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RESUMO

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e o turnover da melatonina estdo
associados a dor pélvica crénica (DPC) associada a endometriose. Nds realizamos este estudo
para entender se a secrecdo de melatonina, avaliada pela 6-sulfatoximelatonina urinaria
(aMT6-s), esta correlacionada com o controle do BDNF a outros fatores como fator de
necrose tumoral (TNF), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), cortisol ou nivel de dor.
Foram analisadas vinte mulheres com idade entre 18 e 45 anos com dor pélvica cronica e
diagnostico de endometriose por videolaparoscopia. Diferencas nos padrdes temporais de
aMT6-s e cortisol salivar de acordo com os intervalos de tempo no dia sugerem gque ambos
apresentaram padrdes fisiologicos de flutuacdo. A dispersdo da média da aMT6-s obtida a
cada 6 h foi plotada em uma curva de regresséo polinomial correspondendo por 43% da
variancia no perfil de excrecdo. Aumentos de 1 ng/mL no BDNF sérico levaram a uma
modificacdo média da aMT6-s de -14,32 [intervalo de confianca (IC) 95% (-24,09 a -4,59)]
ou vice-versa, enquanto aumentos de 1 ng/mL no TNF sérico levaram a um aumento da
excrecdo média de aMT6-s em 1,32 (IC 95% 0,65 a 1,98). aMT6-s ndo estava associada com
IL-6, IL-10 ou nivel de dor. Portanto, n6s encontramos que 0 BDNF sérico esta inversamente
correlacionado com a aMT®6-s, enquanto os niveis de TNF sérico estdo positivamente
correlacionados com aMT6-s. Estes achados demonstraram que a interacdo e as relagdes entre
BDNF e secrecdo de melatonina na endometriose sdo complexas e que estudos longitudinais

subsequentes sdo necessarios para elucidar como estes sistemas interagem a longo prazo.

Palavras-chave: melatonina; 6-sulfatoximelatonina; BDNF; TNF; endometriose



ABSTRACT

The brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and melatonin turnover has been involved in
the endometriosis-associated chronic pelvic pain (EACPP). We run this study to understand
whether melatonin secretion, indexed by urinary 6-sulfatoxymelatonin (aMT6-s), is correlated
with BDNF controlling to other factors such as tumor necrosis factor (TNF), interleukin 6
(IL-6), interleukin 10 (IL-10), cortisol or pain index. Twenty females, aged 18 to 45, with
chronic pelvic pain and endometriosis diagnoses by videolaparoscopy, were analyzed.
Differences in the temporal patterns of aMT6-s and salivary cortisol according to time-of-day
intervals suggest that both presented physiological patterns of flotation. The dispersion of
mean aMT6-s obtained every 6 h fitted a quadratic curve of polynomial regression accounting
for 43% of the variance in the excretion profile. Increases of 1 ng/mL in serum BDNF led to a
mean change in aMT6-s of -14.34 [confidence interval (Cl) 95% (-24.09 to -4.59)] or vice
versa, while increases of 1 ng/mL in serum TNF led to an increment of the mean aMT6-s
excretion by 1.32 (CI 95%, 0.65 to 1.98). aMT6-s was not associated with interleukin (IL-6),
interleukin (IL-10) or pain index. Therefore, we found that serum BDNF is inversely
correlated with aMT6-s, while levels of serum TNF are positively correlated with aMT6-s.
These findings demonstrated that the interaction and relations of BDNF and melatonin
secretion in endometriosis are complex and that further longitudinal studies are needed to

elucidate how these systems interact over a longer term.

Key words: melatonin; 6-sulfatoximelatonin; BDNF; TNF; endometriosis.
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1. INTRODUCAO

A endometriose € caracterizada pela ocorréncia de estroma e glandulas endometriais
fora da cavidade uterina, sendo sua primeira descricdo creditada ao médico alemédo Von
Rokitansky em 1860 (1). Corresponde a uma condicdo de carater multifatorial, estrégeno-
dependente, associada a uma resposta inflamatoria generalizada na cavidade peritoneal. E
considerada a causa mais comum de dor pélvica cronica nas mulheres em idade reprodutiva,
apresentando prevaléncia de 22% neste grupo (2). Também esta associada a infertilidade e a
quadros depressivos (3). Diversos fatores tém sido implicados em sua etiologia, como
menstruacdo retrograda, hereditariedade, disfuncGes imunolodgicas, toxinas ambientais (4) e,

mais recentemente, estresse oxidativo (5).

Considerando que a endometriose € uma doenca inflamatdria imunomediada, pode-se
hipotetizar que esteja relacionada a alteracdo de marcadores como a melatonina, neuro-
horménio produzido pela glandula pineal, que, por via neural retino-hipotalamica e por uma
via polissinaptica, recebe informacGes do ciclo claro-escuro ambiental. A pineal €
responsavel pela sintese de melatonina na fase de escuro a partir da acetilacdo da serotonina
pela acdo da enzima aril-alquil-N-acetiltransferase (AA-NAT), que ¢é ativada pela
noradrenalina. Como a inervacdo da pineal € feita pela via simpética, o desencadeamento da
via de transducdo adenosina monofosfato ciclica (AMPc) - proteina quinase A (PKA) é

decorrente da estimulagdo de adrenoceptores B1 (6, 7).

Embora o comando de secre¢do de melatonina seja regulado pelo sistema simpatico,
tanto em estudos experimentais com camundongos, quanto em alguns modelos de inflamag&o
em humanos, mediadores inflamatorios como a IL-1 e 0 TNF-a mostraram-Se capazes de
bloquear a agdo do sistema simpético (8). Um estudo demonstrou que a corticosterona,
glicocorticoide liberado pela glandula adrenal em animais, potencializa a producdo de
melatonina induzida por noradrenalina em cultura de células pineais de ratos, enquanto o
TNF-a a inibe (9), comprovando haver uma modulagdo da liberacdo de melatonina pelos
mediadores inflamatdrios. Logo, sendo a endometriose uma condigdo inflamatoria, é possivel
que o eixo de producdo da melatonina esteja alterado em pacientes com essa condigéo. A 6-

sulfatoximelatonina urindria (aMT6s) € o principal metabdlito da melatonina, refletindo
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aproximadamente 90% dos seus niveis séricos (10, 11).

Outro marcador envolvido na fisiopatogenia da endometriose é o fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF) que, em conjunto com seus receptores TrkB e p75NTR, €
amplamente expresso no sistema reprodutor feminino (12). Sabe-se que desempenha um
papel central na neurogénese e plasticidade sinaptica (13), atuando na regulacdo da funcgéo, do
crescimento e da diferenciacdo neuronal (13, 14). Age também como regulador positivo de
antioxidantes. Estudo recente de Zhang et al. sugere que uma variante alélica do gene BDNF
(Val66Met) pode contribuir para o aumento da susceptibilidade a estagios de endometriose
mais avancados (lll e 1V), para a gravidade dos sintomas e para a infertilidade associada a
doenca (15). Ndo apenas a localizacdo do BDNF no sistema reprodutivo, mas também sua
potencial atividade sobre o estresse oxidativo sugerem, um possivel papel do BDNF na

patogénese da endometriose e na infertilidade associada.

Estudos prévios demonstram que o BDNF estd envolvido na regulacdo de muitas
funcdes desempenhadas pelo eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (16-18), assim como,
que estressores ativam o eixo HPA através de circuitos polissinapticos (19, 20). Portanto, é
cabivel uma anélise da relacdo entre o eixo HPA e o BDNF na endometriose, uma vez que
essa cascata de eventos converge no nlcleo paraventricular hipotalamico para ativar

neurdnios produtores de hormonio liberador de corticotropina (CRH) (21).

Na endometriose, possivelmente varios sinais nociceptivos sao ativados por receptores
sensoriais periféricos especializados na percepcdo da dor. Assim, alteragdes neurofuncionais
que envolvam interacdo entre neuromoduladores, neurotransmissores e transdutores de sinais,
em uma rede de sinapses, propiciariam um melhor entendimento da etiologia e mecanismos
de manutencgdo da dor (22). Assim, nos postulamos que a analise da disfun¢do do sistema
neuro-imune-endécrino, avaliada por BDNF, melatonina, cortisol e citocinas, pode nos

indicar os mecanismos sistémicos envolvidos no curso da endometriose.

O presente estudo originou o artigo intitulado “Relationship between serum BDNF
and urinary 6-sulfatoximelatonin in endometriosis associated chronic pelvic pain”, submetido

para apreciagdo pela revista Neuroscience Letters. A estrutura da apresentacdo segue as
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normas do Programa de Pos-Graduacdo em Medicina: Ciéncias Médicas da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estrategias para localizar e selecionar as informacoes

Nesta revisdo da literatura, pretende-se apresentar alguns aspectos sobre a relacéo
entre a funcdo do eixo imune-pineal, aferida através da mensuracdo da excrecdo urinaria
aMT6s, e 0 BDNF na endometriose. Na apresentacdo do tema, foram focados os seguintes
topicos: 1) endometriose, 2) melatonina e 3) BDNF. A estratégia de busca envolveu as
seguintes bases de dados: MEDLINE (site PubMed), LILACS e SciELO, além disso, foi
consultado o banco de teses da CAPES. As referéncias bibliograficas dos artigos identificados

foram revisadas para localizar outras referéncias ndo contempladas na busca inicial.

Nos sites PubMed, LILACS e SCIELO, foram realizadas buscas através dos termos

)

“endometriosis”’, “BDNF and melatonin” e “BDNF and melatonin and endometriosis”.
Usando o termo “endometriosis”’, encontrou-se 19.088 artigos no Pubmed, 711 no LILACS,
115 no SCIELO e 37683 na CAPES; utilizando “BDNF and melatonin”’, foram encontrados
24 artigos no pubmed, 2 artigos no LILACS, um artigo no SCIELO e 535 artigos na CAPES.
Correlacionando “BDNF and melatonin and endometriosis”, ndo foi encontrado nenhum

artigo ou tese relevante em qualquer das quatro fontes pesquisadas.

Para apresentar o tema, usou-se a revisdo sistematica esquematizada na figura 1.



PALAVRAS-CHAVE

PUBMED
MEDLINE

—_> «— SCIELO

\ 4
19088 artigos <+ —> 37683 artigos
endometriosis
711 artigos <+ —> 115 artigos
24 artigos <+ —> 535 artigos
BDNF and melatonin
2 artigos <+ —> 1 artigo
0 artigos <+ —> 0 artigos
BDNF and melatonin and

endometriosis
0 artigos <+ —> 0 artigos

Figura 1. Estratégia de busca de referéncias bibliograficas sobre as bases que

fundamentam os objetivos deste estudo.
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2.2. Aspectos conceituais e fisiopatogenia da endometriose

A endometriose ¢ uma condicdo que atinge mulheres em idade reprodutiva, tendo
como principal caracteristica o implante e crescimento de tecido endometrial fora da cavidade
uterina. Seu principal sintoma é a dor pélvica cronica (DPC), que pode se manifestar como:
dismenorreia severa progressiva (dor menstrual excessiva), dispareunia profunda (dor pélvica
no ato sexual) ou disquezia (dor pélvica na defecacdo). Cursa também, em muitos casos, com
reducdo da fertilidade (23, 24). Embora Carl Von Rokitansky tenha descrito pela primeira vez
em 1860 a visualizacdo de tecido semelhante ao endométrio em pecas de necropsia (1), a
endometriose, da forma como € conhecida atualmente, somente foi descrita por Sampson em
1927 (25). Sua causa permanece desconhecida, estando provavelmente envolvidos:
menstruacdo retrograda, hereditariedade, deficiéncia da imunidade e toxinas ambientais.
Recentemente, o estresse oxidativo tem sido proposto como outro fator com potencial
importancia na fisiologia da doenca (5). As principais teorias quanto a etiologia da

endometriose podem ser visualizadas na figura 2.

- Refluxo de células
e tecidos

o - Medula 6ssea
endometriais

- Mesenquimal

- Mesotélio - Células tronco

hematopoiéticas

- Qutros tipos
celulares

- Precursores

\ / endoteliais

Endometriose

- Disseminacio
linfatica

- Disseminagao
hematogénica

- Restos -E,
Mullerianos - ambiente
- inflamacdo
- genética

Figura 2. Teorias de patogénese da endometriose. (Adaptado de Burney et al., 2012)
(26)
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Para o definitivo diagndstico da endometriose, o padrdo ouro a ser realizado é a
inspecdo visual da pelve por via laparoscopica, exceto quando a doenca é visivel na vagina ou
em outras areas, o0 que raramente ocorre (27). Devido a necessidade de métodos sofisticados e
nem sempre disponiveis como a videolaparoscopia, para seu diagnostico definitivo, é dificil
definir a real prevaléncia desta patologia na populacéo. Outro fator que torna sua identificacao
complexa é o fato de ndo existir relagdo direta entre a presenca da doenca e 0s sintomas
apresentados pela paciente, sendo que, muitas vezes, algumas portadoras sdo assintomaticas
(28). Além disso, muitas mulheres com dor pélvica e quadro clinico sugestivo da doenca

podem ndo ter evidéncia de endometriose a laparoscopia.

A prevaléncia em mulheres assintomaticas pode variar de 2% a 50%, dependendo da
populacdo e da modalidade diagndstica utilizada (29). Palma Dias et al. (1995) demonstraram,
em um estudo realizado no servico de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), que, em pacientes com dor pélvica submetidas a laparoscopia, a
endometriose foi identificada em 56,1% dos casos, e foi 0 segundo diagnostico mais frequente

em pacientes com infertilidade (28,3%) (30).

Esta doenca acomete principalmente mulheres nuliparas. As areas do organismo com
maior prevaléncia de endometriose sdo: o fundo de saco de Douglas (figura 3), ovarios,
ligamento redondo, tubas uterinas, cérvice, vagina e trato urinario. Este ultimo é acometido
em cerca de 1% a 2% dos casos, sendo a bexiga afetada em 84% das vezes (principalmente

trigono e colo vesical) (31).
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Figura 3. LesGes endometridticas na regido do fundo de saco de Douglas (a) e no

ligamento sacrouterino direito (b) (adaptado de Nunc et al., 2011) (32).

A complexidade da endometriose resulta em alta morbidade (33). E uma doenca
multifatorial associada em geral a uma resposta inflamatoria na cavidade peritoneal (34). O
tecido endometrial ectopico tem a propriedade de responder as variagbes hormonais, sendo
que, normalmente, a dor pélvica associada a endometriose tende a ser ciclica e progressiva,
podendo tornar-se continua com a evolucdo da doenca (35). Estudo demonstrou que, nesse
processo patolégico, ha comprometimento da qualidade de vida, inclusive sexual, com

limitagdes importantes em atividades fisicas, laborais e recreativas (36).
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2.3. Sistema imunoldgico e endometriose

A endometriose estd associada a uma resposta inflamatdria generalizada na cavidade
peritoneal (34), sendo que, possivelmente, o sistema imunologico tenha algum papel em sua
patogénese. Um estudo apontou falhas na defesa imunoldgica, como alteracGes na imunidade
mediada pelas células T, que prejudicariam a capacidade de eliminacdo de células e
fragmentos endometriais em localizagbes ectdpicas na cavidade pélvica (37). Sabe-se que as
células NK desempenham importante papel no clearence dessas células ectépicas e que as
células T reguladoras teriam, portanto, papel decisivo no surgimento e manutencao da doenca
(38).

Além disso, uma série de alteragdes imunoldgicas foi identificada no fluido peritoneal
dessas pacientes (4), incluindo a presenca de um numero aumentado de macrofagos ativados
com maior producdo de citocinas e diminuicdo da atividade fagocitica (39). Mulheres com
endometriose apresentam um perfil de citocinas bastante diverso daquele encontrado em
mulheres saudaveis, com concentragcdes peritoneais elevadas de diversas citocinas, como fator
inibidor da migracdo de macrofagos, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) (38). Também foram descritas alteragdes em linfocitos B, aumento de fatores de
crescimento e fatores angiogénicos derivados das proprias lesdes, da secrecdo de macrofagos
ou ainda de outras células do sistema imunoldgico (26, 40). Alguns autores tém, inclusive,
considerado a endometriose como uma doenga autoimune devido a presenca frequente de
autoanticorpos, doencas autoimunes associadas, como diabetes tipo 1, hipotireoidismo, 1Gpus

e artrite reumatdide, e também abortos recorrentes (41).
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2.4. A dor na endometriose

Dentre os sintomas de endometriose, a dor pélvica cronica (DPC) pode ser definida
como uma dor debilitante, constante ou recorrente por um periodo superior a 6 meses. A
prevaléncia de DPC ¢é variavel de acordo com a populacdo estudada, oscilando de 3,8% na
populacdo geral (42) a até 40% em amostras de pacientes inférteis (43). A endometriose é
considerada a causa mais comum de DPC em mulheres em idade reprodutiva (23).

Os mecanismos de producdo da dor na endometriose incluem: 1) producéo e liberacdo,
por meio de células do sistema imunoldgico associadas aos implantes endometriais, de
substancias mediadoras da resposta inflamatdria (fatores de crescimento e citocinas) (44); 2)
efeitos diretos e indiretos causados pelos sangramentos dos implantes (45); 3) invasdo do
plexo neural pélvico, especialmente em implantes profundos no fundo de saco de Douglas
(46). Em algumas mulheres, a dor pode ser exacerbada pela ocorréncia concomitante de
outras condi¢des dolorosas cronicas, como sindrome do intestino irritavel, cistite intersticial,
calculos urinarios de repeticdo, vulvodinia, sindrome temporomandibular, enxaqueca e

fibromialgia.

Ainda sdo pouco conhecidos 0s mecanismos algogénicos relacionados aos implantes
ectopicos. Estudos falharam na tentativa de encontrar correlacdo entre os escores e tipos de
dor e os varios aspectos da anatomia e bioquimica dos implantes (23). Por outro lado, a mais
constante correlacdo registrada parece ser entre a gravidade da dor e a profundidade de
infiltracdo no periténio ou 6rgédos pélvicos. Sabe-se que a porcentagem de pacientes relatando
dor é maior em mulheres com implantes infiltrantes profundos em areas altamente inervadas

(como a regido uterossacra) do que em mulheres com outros tipos de implantes (47).

Estudo em modelos animais recentemente demonstrou que os implantes ectopicos
estdo associados ao desenvolvimento de inervacdo sensorial e simpatica proprias, similar a
inervacdo encontrada no uUtero de ratos saudaveis, achado que foi também mostrado em
mulheres com endometriose (48). O processo de dor crbénica provavelmente também esta
relacionado a sensibilizacdo central decorrente da ativacdo e modulacdo das fibras sensoriais

por agentes inflamatorios, possivelmente com alguma influéncia do estradiol. O estimulo
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sensibilizador inicial, modulado pelos agentes inflamatorios, levaria a uma hiperexcitabilidade
duradoura dos neurdnios no sistema nervoso central (SNC), produzindo dor crénica. A
inconsisténcia da correlacdo entre dor e os implantes ectopicos pode refletir, portanto, entre
outros aspectos, a variabilidade dos muitos fatores relacionados ao suprimento nervoso dos
implantes. A dor produzida seria variavel de acordo com o tipo de nervo, os agentes
ativadores ou sensibilizadores, os locais no SNC que recebem essas informacdes sensoriais e

o efeito modulador do estradiol (23).

Embora a remocdo cirargica dos implantes ectdpicos alivie os sintomas dolorosos em
muitas mulheres, esse procedimento pode falhar. A dor pode tornar a ocorrer mesmo sem
evidéncia de doenca residual ou qualquer outra patologia visceral e/ou somatica identificavel
(49). O uso de medicagcBes, como o0s agonistas do GnRH, utilizados no tratamento dessas
pacientes, suprime a secrecdo hipofisaria de gonadotrofinas e a consequente producdo de
esteroides sexuais, levando ao desenvolvimento de um estado hipoestrogénico sistémico. Esse
tratamento resulta na eliminacdo ou redugdo dos tamanhos dos implantes (50), sendo
geralmente efetivo na diminuicdo dos sintomas dolorosos nas mulheres com endometriose
(51), porem com efeitos adversos bastante significativos, como o aparecimento de fogachos,

reducéo da libido e ressecamento vaginal.

2.5. Endometriose e BDNF

O BDNF é uma neurotrofina amplamente expressa no SNC. Tem sido reconhecido por
seus efeitos na plasticidade sinaptica (13), estando envolvido na proliferacdo, diferenciagéo,
sobrevivéncia e morte de células neuronais e ndo-neuronais durante o desenvolvimento do
SNC adulto (14). Os niveis de BDNF plasmaticos e no fluido folicular apresentam
modificacbes dindmicas tanto durante o ciclo menstrual de mulheres férteis com ciclos
normais como na estimulacdo ovariana controlada para fertilizacdo in vitro. Além disso,
demonstrou-se que a sua concentragdo cai consideravelmente ap0s a menopausa (52-54).
Esses achados sugerem que o BDNF pode também desempenhar um papel importante na

reproducdo feminina. Experimentos envolvendo perda ou ganho de funcdo revelaram que o
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BDNF possui papel significativo na esteroidogénese, na foliculogénese, no desenvolvimento
folicular precoce, na extrusdo de corpos polares e na ovulagao (55-58).

Poucos estudos avaliaram a expressdo de BDNF na endometriose. O BDNF é
sabidamente um regulador positivo de antioxidantes e bloqueia o desenvolvimento do estresse
oxidativo, processo recentemente implicado na patogénese da endometriose. Tem sido
sugerido que as espécies reativas de oxigénio podem promover o crescimento e a adesdo das
células endometriais na cavidade peritoneal e levar a infertilidade (59-61). Portanto, nédo
apenas a localizacdo do BDNF no sistema enddcrino reprodutivo, mas também sua potencial
atividade sobre o estresse oxidativo, sugerem um possivel papel do BDNF na patogénese da
endometriose e na infertilidade associada.

Recentemente, identificou-se a expressdo de RNAm de BDNF em endometriomas e
endométrio eutdpico de mulheres com dor cronica relacionada a endometriose (62).
Demonstrou-se também haver elevacdo significativa nos niveis de BDNF nessas pacientes
(63). Essas evidéncias indicam que o BDNF possa ser um modulador do crescimento neuronal
no endométrio das pacientes com endometriose, podendo, dessa forma, contribuir para os

sintomas dolorosos nessa populacédo (63).

O papel do BDNF na patogénese da endometriose e sua relagdo com outros
biomarcadores, incluindo citocinas inflamatérias e melatonina, ndo estdo completamente
elucidados. O BDNF parece estar envolvido em reacGes inflamatérias, tendo sua producao
aumentada em resposta a citocinas pro-inflamatérias, como IL-2 e I1L-6 (64, 65). Evidéncias
crescentes indicam que o BDNF também é um importante modulador da neurotransmissao

sensorial nas vias nociceptivas (66).

Embora alguns estudos tenham relatado que o BDNF possa exacerbar comportamentos
indicativos de dor (67), diversos outros trabalhos tém enfatizado um papel antinociceptivo.
Variados tipos de processos algicos, incluindo dor visceral (68), inflamatoria (69), e
neuropatica (70) aumentam a sintese de BDNF e de seu receptor TrkB no ganglio da raiz

dorsal da medula, demonstrando um aparente efeito antinociceptivo (68). Portanto, a relagédo
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entre BDNF e dor é bastante complexa, necessitando de maiores esclarecimentos em alguns

pontos.

2.6. Melatonina

A melatonina, ou  N-acetil-5-metoxitriptamina, € um  neuro-horménio
predominantemente produzido pela glandula pineal nos periodos de auséncia de
luminosidade; possui efeitos anti-inflamatérios, analgésicos e antioxidantes. A pineal é
inervada pelo sistema nervoso simpatico, o qual estimula a producdo de melatonina e

determina seu pico fisioldgico noturno (6, 7).

Os primeiros estudos avaliando a participacdo da glandula pineal na resposta
inflamatdria datam da década de 1990. Através de estudos em modelos animais (71),
demonstrou-se que a producdo noturna de melatonina dependia ndo somente da sinalizacao
noradrenérgica, mas também da corticosterona produzida pela medula adrenal (72). A partir
destes resultados, suscitou-se a hipotese de que a pineal € responsiva a glicocorticoides e que,
durante o processo inflamatério, a producdo de melatonina seria influenciada pela acdo
facilitadora dos corticoides. Estudos subsequentes utilizando cultura de células da glandula
pineal estimuladas por noradrenalina evidenciaram que a resposta na producdo de melatonina
depende da concentracdo de corticosterona, sendo que baixas concentracGes potencializam,
enquanto altas concentracfes inibem a producdo de melatonina induzida por noradrenalina.
Evidéncias de estudos experimentais e de estudos clinicos tém sugerido que outros
mediadores da inflamagdo e do estresse também interfiram na secrecdo de melatonina.
Demonstrou-se que, no inicio da resposta inflamatoria, a producéo noturna de melatonina pela
glandula pineal é silenciada, passando a melatonina a ser produzida localmente com o

objetivo de combater o agente injuriante (9).

Logo, enquanto a corticosterona potencializa a producdo de melatonina induzida por
noradrenalina em células pineais de rato em cultura, a ativacdo induzida por TNF-a (que
ocorre nos processos inflamatorios) a inibe. A partir deste conjunto de dados, é evidente que a

dosagem de 6-sulfatoximelatonina urinaria pode expressar o estado modular adrenérgico no
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eixo imune-pineal, mas também refletir o efeito modulador negativo de mediadores

inflamatdrios neste eixo.

A endometriose é uma doenca inflamatoria imunomediada e pode estar relacionada a
desregulacdo do sistema temporizador enddgeno, cujo principal marcador é a melatonina.
Partindo desta premissa, diversos estudos tém testado a melatonina no tratamento de
condigdes que cursam com dor tanto aguda quanto cronica. Demonstrou-se que ela possui
efeito analgésico em pacientes com cefaleia (73), refluxo gastro-esofagico (74), fibromialgia

(75) e dor aguda p0s operatoria (76-80).

2.7. BDNF e melatonina

A relacdo entre melatonina e BDNF ndo é completamente conhecida, porém
importantes avancos tém ocorrido nesse campo. Sabe-se que melatonina e BDNF
compartilham alguns efeitos de neuroprotecdo. O BDNF é sabidamente um regulador positivo
de antioxidantes e blogueia o desenvolvimento do estresse oxidativo, protegendo neur6nios
contra danos causados pelo mesmo em modelos experimentais (81, 82), efeito também

descrito para a melatonina.

Neurdnios de mamiferos expressam receptores MT1 e MT2 de melatonina acoplados a
proteina G, os quais medeiam os efeitos neuronais da melatonina (83). Tem sido sugerido que
a melatonina e seus receptores possam ter algum papel no neurodesenvolvimento e na
regulacdo de fatores neurotréficos (84, 85). In vitro, a melatonina promove a viabilidade e
diferenciacdo de células-tronco neuronais e aumenta a producdo de BDNF, o que é atribuido a
sua acao em receptores MT1 (86). Também o tratamento crénico com agomelatina, agonista
dos receptores de melatonina MT1 e MT2, e antagonista do receptor 5-HT2C, causa up-
regulation de fatores neurotroficos, incluindo o BDNF (87). Recentemente foi demonstrado
que a administracdo de N-acetilserotonina (NAS), que é um precursor da melatonina, leva a
ativacdo do TrkB, receptor de BDNF (88), o que poderia possivelmente explicar algumas de

suas agées em comum.
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2.8. 6-Sulfatoximelatonina

A melatonina sérica é rapidamente metabolizada, principalmente no figado (89), e
excretada pelos rins como 6-sulfatoximelatonina (aMT6s), seu principal metabdlito urinario.
Ao contrério das amostras isoladas de melatonina plasmatica ou urinaria, as dosagens de
aMT6s pela manha refletem acuradamente os picos plasmaticos da concentracdo de
melatonina na noite (90), o que a torna um marcador bastante Util, especialmente em estudos
epidemiologicos em larga escala. Demonstrou-se que a medida isolada de 6-
sulfatoximelatonina urinaria matinal, mesmo a longo prazo, € um marcador fidedigno para os

niveis de melatonina em mulheres pré-menopausicas (91).

Além da maior facilidade de afericdo, uma vez que é um método ndo-invasivo,
podendo a urina ser colhida pela propria paciente em sua casa, apresenta estabilidade quimica
bastante adequada para armazenamento das amostras. A estabilidade da aMT6s na urina
observada é de até 5 dias em temperatura ambiente, 0 que é particularmente importante

guando se realizam estudos com individuos em seus ambientes sociais (92).

Diversos estudos utilizam os niveis urinarios de aMT6s como substitutos para 0s
niveis plasmaticos de melatonina, porém poucos a correlacionaram com desfechos clinicos.
Estudo de Hidalgo et al. (2011), demonstrou que a excre¢do de aMT6s € um preditor de
desfechos clinicos na depressdo, especialmente em relagcdo a responsividade ao tratamento

com inibidores da recaptacdo da noradrenalina (93).

Ainda que ndo existam trabalhos avaliando a excre¢do de aMT6s na endometriose, sua
excrecdo ja foi aferida em outras condi¢cbes morbidas. Entre os pacientes com enxaqueca
cronica, demonstrou-se diminui¢do dos niveis de aMT6s durante os ataques agudos, porém
sem diferenca entre os individuos com a doenca que estavam sem dor no momento da afericdo
(amostras de urina de 12h) (94). J& em individuos com cefaleia em salvas, ndo houve
diferenca entre os niveis diurnos e noturnos de aMT®6s, ao contrario dos controles, sendo 0s

niveis noturnos significativamente menores mesmo durante os periodos de remissao (95).
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3. MARCO TEORICO

A partir do conjunto de dados apresentado, ressalta-se o envolvimento do eixo HPA,
mas especificamente da melatonina na regulacdo de mudltiplas fungdes, incluindo efeitos
analgesicos, anti-inflamatorios e antioxidantes. Observa-se também que o BDNF, além de
suas acOes de neuroprotecdo e neuroplasticidade, apresenta efeito de regulacdo positiva
(upregulation) de substdncias antioxidantes, contribuindo para o controle do estresse

oxidativo, processo recentemente identificado na fisiopatogenia da endometriose.

Ambos os marcadores citados parecem estar envolvidos, ou pelo menos relacionados a
fisiopatologia desta condicdo, sendo que a relacdo entre os dois ndo é totalmente clara. O
BDNF parece estar envolvido na regulacdo de muitas funcdes do eixo HPA. Portanto, é
cabivel uma andlise da relagdo entre o eixo HPA e o BDNF na endometriose para uma
compreensdo mais completa e exata da doenga. No presente trabalho, avaliou-se os niveis de
aMT6s urinaria em pacientes com dor pélvica cronica associada a endometriose,

correlacionando-os com os niveis de BDNF, cortisol salivar e citocinas (IL-6 e 1L-10).
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4. JUSTIFICATIVA

A partir desta revisdo literaria, observa-se que, apesar dos avancos no estudo da
funcdo imune-pineal e de diversos mediadores como BDNF, cortisol salivar e citocinas IL-2 e
IL-10 no contexto de condicBes patoldgicas, ainda existem poucos trabalhos abordando esses
marcadores de forma conjunta. Esse aspecto ainda nao foi abordado na literatura em relacéo a
endometriose. Considerando-se a relevancia social do problema, uma vez que a endometriose
leva a prejuizo e sofrimento aos individuos e a sociedade, se justificam estudos inovadores
que possam proporcionar avango na compreensdo da fisiopatogenia da doenca, possibilitando

incrementos no processo diagndstico e terapéutico.

Caso esse estudo demonstre a disfuncdo do eixo neuro-imune-pineal, abrem-se
caminhos para possiveis novos alvos diagnosticos e terapéuticos. O interesse sobre este topico
pauta-se na premissa de que a condicdo dolorosa cronica constitui grande parte da procura a
atendimento médico, sendo a maior parcela nos servicos de atencdo primaria a sadde. Assim,
0s mecanismos envolvidos na geracdo, modulacdo, amplificacdo e perpetuacdo da dor, sdo
importantes como base para um programa terapéutico abrangente para tratamento e
reabilitacdo. A partir disso, entende-se que mais estudos serdo necessarios para a

compreensdo desse processo complexo.
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5. OBJETIVO

5.1. Objetivo principal

o Verificar se a secre¢cdo de melatonina, por meio da excrecdo do metabolito
aMT®6s, esta correlacionada com os niveis de BDNF no soro de pacientes com endometriose.

5.2. Objetivos secundarios

o Correlacionar os niveis de BDNF e aMT6s com intensidade da dor, cortisol
salivar e marcadores inflamatdrios (IL 6, IL 10 e TNF);
. Correlacionar os niveis dos marcadores inflamatérios (IL-6, IL-10 e TNF) com

intensidade da dor, aMT6s, BDNF e cortisol salivar.
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ABSTRACT

The brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and melatonin turnover has been involved in the
endometriosis-associated chronic pelvic pain (EACPP). We run this study to understand whether
melatonin secretion, indexed by urinary 6-sulfatoxymelatonin (aMT6-s), is correlated with BDNF
controlling to other factors such as tumor necrosis factor (TNF), interleukin 6 (IL-6), interleukin 10
(IL-10), cortisol or pain index. Twenty females, aged 18 to 45, with chronic pelvic pain and
endometriosis diagnoses by videolaparoscopy, were analyzed. Differences in the temporal patterns of
aMT6-s and salivary cortisol according to time-of-day intervals suggest that both presented
physiological patterns of flotation. The dispersion of mean aMT6-s obtained every 6 h fitted a
guadratic curve of polynomial regression accounting for 43% of the variance in the excretion profile.
Increases of 1 ng/mL in serum BDNF led to a mean change in aMT6-s of -14.34 [confidence interval
(Cl) 95% (-24.09 to -4.59)] or vice versa, while increases of 1 ng/mL in serum TNF led to an
increment of the mean aMT®6-s excretion by 1.32 (Cl 95%, 0.65 to 1.98). aMT6-s was not associated
with interleukin (IL-6), interleukin (IL-10) or pain index. Therefore, we found that serum BDNF is
inversely correlated with aMT6-s, while levels of serum TNF are positively correlated with aMT6-s.
These findings demonstrated that the interaction and relations of BDNF and melatonin secretion in
endometriosis are complex and that further longitudinal studies are needed to elucidate how these

systems interact over a longer term.

Key words: melatonin; 6-sulfatoximelatonin; BDNF; TNF; endometriosis.
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INTRODUCTION

Endometriosis in the United States has an estimated prevalence that ranges from 2 to 50%
[32]. It is an estrogen-dependent disease associated with chronic pelvic pain (EACPP) and infertility.
Accordingly, previous experiments have shown that the brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is
involved in the regulation of many functions carried out by the hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA)
axis [28], as well as may have a role in the pathophysiology and pathogenesis of endometriosis [4, 5].
BDNF mRNA expression has been found in ovarian endometriomas and in ectopic endometrium in
advanced stages of endometriosis [4, 5], and estrogen has been implicated in increases in BDNF
during the estrous cycle [3]. Another way to explain the involvement of BDNF in endometriosis is
through its involvement in inflammatory reactions [39], where its production is increased in response
to pro-inflammatory interleukins. Together, these findings suggest that BDNF levels may constitute a

neurobiological mechanism underlying EACPP.

The BDNF may be involved in endometriosis pathophysiology through its role in
neuroendocrine control in conjunction with melatonin. Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine)
plays an important role in the regulation of physiological functions, including those of the
reproductive system [35]. In addition to identifying the systemic activity of melatonin, studies have
shown the presence of melatonin receptors (MT1 and MT2) in follicles [35], which supports the

hypothesis of its role in ovarian physiology.

Also, the BDNF’s effects on different signaling pathways along the hypothalamic-pituitary-
gonadal axis seem to reflect its intrinsic control over the reproductive system. Owvulation and
inflammatory response are similar in their production of reactive oxygen species [10]. It seems that
melatonin and the presence of BDNF in follicular fluid are related to the modulation of damage from
reactive oxygen species [36] or other processes, such as mitogen-activated protein kinase (MAPK)
pathways. Additionally, in an experimental study, BDNF induced the activation of N-Methyl-D-
aspartate (NMDA) receptors in dorsal spinal horn neurons [14]. In another experiment, the neurotoxin

mycotoxin 3-nitropropionic acid (3-NP) also increased BDNF and neuronal excitability; whereas
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melatonin reversed this effect [37]. These results seem mixed, since in the case of intact cells, other
investigators have found that melatonin increases the BDNF level [21, 29]. Thus, in this study we
tested the hypothesis whether melatonin secretion, indexed by urinary 6-sulfatoxymelatonin (aMT6-s),
is associated with BDNF in EACPP. To answer this question, we assessed the correlation between
aMT6-s (outcome) and serum BDNF controlling to other factors such as tumor necrosis factor (TNF),

interleukin (IL-6), interleukin (IL-10), cortisol and pain index.

METHODS
Patients

All patients provided written informed consent to participate in this cross-sectional study. It
was approved by the Research Ethics Committee at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
and was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki. We recruited 20 patients, aged 18
to 45 years old, complaining of pelvic pain from the gynecology outpatient clinic at the HCPA and by
newspaper advertisements. All patients had diagnoses of endometriosis confirmed by laparoscopic
surgery in a pelvic pain investigation by the same investigator (JSLC). We excluded patients with
diagnosed malignancies, uterine myomas, ovarian cysts and inflammatory pelvic disease, as well as
those who were pregnant. Patients with histories of neurologic or oncologic disease, alcohol or other
substance abuse in the past 6 months or a regular intake of antidepressants or anticonvulsants that
could not be discontinued at least fifteen days prior to the start of the study were not included.

Additionally, were excluded patients who were undergoing hormonal therapy or had irregular cycles.

Initially, we aimed to include 20 patients. Post-hoc sample size calculation shows that this
sample size would detect an effect size (R?) of 0.43 having three independent variables in the model,

80% statistical power level and 5% error.



41

Dependent and independent variables

The dependent variable was melatonin secretion indexed by aMT6-s. Serum BDNF was the

independent variable of main interest.

Urine collection and determination of 6-sulfatoxymelatonin

The subjects were instructed to void their bladders upon rising in the morning and to collect all
of their urine during the next 24 h, including the complete sample produced the next morning. The
subjects were not required to void their bladders at exact times but noted the collection time such that
the samples from each patient could later be grouped into specific periods. Each urine void was
collected in a different vial (25-mL plastic containers), and all vials were collected from the patients’
homes on the second morning and delivered to the laboratory. The aliquots from each patient were
then pooled together according to the time of voiding: morning (06:00-12:00 h), afternoon (12:00-
18:00 h), evening (18:00-24:00 h) and night (24:00-06:00 h); poured into a plastic bottle and

centrifuged (2000 g, 5 min), and the supernatant was stored at -20 °C until assayed.

The concentration of aMT6-s in the pooled samples (divided into four periods as described
previously) was determined by enzyme immunoassay (Bulhmann ELISA kit, Alpco Ltd, Windham,
NH, USA) using a microtiter plate reader (450 nm, Micronal B-380). The total amount of aMT6-s
excreted by each patient over 24 h was estimated by the sum of the concentrations determined in the 6-

h intervals [16].

Serum collection and assays

Samples of blood were collected and centrifuged in plastic tubes for 10 min at 5000xg at 4 °C.
Serum was obtained and frozen at —80 °C until assays were performed. The levels of biomarkers in
blood serum samples were determined using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Kkits,

according to the manufacturer’s instructions for BDNF (Chemicon/Millipore, catalog no. CYT306—
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lower detection of 7.8 pg/mL), TNF (Invitrogen, catalog no. KHC3011—lower detection of 1.7

pg/mL), IL-6 (IBL International, catalog no. BE53061—lower detection limit of 0.92 pg/mL) and IL-

10 (Invitrogen, catalog no. KHC0101—Ilower detection limit of 1 pg/mL).

Cortisol salivary level

Salivary samples were collected at 08:00 h, 16:00 h and 22:00 h by having participants chew on a
cotton swab (Salivettes; Sarstedt, Numbrecht, Germany) for 30 seconds. Supernatants were then collected
and stored at —20 °C until assayed. Salivary cortisol was determined using an ELISA kit from DRG
Instruments GmbH (Wiesbades, Germany) and a Chiron Diagnostics ACS:180 analyzer (Bayer
HealthCare Diagnostics, Tarrytown, NY, USA). The lower detection limit was 2.5 pg/mL, and the lower

limit of detection was 0.4 nmol/L.

Pain, demographic characteristics and psychological state

Two independent medical examiners who were blind to the group assignments administered
the pain scales and conducted psychological tests. All of the psychological tests used in this study
were validated for the Brazilian population. Baseline depressive symptoms of the patients were
assessed using the Hamilton Depression Scale [15], and sleep quality was assessed using the
Pittsburgh Sleep Quality Index [6]. Psychiatric disorders were evaluated with the Structured Clinical
Interview for DSM-IV Axis | Disorders (SCID-I) [23], and anxiety was measured using the refined

version of the Rasch analysis of the State-Trait Anxiety Inventory (STAI) [18].

Pain index was constituted by a cumulative score measured on Visual Analog Scale (VAS)
from zero (absence of pain) to 10-cm (worst pain) in these four questions: (i) How intense was your
worst pain during the last 24 hours?; ii) How intense was your pain during your menstrual period?;
iii) How intense was your pain during intercourse?; iv) How intense was your pain during

defecation?; and v) How intense was your pain during urination?
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The analgesic intake [acetaminophen, non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) or

opioids] was also recorded.

Statistical analysis

For each time point, cortisol analyses were performed on each of the three separate cortisol
measurements. We obtained data on the area under the curve (AUC) and a slope was calculated by
fitting a linear regression line for each participant, which predicted cortisol values throughout the 24-

hour interval.

To understand which variables would be critically involved with melatonin secretion as
assessed by aMT®6-s, we initially selected variables that would be associated with aMT6-s using
Spearman's rank correlation coefficient (r;). The dispersion of the mean of urinary 6-
sulfatoxymelatonin obtained every 6 h was calculated by fitting a quadratic curve through polynomial
regression, which predicted the 6-sulfatoxymelatonin-excretion profile throughout 24 h. Because of
the within-subject correlation of repeated, longitudinal measurements, analysis of variance and
ordinary least squares were invalid approaches to analyzing the data. To account for intercorrelations,
we fitted a linear mixed-effects model (LME). In our model, the observational unit was the
combination of subject and time point. Covariates, such as time point, BDNF, TNF and age, entered
the model as fixed effects. For LME, mean differences were reported, and aMT6-s average curves
were plotted to describe the adjusted effect of serum BDNF, TNF and age. LME was used to estimate
urinary aMTG6-s variations and salivary cortisol throughout the day. Bonferroni’s test for post-hoc

multiple comparisons was used to identify differences between each time point.

RESULTS

Patient characteristics

The clinical and demographic characteristics of the patients are shown in Table 1.
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Cortisol salivary level

Using a LME model followed of Bonferroni's test, an effect of time was detected (F = 4.51; P
= 0.02). Morning cortisol concentrations [19.22 + 10.70 (ng/mL)] were significantly higher than

afternoon [14.00 £ 7.74 (ng/mL)] and nighttime concentrations [13.32 + 9.34 (ng/mL)], respectively.

Melatonin secretion assessed using urinary 6-sulfatoximelatonin

The Spearman's Rank Correlation between biomarkers and 6-sulfatoximelatonin excretion
profile (ng/mg of creatinine) in the 24:00-t0-6:00 interval (aMT6-s) was the following: 1L-10 (r;
=0.15), 11-6 (rs = 0.08), cortisol salivary level (area under the curve) (rs=0.15), TNF(rs =0.36) and pain
index (r; =0.33). Only the correlation between aMT6-s and BDNF was significant (rs =-0.55 (P

<0.001).

Figure 1 shows the dispersion of the mean aMT6-s excretion obtained every 6 h. Differences
in the temporal pattern of the aMT6-s, according to the time-of-day intervals are presented in table 2.
The model accounted for 43% of the variance across the aMT6-s excretion profile (ng/mg of

creatinine) using 6-h intervals.

DISCUSSION

The present findings highlight that melatonin secretion is modulated negatively by BDNF and
positively by TNF (Table 2). This relationship between BDNF and EACPP is plausible because this
neurotrophin plays a major role in inflammatory pain and in central nociceptive modulation [26].
BDNF acts on central synapses of pain pathways [30] and it is upregulated in the dorsal horn
following peripheral inflammation [20, 39]. Thus, the BDNF-trkB receptor system might provide a

therapeutic target for chronic pain states with limited treatment options such as EACPP.
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Although the explanation of inverse correlation between BDNF and aMT6-s is not clear, these
findings support the hypothesis that they had a better control of their inflammatory condition. This
hypothesis is supported by clinical evidences in which anti-TNF treatment was related to a down
regulation of BDNF [12]. Accordingly, an over expression of neurotrophins may actually be involved
in the modulation rather than the induction of inflammatory responses [25]. In this context, several
lines of evidences support the involvement of BDNF in EACPP: First, reports that the hypothalamus
and the anterior pituitary gland play important roles in the regulation of the reproductive system by
melatonin [9]. Borghese et al. (2010) found overexpression of neurotrophins in all endometrial lesions
[4] and other studies have shown that plasma BDNF levels change during the menstrual cycle and that
their concentrations fall steadily after menopause [2, 27, 34]. Also, experiments involving gain or loss
of function have shown that BDNF enhances steroidogenesis, folliculogenesis, early follicular
development, polar body extrusion, and ovulation [17, 19, 22, 33]. Second, this hypothesis is
supported by a recent report that BDNF polymorphism might increase risk for stage HI-IV
endometriosis and endometriosis-related infertility [41]. Third, we demonstrated in recent randomized
clinical trials, that melatonin reduced the serum BDNF levels in endometriosis [40]. Fourth, since the
BDNF serves as a molecular “sensor” for neuronal excitability and is involved in maladaptive
neuroplasticity processes, there is a possibility that melatonin interrupts those responses. Thus,
melatonin might prevent amplification of sensory signals to the pain matrix by neuronal, endocrinal

and immune mechanisms [13].

Considering that macrophage-derived products, such as TNF, IL-1p and IL-12 integrate this
cascade of responses [1], it is possible that BDNF and melatonin have reciprocal mechanisms that
auto-regulate their secretions under the influence of TNF. This is plausible because the melatonin
anti-inflammatory effect could be due to anti-inflammatory activity at peripheral sites marked by
inhibition of the release of pro-inflammatory cytokines [7, 31] and by the rolling and adhesion of
neutrophils to the endothelial layer [24]. BDNF seems to be involved in inflammatory reactions [20,

39] and its production is increased in response to pro-inflammatory cytokines such as TNF.
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The differences in the temporal patterns of aMT6-s according to the time-of-day intervals
suggests that the melatonin secretion by the pineal gland is preserved. Although this pattern is
disrupted by the increase of TNF in the initial phase of the inflammatory response [38], this effect on
endocrine melatonin surge is transient. In chronic inflammatory conditions, occurs an increase the
paracrine melatonin surge in immune-competent cells and astrocytes [8]. The paracrine melatonin
surge is a possible physiological mechanism of shutting down of the inflammatory response. This is
plausible because experimental and clinical data showed that melatonin reduces pro-inflammatory
cytokines including IL-6, IL-8, and tumor necrosis factor TNF. Hence, melatonin improves the clinical

course of illnesses which have an inflammatory etiology [11].

Although the design used in this study is not ideal for inferring a direct causal relationship, it
permits us to investigate interactions among BDNF, melatonin secretion and TNF in patients with
EACPP. In summary, we found that melatonin secretion is modulated negatively by BDNF—or vice
versa—and positively by TNF. Several factors may explain these findings, such as the effects of
estrogens on BDNF and melatonin secretion. Finally, the pathways by which endometriosis can be
regulated are numerous, and the small number of subjects is this study can explain its low power for
detecting some correlations, possibly resulting in type Il error. Finally, these findings indicate that the
interaction and relationship between BDNF and melatonin in endometriosis is complex and that
further longitudinal studies are needed to elucidate how these systems interact over a long period of

time.
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Table 1. Characteristics of the sample and biomarkers levels (n = 20).

Characteristics

Mean £ SD or (%)

Age (years)

Smoking (n / %)

Clinical Comorbidity
Hypertension
Hypothyroidism
Asthma
Other

Education (years)

Endometriosis stage

|
|
il
v

Global pain functional index

Pittsburgh Sleep Questionnaire

Hamilton Depression Scale

Psychiatric disease (SCID-I)
Depression
Anxiety

Daily use of analgesics
Acetaminophen/Dipirone
NSAID
Opioid
Serum IL-10 (ng/L)

Serum IL-6 (ng/L)

Serum BDNF (pg/mL)

Serum TNF (pg/mL)

Salivary cortisol in the morning (ng/mL)
Salivary cortisol in the afternoon (ng/mL)

Salivary cortisol at night (ng/mL)

Urinary 6-sulfatoximelatonin (ng/mg) 2400-0600 h

38.6 6.03
3 (15%)

7 (35%)

2 (10%)

2 (10%)

2 (10%)

3 (15%)
102425

3 (15%)

3 (15%)

9 (45%)

5 (25%)
103+7.3
15.8+8.2
17.9+10.0
11 (55%)

7 (35%)

11 (55%)

17 (85%)

12 (60%)

9 (45%)

2 (10%)
2.98+1.13
1.10 +0.43
22.98 + 8.09
11.92 + 6.86
19.22 + 10.70
14.00 + 7.74
13.32+9.34
64.46 + 44.46

Structured Clinical Interview for DSM-1V Axis | Disorders (SCID-I)
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Table 2. Linear mixed-effects model estimates using fixed effects. Comparison
between 6-h intervals over 24-h 6-sulfatoxymelatonin (aMT6-s) excretion

(ng/mg of creatinine) profiles (n=20).

Std.

Fixed effect Estimate Error T P 95% CI
Intercept 111.56 17.22  6.47 0.001 (76.55 to 146.57)
6-sulfatoximelatonin (ng/mg)

-39.58 11.09 -3.57 0.001 (-62.34 t0 -16.82)
06:01-12:00 h
6-sulfatoximelatonin (ng/mg)

-54.62 10.06  -5.43 0.001 (-75.56 t0-33.67)
12:01-18:00 h
6-sulfatoximelatonin (ng/mg)

-56.55 9.76 -5.79 0.001 (-77.04 to -36.08)
18:01-24:00 h
6-sulfatoximelatonin (ng/mg)

0(a)
24:01-06:00 h
BDNF serum level -14.34 4.67 -3.07 0.006 (-24.09 to -4.59)
TNF serum level 1.32 0.32 4.18 0.001 (0.65t0 1.98)
Age (years) -0.37 0.19 -1.94  0.067 (-0. 77 t0 0.03)

The intercept corresponds to the effect of the aMT6-s (ng/mg) 24:01-06:00-h interval, which is the
comparator for all effects. Coefficients in these models are multiplicative rather than additive: e.g.,
the aMT6-s (ng/mg) coefficient of -56.55 for the interval 18:01-24:00 h corresponds to a decrease in

mean aMT6-s compared with the interval 24:01-06:00 h.
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Figure 1. Quadratic curve from polynomial regression of 24-h 6-
sulfatoxymelatonin (aMT6-s) excretion (ng/mg of creatinine) profiles to each 6-

h interval (n = 20).
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8. CONCLUSOES

Este estudo transversal demonstrou que os niveis séricos de BDNF estdo inversamente
correlacionados com a secre¢do de melatonina, enquanto este metabdlito estd positivamente
correlacionado com TNF sérico. Os niveis de aMT6 ndo estavam associados com as citocinas
avaliadas ou com a intensidade da dor. Entretanto, a diferenca no padréo temporal de variacao
em 24 horas de aMT6s e cortisol salivar de acordo com o periodo do dia sugere que ambos 0s
eixos apresentaram um padrdo fisioldgico de flutuacdo. Esses achados demonstram que a
interacdo entre BDNF e melatonina na endometriose é complexa e que estudos longitudinais
posteriores sdo necessarios para elucidar a interacdo entre esses sistemas em longo prazo.
Estes dados nos permitem um avango no conhecimento dos mecanismos fisiopatoldgicos da

endometriose para investigar novas abordagens terapéuticas.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir das evidéncias deste trabalho, 0 assunto nos instiga a maiores esclarecimentos
do funcionamento dos sistemas envolvidos na fisiopatogenia da endometriose. Do mesmo
modo, este estudo é um seguimento de pesquisas feitas anteriormente no grupo de pesquisa de
Dor e Neuromodulacdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Espera-se solidificar uma
linha de pesquisa interdisciplinar que integre o estudo da cronopatologia de condigdes
cronicas a resposta imunoinflamatéria, possibilitando base teérica para futuros estudos. Além
disso, contribuir com a pesquisa brasileira a fim de obter resultados significativos na

formacdo de novos académicos, mestres, doutores e pos-doutores.
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Anexo A — Consentimento Livre Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Titule: CORRELACAQ ENTRE 0S5 NIVEIS DE 6-SULFATOXI-MELATONINA URINARIA E A
GRAVIDADE DOS SINTOMAS NA ENDOMETRIOSE.

Numero do protocole:

Instituicao: Hospital de Clinicas de Porto Alegre- HCPA

Pesquisador Responsavel: Dr. Wolnei Caumeo - 9981-3977 [Coordenador do grupo de
cronofarmacologia, Dor e neuromodulacéon),

Comité de pesguisa e Etica em sande do HCPA; [51] 3350-8304

Nome da Paciente: . e
Responsavel pela aplicago do TCLE: .
Vooé esti sendo convidado (a) a participar, se quiser, de um estudo denominado de:

Correlacao entre os Niveis de 6-Sulfatoxi-Melatonina Urinaria e a Gravidade dos Sintomas na
Endometriose.

A sua participagdo & voluntdria e caso decida ndo participar deste estudo, o seu atendimento
clinico néo seri prejudicado.

Este Termo de Consentimento & elaborade em duas vias, sendo gque uma ficard com a
senhora.

1. OBJETIVOS DESSE ESTUDO

Correlacionar os Niveis de 6-Sulfatoxi-Melatonina Urinaria e a Gravidade dos Sintomas na
Endometriose.

2.EXPLICACAO DOS PROCEDIMENTOS

A senhora participou do estude Fungéo do eixo imune-pineal na Endometriose ¢ suas amostras de
sangue, urina e saliva foram armazenadas e serfo utilizadas neste projeto de pesquisa de dor por
endometriose. Solicitamos a sua autorizaco para que £ssas amostras sejam armazenadas e para
utiliza-las, posteriormente, em outros estudos aprovados pelo Comité de Etica.

3. POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

A senhora terd o desconforto de vir assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,

4. possivEIs BENEFiCIOS DESTES ESTUDOS

Com esse estudo espera-se solidificar uma linha de pesquisa entre varias dreas que integre o estudo
da cronopatologia de condigdes dolerosas cronicas e o eixo imune-pineal, avaliade por meio dos
niveis urindrios de 6-sulfatoximelatonina com os niveis de dor.

§.DIREITO DE DESISTENCIA

A 8r* pode desistir de participar a qualquer momento. Suas decisdes de nao participar ou de deixar
a pesquisa, depois de iniciada, ndo afetard seu atendimento posterior.

6. PRIVACIDADE

Todas as informacdes obtidas deste estudo poderao ser publicas com finalidades cientificas,
preservando os dados de identificacio.

7. RESSARCIMENTO

A senhora nao terd custos ao participar desta pesqguisa,

8.CONBENTIMENTO

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

{ | Sim, autorizo o armazenamento € a utilizacdo das amostras de sangue, uring e saliva.

[ | Nao, solicito que as amosiras sejam descartadas

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador

Porto Alegre, de de20_ .

HCPA / GPPG
E!ERSﬂa} APROVADA




Anexo B — Questionario demografico

Nome:

Data: Entrevistador:

No banco:

Testagem:

QUESTIONARIO DEMOGRAFICO s

Fone Residencial: Celular: CEP:

Profissio:

End Comercial:

Comercial:

Situacio funcional: 0 Ativa 0 Desempregada 0 Em beneficio

Fone

Caso nio possa ser encontrado falar com (recado):

Nome:

Relacionamento:

Residéncia:

1

2

O e = oy L e W

11

Peso (Kg): Altura (cm):
Estado ciwil: (1) solteira
Sexo: (1) Masculino
Escolaridade (anos de estudo):

(2) casada (3) separada (4) Divorciada

(2)Feminino

Empregado (1) Sim

Profissio:

(2) Ndo

Turno de atividade: (HM @T

Fuma? (1) Sim

3N (4) INSS (Aposentada ou encostada)
(2) Nzo

Quantos cigarros por dia? (NUMERO DE CIGARROS, NAO CARTEIRAS)

Consome bebida alcodlica? (1) Sim

Vocé ja usou alguma droga? (1) Sim

(2) Néo
(2) Nao

SE RESPOSTA POSITIVA, PROSSEGUE AS PERGUNTAS ABAIXO

Droga

Freqiiéncia de uso Duracio do uso:

Maconha

Haxixe

Cocaina

Crack

Alucindgenos (LSD, cha de cogumelo)

Solventes volateis (Cola, Lolé, Lanca-perfume)

Anfetaminas (Hipofagin, Inibex, Ecstasy, Ritalina,

Qutras (especificar)

12

Vocé tem alguma doenca diagnosticada?

(1) Sim (2) Nio

Doenca

(1) Sim (2) Nio

Hipertenséo

Infarto

Insuficiéncia cardiaca

Dhabetes

Doenca da tiredide

Epilepsia

Asma

59



| Outras (ESPECTFIQUE)

13 | Tem diagnostico de doenca dos nervos (realizado por médicos) (1) Sim (2) Nao
14 | Qual o diagnostico?
15 | Ha quanto tempo tem o diagnostico?(MESES):
16 | Usa remedio para os nervos? (1) Sim (2) Nio
(1) Antidepressivo triciclico (5) Benzodiazepinico
. . (2) Antidepressivo serotonérgico (6) Carbamazepina
17 | Se usa qual (is) o .
(3) Inibidor da MAO (7) Fenobarbital
(4) Buspirona (8) Acido valproico
18 | Regido de maior dor?
(1) nas ultimas duas semanas (3) apartirde 1 a 2 anos
19 Quando foi a primeira vez que vocé (2) dots a trés meses (6) a partir 2 a 3 anos
notou a presenca dessa dor? (3) a partir de 3 a 6 meses (7) Ha mais de 5 anos
(4) a partir de 6 meses a 1 ano (8) Nio se aplica
20 | Toma algum remédio para dor? (1) Sim (2) Nao
Medicamento | Quantidade | Freqiiéncia | %0Alivio da dor
21 Vocé ja procurou um servigo de
emergéncia devido a dor? (1) Sim (2) Nio
22 Vocé ja foi hospitalizado devido a dor? (1) Sim (2) Nio
WVocé ja recebeu ou recebe beneficios
23 | financeiros devido a sua dor?(encostado,
em beneficio) (1) Sim (2) Nio
WVocé ja recebeu ou recebe beneficios
24 | financeiros devido a sua dor?(encostado,
em beneficio) (1) Sim (2) Nio
(1) Inicio da manh3 (5) A noite
. o (2) Final da manhi (6) Durante o sono
25 Em que hora do dia a sua dor € pior? . .
(3) Inicio da tarde (7) Nao vania
(4) Fim da tarde (8) Vana, mas ndo tem hora
o (1) todas as noite (3) algumas noites
26 | A dor lhe atrapalha para iniciar o sono? .
(2) quase todas as noites (4) nunca
. (1) todas as noite (3) algumas noites
27 A dor lhe acorda durante a noite?

(2) quase todas as noites

(4) nunca
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Anexo C — Diario de sono e de dor

Nome: No banco:
Data: Entrevistador: Testagem:

DIARIO DE SONO E DOR

Avalie o grau da dor MAIS INTENSA QUE SENTIU NAS ULTIMAS 24h.

Marque claramente na linha com um traco vertical.

0 10
SEM DOR PIOR DOR POSSIVEL

1. Em que hora do dia a sua dor & pior?

2. Tomou medicacdo analgésica para dor?

( )Sim ( ) Ndo, A que horas? Dosagem?

QUESTIONARIO DIARIO DE SONO

As perguntas a seguir sdo referentes ao dia de ontem. Por favor, responda o mais fielmente possivel.

1. A que horas vocé foi deitar ontem? ____:____ (horas e min.).

2. A que horas vocé acha que pegou no sono? ____:____ (horas e min).

3. Vocé lembra-se de ter acordado e dormido de novo: 1. ( ) Sim 2. ( ) Ndo
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 BEM MUITO MAL

8. Vocé dormiu a sesta ou cochilou durante o dia de ontem?
1.( )Sim 2.( ) Néo
Quantas vezes? ____________ de que horas a que horas?___
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Anexo D — Diario de dor

Nome: No banco:
Data: Entrevistador: Testagem:

| DIARIO DE DOR

Marque claramente na linha com um traco vertical.

O grau da dor MAIS INTENSA QUE SENTIU NO DIA DE HOJE

SEM DOR 0 10 PIOR DOR POSSIVEL

1. Em que hora a sua dor & pior?

2. Tomou medicacéo analgésica para dor?

( )SIim ( ) N&o, A que horas? Dosagem?

Avalie o grau da dor MAIS INTENSA nas seguintes situagdes:

AO URINAR

Semdor 0 10 Pior dor possivel

AO EVACUAR?

Semdor 0 10 Pior dor possivel

DURANTE A RELAGAO SEXUAL

Sem dor 0 10 Pior dor possivel

Durante o PERIODO MENSTRUAL do ultimo més.

Semdor 0 10 Pior dor possivel
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Anexo E - Escala de Pittsburg

Nome:

No banco:

Data:

Entrevistador:

Testagem:

L Questionario sobre Qualidade de Sono H

As seguintes questdes sdo relacionadas ao seu habito de sono ma maioria dos dias e noites do
ultimo més. Suas respostas devem indicar o mais fielmente o gue ocorreu na maioria dos dias e

noites do dltimo més.

1. Durante o ultimo més, quantas Nenhum 3 ou mais
vezes vocé teve problemas com seu | episédio no Menos do que 1 | 1 ou 2 vezes na | vezes na
sono, por que... ultimo més VvezZ na semana semana semana
(a) ... ndo conseguiu pegar no sono
durante 30 min 0 1 2 3
(b) ... acordou no meio da noite ou
muito cedo pela manha 0 1 2 3
(¢) ... teve de ir ao banheiro 0 1 2 3
(d) ... Ndo conseguiu respirar direito 0 1 2 3
(e) ... Tosse ou ronco alte 0 1 2 3
(f) ... Sentiu muito frio 0 1 2 3
| (g) ... sentiu muito calor 0 1 2 3
(h) ... Teve pesadelos 0 1 2 3
(i) .--Sentiu dor 0 1 2 3
(j) --- outro motivo
Por favor descreva o motivo 0 1 5 3

Nao tem sido

As vezes tem

Na maioria das

Tem sido um
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2. Durante o més passado, como um grande sido um vezes tem sido | grande

vocé classificaria a qualidade do seu | problema problema um problema problema

sono? =0 pequeno =1 =2 =3

R IN_Ieph_l.lm Menos do 1 ou 2 vezes na
3. Durante o més passado, episédio no que 1 vez na semana 3 ou 4 vezes na semana
quantas vezes vocé... ultimo més semana
(a) ... Tomou remédio, cha
devido ao seu problema de
sono? 2 3
Descrever o que tomou:
(b) ... Teve problema para
ficar acordado enquanto
dirigia, comia ou estava 2 3
envolvido com atividades
sociais?
4. Durante o dltimo més, No tem sido As vezes Na maioria das
quanto o seu problema de tem sido um . Tem sido um grande
sono atrapalhou, diminuindo um grande problema vezes tem sido problema
x ’ problema um problema _

seu entusiasmo para fazer =0 pequeno =2 =3
coisas? =1

NUMERO:




Anexo F — Escala de Hamilton

Nome:

No banco:

Data: Entrevistador:

Testagem:

Escala de Depressio de Hamilton
i er preenchidos. Assinalar o numero apropriado

1. HUMOR DEPRIMIDQ (Tristeza, desesperanga,
desamparo, inutilidade).

0. Ausente

1. Sentimentos relatados apenas ao ser inquindo.

2. Sentimentos relatados espontaneamente com
palavras.

3. Comunica os sentimentos ndo com palavras, isto é,
com a expressdao facial, a postura, a voz e a tendéncia
ao choro.

4. Sentimentos deduzidos da comunicac&o verbal e ndo-
verbal do paciente.

2. SENTIMENTOS DE CULPA

0. Ausente

1. Auto-recriminacéo; sente que decepcionou os outros.
2. ldéias de culpa ou ruminacdo sobre erros passados ou
mas acdes.

3. A doenga atual & um castigo.

4 Quve vozes de acusacdo ou deniancia efou tem
alucinacdes visuais ameacadoras.

3. suIciplo

0. Ausente.

1. Sente que a vida ndo vale a pena.

2. Desejaria estar morto ou pensa na probabilidade de
sua propria morte.

3. Idéias ou gestos suicidas.

4 Tentativa de suicidio (qualguer tentativa séria, marcar
4).

4. INSONIA INICIAL

0. Sem dificuldades para conciliar o sono.

1. Queixa-se de dificuldade ocasional para conciliar o
sono, isto &, mais de meia hora.

2. Queixa-se de dificuldade para conciliar o sono todas
as noites.

5. INSONIA INTERMEDIARIA

0. Sem dificuldades.

1. O paciente se queixa de inquietude e perturbacdo
durante a noite.

2. Acorda a noite - qualquer saida da cama marcar 2
(exceto para urinar).

6. INSONIA TARDIA
0. Sem dificuldades.

1. Acorda de madrugada, mas volta a dormir
2. Incapaz de voltar a conciliar o sono se deixar a cama.

12. SINTOMAS SOMATICOS GASTROINTESTINAIS.

0. Nenhum

1. Perda de apetite, mas alimenta-se voluntariamente.
Sensacdes de peso no abdémen

2. Dificuldade de comer se ndo insistirem. Solicita ou
exige laxativos ou medicacdes para os intestinos ou para
sintomas digestivos.

13. SINTOMAS SOMATICOS EM GERAL

0. Nenhum

1. Peso nos membros, nas costas ou na cabeca. Dores
nas costas, cefaléia, mialgias. Perda de energia e
cansaco.

2. Qualquer sintoma bem caracterizado e nitido, marcar
2

14. SINTOMAS GENITAIS

Sintomas como: perda da libido, distarbios menstruais
0. Ausentes

1. Leves

2. Intensos

15. HIPOCONDRIA

0. Ausente

1. Auto-observacdo aumentada (com relagdo ao corpo)
2. Preocupac&o com a saude

3. Queixas freqilentes, pedidos de ajuda, etc.

4. ldéias delirantes hipocondriacas.

16. PERDA DE PESO (Marcar A ou B)

A. Quando avaliada pela historia clinica

0. Sem perda de peso.

1. Provavel perda de peso associada a moléstia atual.
2. Perda de peso definida (de acordo com o paciente)
3. N&o avaliada.

B. Avaliada semanalmente pelo psiquiatra responsavel,
quando sdo medidas alteracdes reais de peso

0. Menos de 0,5 Kg de perda por semana.

1. Mais de 0,5 Kg de perda por semana.

2. Mais de 1 Kg de perda por semana.

3. N&o avaliada.

17. CONSCIENCIA

0. Reconhece que esta deprimido e doente.

1. Reconhece a doenca, mas atribui-lhe a causa a ma
alimentac&o, ao clima, ao excesso de trabalho, a virus, a
necessidade de repouso, etc.

2. Nega estar doente.
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7. TRABALHO E ATIVIDADES

0. Sem dificuldades.

1. Pensamento e sentimentos de incapacidade, fadiga ou
fragqueza relacionada a atividades, trabalho ou
passatempos.

2. Perda de interesse por atividades (passatempos ou
trabalho) quer diretamente relatada pelo paciente, quer
indiretamente por desatencdo, indecisdo e vacilacdo
(sente que precisa esforcar-se para o trabalho ou
atividade).

3. Diminuic&o do tempo gasto em atividades ou queda
de produtividade. No hospital, marcar 3 se o paciente
ndo passar ao menos 3 horas por dia em atividades
externas (trabalho hospitalar ou passatempo).

4. Parou de trabalhar devido & doenca atual. No hospital,
marcar 4 se o paciente ndo se ocupar com outras
atividades, além de pequenas tarefas do leito, ou for
incapaz de realiza-las sem ajuda.

8. RETARDO (lentid3e de idéias e fala; dificuldade de
concentragdo; atividade motora diminuida)

. Pensamento e fala normais.
. Leve retardo a entrevista.

. Retardo dbvio a entrevista.

. Entrevista dificil.

. Estupor completo.

w BN =0

. AGITAGAO

Nenhuma.

. Inquietude.

. Brinca com as maos, com os cabelos etc.

. Mexe-se, ndo consegue sentar quieto.

. Torce as méos, rdi as unhas, puxa os cabelos, morde
0s labios.

BwhN O

10. ANSIEDADE PSIQUICA

0. Sem dificuldade.

1. Tens&o e imitabilidade subjetivas.

2. Preocupacdo com trivialidades.

3. Atitude apreensiva aparente no rosto ou na fala.
4. Medos expressos sem serem inquiridos.

11. ANSIEDADE SOMATICA

Concomitantes fisioldgicos de ansiedade, tais como:
Gastrointestinais: boca seca, flatuléncia, indigestao,
diarréia, colicas, eructacdo;

Cardiovasculares: palpitagtes, cefaléia;
Respiratérios: hiperventilacdo, suspiros;
Freqiiéncia urinaria;

Sudorese
0.Ausente 1.Leve 2 Moderada
3.Grave 4 Incapacitante

18. VARIAGAO DIURNA

A. Observar se os sintomas s&o piores pela manha ou a
tarde. Caso NAO haja variacdo, marcar "nenhuma”.

0. Nenhuma

1. Pior de manha.

2_Pior a tarde.

B. Quando presente, marcar a gravidade da variac&o.
Marcar "nenhuma” caso NAQ haja variacdo.

0. Nenhuma.

1. Leve

2. Grave

NOTA: Caso haja variagdo diurna, sé a contagem
referente 4 sua gravidade (1 ou 2 pontos no item
18B) é que deve ser incluida na contagem final. O
item 18 A ndo deve ser computado.

19. DESPERSONALIZAGAO E PERDA DE NOGAO DE
REALIDADE

Tais como: sensacdes de imealidade, idéias niilistas
0. Ausente

1. Leve.

2. Moderadas.

3. Graves.

4. Incapacitantes.

20. SINTOMAS PARANOIDES

0. Nenhum.

1. Desconfiancga.

2. Idéias de referéncia.

3. Delirio de referéncia e perseguicio.

21. SINTOMAS OBSESSIVOS E COMPULSIVOS
0. Nenhum.

1. Leves.
2. Graves.
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