doenca dispmosiicadsa? {1} Sim {2} Hdo
Doezca {1} Simm {1} Hio
Hiperteoulo

Infario

Inveficiéncia cardiaca
Diatsates

Deanca da tredids
Epilopiiz

Asmn




| Chutras (EEPECIFIQUE)

13 | Tam diagnéstice do doenga dos narvos (realizado por madices) | (1) Sim | () Ko
14 | Cual o dagedsbon
15 | Ha guanio tempo tam o dizgnostco NMESES)
1§ | Usa mmédio para o5 narves? {1} Sim {2) Hio
(1) Antideprussivo mciclico {7) Beozodizzapinico
- . 1) Antideprussivo sero ea] §) Carbamarepina
17 | Semsa qual (i) i’.i]; Imm::‘ da MAO - E'.':F-:.n.-:-'l:lul:-in.l.
(4) Buspiroma (B) Acide valpraice
18 | Regfo de mador dor?
(1) nas altmas duss semanas {S)apartirde 1 a2 ano
18 Cuando foi 2 prizeire vez que vook (2] deds a ds meses {6) 2 paztir 2 2 5 anos
nofon 3 presanca dessa dos? (3] a partiz ds 3 2 & mases {T) Ha mais de 5 anos
(4] a partiz ds & meses 3 1 ano {E) Mo se aplica
20 | Toma algnm remédic para dor? {1} Sim () Mo
Meodicamento | Cuaniidade | Fregitmois | Yedlvio do dor
21 | Vecd ja procuros mm wervigo de
smargincia devido & dir? (1) Sim (2] Mo
12 Vood ja foi hospinlizade devide a doa? | (1) Sim (2] Mo
VWocd ja recsben om recebae baneficios
23 | fizanceires devido a suz dorT{socestado,
am bezeficio) (1) Em (2] Mo
Vool ja recsbeu ou recebe bansficios
24 | fizancairos devido a sma dorTNencostado,
am bazaficio) {1) Sim (2] Mo
(1) Inscio da manhd (3} A madte
. Fen que hera 8 dia a sa dar 6 pice? (2) Final 42 manhd (6) Drerants o sono
(3) Inscio da tarde (7)Mo varia
(4] Fim= da tarde (8} Varia, mas ndo tep hora
26 | A dor e amapalha para iniciar o soae? | L oo W I0R (3) alguzmas noitas
(2} quase todas as nojtes {4) nemca
- .. (1) todas 2s nodte (3} al gumas noites
3 A dor The acorda derants a nnite] (2) quase todas as noites () mamca
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GRUPO DE PESQUISA EM CRONOFARMACOLOGIA, DOR E NEUROMODULAGAO

Nome:
Data da entrevista: / / Entrevistador:
Prontuario:

Testagem:

N° no Banco:

10

11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.

. Vocé tem dores de cabega com freqiiéncia?
. Tem falta de apetite?

. Dorme mal?

. Fica com medo com facilidade?

Suas maos tremem?

. Se sente nervoso, tenso ou preocupado
. Tem problema digestivo?
. NAO consegue pensar com clareza?

. Sente-se infeliz?

. Chora mais que o comum?

Acha dificil gostar de suas atividades diarias?
Acha dificil tomar decisGes?

Seu trabalho diério € um sofrimento? (tormento)
NAO é capaz de ter um papel util na vida?

Perdeu o interesse pelas coisas?

Acha que é uma pessoa que ndo vale nada?

O pensamento de acabar com a vida ja passou por sua cabega?
Se sente cansado o tempo todo?

Tem sensacOes desagradaveis no estébmago?

Fica cansado com facilidade?

( )SIM
( )SIM
( )SIM
( )SIM
( )SIM
( )SIM
( )SIM
( )SIM
(concorda)
( )SIM
( )SIM
( )SIM
( )SIM
( )SIM
( )SIM
(concorda)
( )SIM
( )SIM
( )SIM
( )SIM
( )SIM
( )SIM

Soma total

97

D> > > >
OO0O0O0O000O0

a

(

cor

a)

> > >
O0O0O00O0

(

C

2222202222220 22222222

D>y > gy
55

I Y N N N W o N e e e o R T & T e e e e e N R
(@)
(oNoNoNo)

NN NINIA) BN NN N INR) NN NN N NN

p>2]

()N



GRUPO DE PESQUISA EM CRONOFARMACOLOGIA, DOR E NEUROMODULAGAO

Nome: Testagem:
Data da entrevista: / / Entrevistador: N° no Banco:
Prontuario:

Leia cada pergunta e faca um circulo em redor do nimero a direita que melhor
indicar como vocé geralmente se sente.

Ndo gaste muito tempo numa Unica afirmacdo, mas tente dar a resposta que
mais se aproximar de como vocé se sente geralmente.

AVALIAGAO
Quase sempre------- 4 As vezes-------------- 2
Freqientemente----- 3 Quase nunca---------- 1

1. SINtO-ME DeM .. s 1.2 3 4
2. Canso-me faCilmente. ...ovieie i 1.2 3 4
5. Perco oportunidades porque nao consigo tomar decisdes 123 4
(=] 0 =] 0 4 1] 0 1= PP 1 2 3 4

7. Sou calmo, ponderado e senhor de mim MeSMO.......cvcvviirviiinininnnnnnn.
8. Sinto que as dificuldades estdo se acumulando de tal forma 1.2 3 4
qUE NA0 S CONSIGO MESOIVEN . ettt ititii ettt eaeaans 1 2 3 4
9. Preocupo-me demais com as coisas sem importancia ..........cc.cvuvuuenen 1 2 3 4
10, SOU fRIIZ. .t et e e et 1.2 3 4
12. Ndo tenho muita confianca em mMim MEeSMO.......cocvivveviiriineinernnnns. 123 4
16. EStOU SatiSfeit0. . .cir i e 1.2 3 4
17. Idéias sem importancia me entram na cabeca e ficam me 1.2 3 4
1= To{ 8] o= ] o s [« NP 1 2 3 4
18. Levo os desapontamentos tdo a sério que ndo consigo 1 2 3 4

L 1= Tl Lo TR F= T o= oY <Y -
1 2 3 4
20. Fico tenso e perturbado quando penso em meus 192 3 4

problemas do MOMENEO....uiiiiii i e e

* Os itens marcados em vermelhos sdao as perguntas de carater positivo do
IDATE-traco.
OBS: TODOS ITENS ESCORIADOS EM 3 RESPOSTAS, 2e3 =2
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GRUPO DE PESQUISA EM CRONOFARMACOLOGIA, DOR E NEUROMODULAGAO

Nome: _ . Testagem:
Data da entrevista: Entrevistador: N° no Banco:
Prontuario:

Leia cada pergunta e faga um circulo ao redor do nimero a direita da afirmacdo
gue melhor indicar como vocé se sente agora, neste momento.

Ndo gaste muito tempo numa Unica afirmagdo, mas tente dar uma resposta que
mais se aproxime de como vocé se sente neste momento.

AVALIACAO

Muitissimo------- 4 Um pouco-------------- 2

Bastante--------- 3 Absolutamente ndo----1
1- SiNt0-MeE CalMO. . i 123 4
Y [ ) o T TSI =T 1 | oo J P 12 3 4
5- SiNtO-ME @ VONEAAE. ...t 123 4
6- Sinto-me perturbado.....ovii i e 123 4
7- Estou preocupado com possiveis infortlnios..........covvviviiviiiiienennnnen. 123 4
8- Sinto-Me desSCanNSadO.......iiuiiiiiii i 123 4
11- Sinto-me confiante.. ..o 123 4
13- EStOU @gitado. . .ccviniiiiiii s 1.2 3 4
14- Sinto-me uma pilha de NervoS.....cviiiiiiii e 1.2 3 4
16- Sinto-me satisfeito....ociiiiiii 12 3 4
A =1 o U o] ¢ =Yool o 1= Yo [ F PP 1.2 3 4
18- SINt0-ME CONFUSO...uiuiiiii i e 12 3 4
19- SINEO-ME AlEGIe. . i 123 4

* Os itens demarcados em vermelhos sao as perguntas de carater positivo do
IDATE-estado.

OBS: Questdes 6,7 e 18 tem apenas 3 respostas possiveis. 1=1, 2 e 3= 2,
4=4.Demais perguntas: 4 categorias de resposta.
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GRUPO DE PESQUISA EM CRONOFARMACOLOGIA, DOR E NEUROMODULAGAO

Nome: _ _ Testagem:
Datadaentrevista: __/_/  Entrevistador: __ N° no Banco:

Prontuario:

Data: / / .

ESCALA ANALOGO VISUAL E DIARIO DE DOR

Avalie o grau da dor que esta sentindo. Marque claramente na linha com um tracgo vertical.

o 10
SEM DOR ., PIORDOR
POSSIVEL

1. Em que hora do dia a sua dor é pior?
2. Tomou medicagdo analgésica (Paracetamol) para dor?
( ) Nao ( ) Sim, A que horas? Dosagem?

QUESTIONARIO DIARIO DE SONO

AS PERGUNTAS A SEGUIR SAO REFERENTES AO DIA DE ONTEM.
POR FAVOR, RESPONDA O MAIS FIELMENTE POSSIVEL
1. A que horas vocé foi deitarontem? ____ /_ (horas e min).
2. A que horas vocé acha que pegounosono? ___ /. (horas e min).

3. Vocé lembra de ter acordado e dormido de novo: 1. ( ) Sim 2. ( ) N&o
Quantas vezes

4. Seu sono desta noite foi?

PESSIMO oTIMO

5. Comparando seu sono desta noite com o seu habitual, o desta noite foi:

PIOR IGUAL MELHOR

6. A que horas vocé acordou hoje

7. Como vocé se sentiu ao acordar?

MUITO MAL MUITO BEM

8. Vocé dormiu a sesta ou cochilou durante o dia de ontem? 1. ( ) Sim 2. ( ) Nao
Quantas vezes? de que horas a que horas?

100




GRUPO DE PESQUISA EM CRONOFARMACOLOGIA, DOR E NEUROMODULAGAO

Nome:

Data da entrevista:
Prontuario:

Y S [—

Entrevistador:

Testagem:
N° no Banco:

AVALIACOES POS-OPERATORIAS

1. Qual a cirurgia realizada? (VERIFICAR A DESCRICAO DA ALTA)

2. Tipo de incisdo: 1 () mediana 2 (

) phanestil (transversa) 3 (

) shevron 4 (

)lombotomia

Tempo de internacdo hospitalar (VERIFIQUE O DIA DE ENTRADA E DE SAIDA DO HOSPITAL):

4, Tempo de permanéncia na sala de recuperagdo (EM MINUTOS - USAR COMO REFERENCIA INICIAL
A PRIMEIRA AVALIACAO DA ENFERMAGEM E COMO REFERENCIA FINAL O HORARIO DE ALTA DA FICHA

DE ENFERMAGEM):

5. COMPLICAGOES POS-OPERATORIAS

5.1. Teve infarto Sim | Nao | 7. Hemograma | Sim | N3o
5.2. Teve edema agudo de pulmao Sim | Ndo | 7.1. Leucdcitos: Bastonados:

5.3. Teve infeccdo respiratdria Sim | Ndo | 7.2. Metamieldcitos: Mieldcitos:

5.4. presentou arritmia com | Sim [Ndo |8. Pungdo acidental de duramater (FICHA|Sim Ndo
necessidade de tratamento ANESTESIA)

5.5 Teve atelectasia Sim [ Ndo | 9. Lesdo de nervos (VER NA EVOLUCAO) Sim Ndo
5.6 Teve infeccdo urinaria Sim | Ndo | 10. Rx de térax (DESCRICAO):

6. INFECCAO DA FERIDA OPERATORIA

6.1. Teve infeccdo da ferida operatéria | Sim | Ndo

6.2. Foi realizada drenagem da ferida | Sim | Nao

operatoria

6.2.1. com uso de anestésico local Sim | Nao [ 11. Antibioticoterapia por mais de 24h | Sim | Nao
6.3. Secregdo serosa Sim | Ndo | 11.1. Quais antibidticos?

6.4. Eritema Sim | Nao

6.5. Exsudato purulento (pus) Sim | Nao

6.6. Deiscéncia Sim | Nao

6.7. Isolamento bacteriano ( culturais) | Sim | Ndo

6.7.1. qual agente: 11.2. Tempo de uso:

6.7.2. origem da amostra: 12. Outras complicacoes | Sim | N3o

REGISTRO DE FARMACOS )
(OBTER OS DADOS DO PRONTUARIO DO PACIENTE DURANTE A INTERNAGAO)

MEDICAMENTOS (listar todos os medicamentos em uso nos ultimos 7 dias)

MEDICAMENTO VIA

DOSE

INTERVALO TEMPO DE USO

(duracdo e ultimo uso)

EFEITOS ADVERSOS
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GRUPO DE PESQUISA EM CRONOFARMACOLOGIA, DOR E NEUROMODULAGAO

Nome: . . Testagem:
Datadaentrevista: _ /_ /_ Entrevistador: __ N° no Banco:

Prontuario:

REGISTRO DAS MEDICAGCOES USADAS NO TRANSOPERATORIO

Medicacdo pré-anestésica: (1) sim (2) nao

Qual? Dose (mg):

Qual? Dose (mg):
Medicacao Sim Nao Doses

Midazolam mg

Diazepan mg

Fentanil Hg

Alfentanil Hg

Tiopental mg

Propofol mg

Antiinflamatério no transoperatério (DOSE

EM mgq)

Morfina neuroaxial Subaracnodidea: (mg)

Peridural: (mg)

Remifentanil mg

Clonidina ug

Metoprolol mg

Heparina UI

Insulina Ul

Ropivacaina % (ml)

Bupivacaina % (ml)

Bupivacaina pesada % (ml)

Lidocaina % (ml)

Usou antibidtico

Qual (is) - Nome e dose em mg

Cirurgia realizada: Tempo de cirurgia:

Perda sanguinea (ml) (OLHAR NA FICHA DE ANESTESIA E NA DA ENFERMAGEM)

Tempo médio (h) de permanéncia na SRPA:

Usou intracath? 1( )sim 2( ) ndo

n
Usou PAM? 1( )sim 2( )ndo
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