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INFLUENCIA DOS OPIOIDES EXOGENOS NA RESPOSTA
INFLAMATORIA AGUDA NO PERIODO PERIOPERATORIO DE
CIRURGIA ONCOLOGICA

Resumo

Os opioides sao classicamente utilizados para analgesia e anestesia tanto
como adjuvantes na anestesia geral quanto na raquianestesia (intratecal) e
epidural. Ha evidéncias que estes medicamentos interferem na ativagéo das células
do sistema imune, na angiogénese e na liberacdo de citocinas, e como podem
afetar o curso clinico do cancer, deve-se evita-los em pacientes oncologicos.
Entretanto, ainda ha davidas sobre os reais beneficios da anestesia livre de
opioides. Este trabalho propde avaliar as alteragdes na resposta imune celular e
humoral pelo uso de opioides no periodo pré e pos-operatério imediatos em
pacientes portadores de neoplasias gastrointestinais, geniturinarias, pulmonares,
de mama e retroperitdnio. E um ensaio pré-clinico prospectivo, randomizado para
uso ou nao de opioides na técnica anestésica, realizado no Hospital do Cancer de
Francisco Beltrdo (CEONC). Os pacientes foram alocados em dois grupos com
auxilio da tabela de numeros aleatérios eletrbnica: grupo OP, que recebeu
anestesia geral mais epidural com uso de opioide exdégeno, e grupo OF, que
recebeu anestesia geral mais epidural sem opioide — opioid free. O grupo OF nao
recebeu analgesia com opioide em nenhum momento entre as coletas, sendo
administrados outros analgésicos, como dipirona, paracetamol, anti-inflamatorio
nao esteroidal, clonidina e lidocaina, salvo contraindicacdes. Foram incluidos 47
adultos, de ambos os sexos, diagnosticados com cancer nas topografias acima
citadas, com estado fisico P1, P2 e P3 pela classificacdo ASA (American Society
of Anaesthesiologists), agendados para cirurgia eletiva para retirada do tumor no
Centro Cirtrgico do CEONC no periodo entre julho de 2019 a outubro de 2020. Nas
amostras de sangue periférico foram realizadas anélises comparativas pareadas
entre as amostras pré e pos-anestesia dos niveis das citocinas interleucina 4 (IL-
4), interleucina 12 (IL-12), interleucina 17 (IL-17), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e perfil de lipoperoxidagdo como indicativo de dano oxidativo. Todos os
dados coletados foram digitados em planilha eletrbnica e a analise estatistica da
associacdo dos dados sociodemograficos foi feita pelo teste de Qui-quadrado de



independéncia, seguido do pés-teste de residuos ajustados. Para cada citocina foi
aplicado o teste ANOVA para medidas repetidas, seguido do teste Tukey-HSD, em
caso de significAncia estatistica (p<0,05). A associacdo entre as diferentes
variaveis foi realizada pelo Teste de PERMANOVA, seguido da Andlise de
Coordenadas Principais (PCoA). A analise descritiva mostrou o perfil dos pacientes,
com média de idade de 60 anos, localizacdo predominante gastrointestinal (n=18)
e geniturinério (n=16). Comparando-se os dois grupos, houve consumo significante
de IL-12 no grupo OF-P6s em comparacdo ao grupo OF-Pré, sem variacao das
demais citocinas neste ou nos demais grupos. Houve ainda reducéo significante na
producado de lipoperéxidos nos grupos pos-anestesia, independentemente do uso
de opioides. Estes achados demonstraram o impacto agudo na resposta
inflamatdria dos medicamentos usados na anestesia, que geram consumo de IL-12

e atenuacao dos niveis de dano oxidativo nos pacientes com cancer.

Palavras-chave: anestesia e analgesia; analgésicos opioides; cuidados

perioperatorios; recidiva; cancer.



INFLUENCE OF EXOGENOUS OPIOIDS ON THE ACUTE
INFLAMMATORY RESPONSE IN THE PERIOPERATIVE PERIOD
OF ONCOLOGICAL SURGERY

Abstract

Opioids are classically used for analgesia and anesthesia both as adjuvants in
general anesthesia and in spinal anesthesia (intrathecal) and epidural. There is
evidence that these drugs interfere with the activation of immune cells, angiogenesis
and cytokine release, and as they can affect the clinical course of cancer, they
should be avoided in cancer patients. However, there are still doubts about the real
benefits of opioid-free anesthesia. This work proposes to evaluate changes in the
cellular and humoral immune response due to the use of opioids in the immediate
pre- and postoperative period in patients with gastrointestinal, genitourinary, lung,
breast and retroperitoneum neoplasms. It is a prospective preclinical trial,
randomized for the use or not of opioids in the anesthetic technique, performed at
the Cancer Hospital of Francisco Beltrdo (CEONC). The patients were allocated into
two groups with the aid of the electronic random number table: OP group, which
received more epidural general anesthesia with the use of exogenous opioids, and
the OF group, which received more epidural general anesthesia without opioid -
opioid free. The OF group did not receive opioid analgesia at any time between
collections, and other analgesics, such as dipyrone, paracetamol, non-steroidal anti-
inflammatory drugs, clonidine and lidocaine, were administered, unless
contraindications. 47 adults, of both sexes, diagnosed with cancer in the
aforementioned topographies, with physical status P1, P2 and P3 by the ASA
(American Society of Anaesthesiologists) classification, included for elective surgery
to remove the tumor at the Surgical Center of CEONC from July 2019 to October
2020. In the peripheral blood samples, comparative analyzes were performed
between pre and post-anesthesia samples of the levels of cytokines interleukin 4
(IL-4), interleukin 12 (IL-12), interleukin 17 (IL-17), tumor necrosis factor alpha (TNF-
a) and lipoperoxidation profile as indicative of oxidative damage. All data collected
were entered into an electronic spreadsheet and the statistical analysis of the
association of sociodemographic data was performed using the Chi-square test of

independence, followed by the adjusted residual post-test. For each cytokine, the



ANOVA test for repeated measures was applied, followed by the Tukey-HSD test,
in case of statistical significance (p <0.05). The association between the different
variables was performed by the PERMANOVA test, followed by the Principal
Coordinate Analysis (PCoA). The descriptive analysis showed the profile of the
patients, with a mean age of 60 years, predominantly gastrointestinal (n = 18) and
genitourinary (n = 16). Comparing the two groups, there was significant
consumption of IL-12 in the OF-Post group compared to the OF-Pre group, with no
variation of the other cytokines in this or in the other groups. There was also a
significant reduction in the production of lipoperoxides in the post-anesthesia
groups, regardless of the use of opioids. These findings demonstrated the acute
impact on the inflammatory response of the drugs used in anesthesia, which
generate consumption of IL-12 and attenuation of the levels of oxidative damage in

cancer patients.

Keywords: anesthesia and analgesia; opioid analgesics; perioperative care;

recurrence; cancer.
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1. INTRODUCAO

As neoplasias compdem o segundo principal grupo de doencas
responsaveis pela morte de adultos no mundo. Sabe-se que as metastases, as
recidivas e a resisténcia ao tratamento sdo as responsaveis por reduzirem a
sobrevida dos pacientes oncolégicos (BRASIL, 2014). Para evitar tais
complicagBes, o tratamento deve ser instituido logo que se realiza o diagndstico e
estadiamento (que é a classificacdo da extenséo e gravidade do tumor). Quando o
cancer esta ainda em estagio inicial, a remocéo cirdrgica geralmente € indicada
pela possibilidade de cura.

O ato cirargico em si € responsavel por causar dor e ativar a cascata
inflamatéria, liberando citocinas pré-inflamatérias. Para bloquear estes efeitos, a
anestesia e analgesia séo realizadas de forma multimodal, ou seja, com
medicamentos que agem nas diferentes vias de transmissdo da dor e vias
inflamatoérias. Entre as classes terapéuticas frequentemente usadas na
anestesiologia estdo os opioides, tanto como adjuvantes na raquianestesia
(intratecal) e epidural quanto na anestesia geral. A morfina é o opioide mais
utilizado para este fim. Sua farmacodinamica relaciona-se a ligacdo a receptores
opioides, principalmente o mu (u), presentes no sistema nervoso central (SNC) e
nas ceélulas oncoldgicas e relaciona-se ao processo de angiogénese tumoral,
influenciando o crescimento tumoral e a micrometastase (CHENG; GUO; LIU; et al,
2019; NGUYEN; LUK; VANG, 2014).

Com efeito, questiona-se o0 uso de opioides em cirurgias oncolégicas por
haver evidéncias de sua associacdo com a possibilidade de metastases e recidivas.
Estudos in vitro demonstram acdo da morfina em linfécitos e na producédo de
citocinas, assim como um efeito pré-angiogénico (AFSHARIMANI; CABOT,;
PARAT, 2011), que pode se associar a disseminacdo de metastase tumoral via
hematogénica. Ha evidéncias que técnicas anestésicas poupadoras de opioides
podem aumentar a sobrevida pés-operatoria sem cancer, através de possivel
supressdo de células natural killer (NK) pelos analgésicos opioides no periodo
perioperatorio (BAJWA; ANAD; KAUL, 2015; BHARATI;, CHOWDHURY;
BERGESE,; et al., 2016; CAKMAKKAYA; KOLODZIE; APFEL,; et al., 2014; KIM,
2018; SEKANDARZAD; VAN ZUNDERT,; LIRK; et al.,, 2017; TEDORE, 2015;
WENG; CHEN; HOU; et al., 2016). Deve-se considerar que 0 momento da cirurgia
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aumenta a vulnerabilidade para recorréncia tumoral local e maximiza o risco de
disseminacdo metastatica por via hematogénica (BAJWA; ANAND; KAUR, 2015;
LE-WENDLING; NIN; CAPDEVILA; 2016). Assim, os farmacos utilizados neste
momento podem ser uma oportunidade para facilitar ou reduzir os mecanismos de
disseminacéao tumoral.

A maioria dos estudos com opioides séo retrospectivos, o que dificulta
encontrar uma conclusdo com bom nivel de evidéncia clinica. Como sugerido por
Sekandarzad e colaboradores (2017), é desafiador obter resultados claros e
objetivos com ensaios clinicos controlados randomizados sobre a associacao de
técnicas anestésicas e desfecho em céancer, pois o cenario perioperatorio
oncoldgico é multifatorial e complexo.

Para contribuir com a avaliacdo do uso da anestesia livre de opioides,
propde-se avaliar o impacto agudo do uso de opioides na resposta inflamatéria, no
periodo pré e poés-operatdrio imediatos na resposta inflamatoria de pacientes

portadores de diferentes tipos de canceres.

1.1 Epidemiologia do cancer

O cancer € uma das principais causas de morbimortalidade em todo o mundo
(CONNOLLY; BUGGY, 2016; ASH; BUGGY, 2013). Nos Estados Unidos,
anualmente mais de um milhdo de pessoas sdo diagnosticadas com algum tipo de
cancer (LE-WENDLING; NIN; CAPDEVILA,; et al., 2016). No Brasil, as neoplasias
sdo responsaveis pelo segundo maior nimero de mortes. Estima-se que até 2030
esta causa ultrapasse as de origem cardiovascular. Em cidades brasileiras cuja
expectativa de vida é maior e o indice de desenvolvimento humano é alto, as
neoplasias ja sdo a principal causa de morte (BRASIL, 2017; BRASIL, 2018). A
frequéncia de mortalidade segundo a topografia sdo pulméo (12,8%), colon e reto
(8,8%), mama (7,9%), prostata (7,0%) e estbmago (6,6%) (BRASIL, 2018).

A estimativa para cada ano do triénio 2020-2022 é que ocorrerdo 625 mil
casos novos de cancer, sendo 450 mil casos de cancer, excluidos os de pele néo
melanoma. O cancer com maior incidéncia mundial € o de pulméao (2,1 milhdes)
seguido pelo cancer de mama (2,1 milhdes), colon e reto (1,8 milhdo) e préstata

(1,3 milhdo) (BRASIL, 2019). A incidéncia de casos novos estimada para 2020 em
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homens é prostata (29,2%), seguida do célon e reto (9,1%) e traqueia, brénquios e
pulméo (7,9%); em mulheres os principais locais sdo mama (29,7%), coélon e reto
(9,2%) e colo do utero (7,5%) (INCA, 2019).

Em casos de cancer de mama ndo metastéticos, a sobrevida de 5 anos livre
de doenca apOs tratamento chega a 72% dos casos (67,6-75,9%, intervalo de
confianca [IC] de 95%) (DINIZ; GUERRA; CINTRA,; et al., 2016). Ja4 no cancer de
mama metastatico, a sobrevida de 5 anos livre de doenca é de 12% (KHANFIR;
LAHIANI; BOUZGUENDA,; et al., 2013). Pacientes com céancer de prostata, que
foram tratados com resseccéao tumoral radical e ndo receberam terapia adicional na
sequéncia, tém sobrevida livre de metastases mediana de 10,2 anos (7,6-14,0
anos; IC de 95%) e sobrevida global mediana ap6s a metastase de 6,6 anos (5,8-
8,4 anos; IC de 95%) (SCHWEIZER; ZHOU; WANG,; et al., 2013).

Cada ano de vida com qualidade que for possivel aumentar, € um ganho
para quem tem cancer. A metastase é claramente um marco de avanco da doenca
e todo tratamento que contribua para evitar ou retardar o seu aparecimento deve

ser incentivado.

1.2 Fisiopatologia do cancer

Cancer € o resultado do crescimento desordenado de células malignas que
invadem os tecidos e érgaos, podendo espalhar-se para outras regides do corpo.
Esse processo se inicia com a carcinogénese, que € o conjunto de eventos que
transformam células normais em neoplasicas (LOPES, 2006; ROBBINS; COTRAN;
KUMAR,; et al., 2000). Por sofrer alteracdes no acido desoxirribonucleico (DNA), a
célula maligna perde sua diferenciacdo, sendo denominada anaplasica, com perfil
biolégico modificado a um aspecto primitivo, ndo diferenciado, com rapida divisao
celular, com tendéncia a sofrer multiplicacdo e crescimento incontrolaveis,
formando os tumores (LOPES, 2006; ROBBINS; COTRAN; KUMAR; et al., 2000;
BRASIL, 2018).

O sistema imune humano possui mecanismos que identificam e eliminam
essas ceélulas com comportamentos pro-tumorais. O reconhecimento dos antigenos
tumorais estimula uma resposta antitumoral, processo nhomeado de imunoedicéo,

que acontece através de trés estagios. A eliminagéo € a primeira fase, em que o
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sistema imune inato e adaptativo, representados pelas células NK e T, reconhecem
as citocinas inflamatorias — como a IL-12 e TNF-a — secretados pelos macréfagos
e células tumorais. Através de mecanismos citotoxicos promovem a morte celular,
também chamada de apoptose. Na fase de equilibrio, as células tumorais
resistentes a eliminacdo permanecem dormentes e controladas pelo sistema
imune, podendo permanecer assim durante varios anos. Se alguma célula maligna
foge do controle imunoldgico, inicia-se a ultima fase (fase de escape), com a
progressdo do cancer, conforme ilustrado na figura 1 (SEN; KOYYALAMUDI,
SMITH; et al., 2019; WIGMORE; FARQUHAR-SMITH, 2016).

Células normais Células transformadas

S

.. ~ s c oA . Célula Acéo Efeito no cancer | Morfina
Eliminacdo (imunossobrevivéncia) cDs' Cotoxica Anti-cAncer i1
' ) cD4" | Auxiliacél T Anti-cancer 1

NK Citotdxica Anti-Céncer |1
Treg [Imunnossupressao| Pro-Cancer 1

, . . a Escape (progressao do cancer
Células editadas (menos imunogénicas) pe (prog )

Figura 1. Mecanismos de imunoedicdo de células tumorais. Nota: CD4+:
grupamento de diferenciacéo 4; CD8+: grupamento de diferenciacéo 8; NK: células
natural Killer.

Adaptado de: WIGMORE, T.; FARQUHAR-SMITH, P. Opioids and cancer:
Friend or foe? Current Opinion in Supportive and Palliative Care, v. 10, n. 2, p.
109-118, 2016.

As células tumorais multiplicam-se e o crescimento tumoral provoca

consumo do suprimento sanguineo, gerando um meio de privacdo de glicose e
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oxigénio com inducdo de estresse oxidativo celular e inflamac&o. Com isso, ha
liberacdo de citocinas e substancias que promovem modificacdo da matriz
extracelular, angiogénese e favorecimento de crescimento tumoral (SEN;
KOYYALAMUDI; SMITH; et al., 2019).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) € um dos principais
fatores relacionados a angiogénese, a qual € necessaria para o crescimento do
tumor e para a metastase. Em pacientes com cancer de mama primario, observou-
se que o VEGF se associou ao mau prognostico e 0s niveis séricos e plasmaticos
deste fator aumentaram em pacientes com tumores maiores e com doenca
metastatica (LUKOSEVICIENE; TIKUISIS; DULSKAS; et al., 2018). Os macréfagos
presentes no tumor favorecem um microambiente inflamatério via producao de
interleucina-1 (IL-1). A IL-1 induz a expresséo de quimiocina CC-ligante 2 (CCL2)
nos macréfagos associados ao tumor (TAM), regula o recrutamento de células
mieloides para o tecido tumoral e aumenta a secrecdo de VEGF, promovendo
angiogénese (BENT; MOLL; GRABBE; et al., 2018).

A IL-4 atua nas células T CD4 +, induzindo e estabilizando seu status em
células T helper 2. Também regula negativamente a expressao de CD8, perforina
e granzima A, B e C em células T CD8 + e induz essas células a um fendtipo
citolitico insuficiente. As células tumorais frequentemente apresentam expressao
aumentada do receptor de IL-4. A ligacdo de IL-4 ao seu receptor nas células
tumorais aumenta o nivel de moléculas anti-apoptose, como Bcl-xL e cFLIP. Os
multiplos efeitos da IL-4 associados levam ao desvio imunolégico e a expansao do
tumor (LI; CHEN; QIN, 2009)

A IL-12, citocina pré-inflamatéria potente produzida por células
apresentadoras de antigeno, € responsavel pela inducdo e aumento da imunidade
mediada por células. Exerce sua acdo induzindo a diferenciacdo de células T helper
1; ativando as células NK e células T; inibindo células imunossupressoras, como
TAM e MDSC; além de estimular a producao de grandes quantidades de interferon
gama (IFN-y), potente defensor anticancer com acao citostatica e citotoxica,
antiangiogénica, e que pode regular positivamente a expressdao de MHC | e Il em
células tumorais para reconhecimento e intensificar a lise celular (LASEK;
ZAGOZDZON; JAKOBISIAK, 2014; NGUYEN; VRABEL; MANTOOTH; et al.,
2020).
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A IL-17 estimula a producéo do fator estimulador de colbnias granulocitarias
(G-CSF) para aumentar a producdo de células mieloides, predominantemente
neutrofilos ou células supressoras de origem mieloide (MDSC) granulociticas.
Estas células sdo recrutadas para o tecido tumoral por quimiocinas induzidas por
IL-17, promovem a progressao do tumor por aumentar a angiogénese e suprimir a
imunidade antitumoral. Além disso, citocinas pré-tumorais induzidas por IL-17,
como a interleucina-6 (IL-6), funcionam de forma paracrina para aumentar o
crescimento e a sobrevivéncia do tumor. A IL-17 também induz a producéo de
mediadores inflamatorios por ativacao da transcricdo como, por exemplo, o fator
nuclear kB (NF-kB), e a regulacéo pos-transcricional da expresséo génica (ZHAO,;
CHEN; HERJAN; et al., 2019).

O TNF-a secretado pelas células tumorais estimula a proliferacéo,
sobrevivéncia, migracdo e angiogénese além de resisténcia a citotoxicidade,
resultando na promocé&o do tumor. A via pro-tumoral ocorre pela ativacdo de vias
de sinalizagdo do NF-kB, enquanto o TNF-a pode induzir mecanismos pré-
apoptoticos pela via c-Jun N-terminal quinase (JNK). A resposta ao TNF-a depende

do desequilibrio de sua acéo entre as duas vias (figura 2) (WANG; LIN, 2008).

|
MEDIADORES |
INFLAMATORIOS /

Figura 2. Vias de sinalizacdo do TNF-a. Nota: AGS: acidos graxos saturados;
AP-1: proteina 1 ativadora; IKBa: inibidor do fator de transcricdo NF-kB; IKK:
quinase do inibidor do fator de transcricdo NF-kB; JNK: Jun N-terminal quinase;
TLR-4: receptor do tipo Toll-4; TNF-a: fator de necrose tumoral-a; TNF-R: receptor
do TNF-a.
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Adaptado de: BASTOS, D. H. M.; ROGERO, M. M.; AREAS, J. A. G.
Mecanismos de acdo de compostos bioativados dos alimentos no contexto de
processos inflamatérios relacionados a obesidade. Arquivos Brasileiros de
Endocrinologia & Metabologia, p. 53-5, 2009.

Entre as citocinas anti-inflamatoria mais importantes esta a interleucina-10
(IL-10), que inibe o IFN-y e a produgéo do TNF-a pelas células NK in vitro e promove
citotoxicidade de células NK em modelos pré-clinicos (LUKOSEVICIENE;
TIKUISIS; DULSKAS,; et al., 2018).

A propria inflamacao provoca liberacdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e outros fatores mutagénicos que aceleram a taxa de mutacgéo intratumoral
e no tecido adjacente, favorecendo a progressdo tumoral (LUKOSEVICIENE;
TIKUISIS; DULSKAS; et al., 2018; SEN; KOYYALAMUDI; SMITH; et al., 2019). Os
radicais livres danificam o DNA e cindem da fita de dupla-hélice, alteracdes nas
bases guanina e timina, mudangas na cromatina irméa e mutacdes do gene p53. As
EROs também ativam fatores de transcricdo incluindo NK-B, proteina ativada 1
(AP-1), p53 e fator indutor de hipoxia-1a (HIF-1a). Essa instabilidade genética
gerada aumenta ainda mais o0 potencial de malignidade do tumor
(LUKOSEVICIENE; TIKUISIS; DULSKAS,; et al., 2018).

1.3 Tratamento em oncologia

A possibilidade de cura do cancer depende da precocidade do diagndstico e
inicio do tratamento. Na maioria dos canceres solidos, a cirurgia representa a maior
chance de cura ou aumento da sobrevida livre de doenca (BAJWA; ANAND; KAUR,
2015; BHARATI; CHOWDHURY; BERGESE; et al., 2016; CONNOLLY; BUGGY,
2016; LE-WENDLING; NIN; CAPDEVILA, 2016; LEE; CATA, 2015; TAVARE;
PERRY; BENZONANA,; et al., 2012; TEDORE, 2015). Tanto a manipulagdo do
tumor quanto o estresse cirlrgico podem ser responsaveis pela disseminacéo
hematolégica de micrometastase (BAJWA; ANAD; KAUR, 2015) e inducédo de
resposta ao estresse cirurgico, que inibe varias fungdes do sistema imunoldgico,
resultando na recorréncia do tumor (CAKMAKKAYA; KOLODZIE; APFEL; et al.,
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2014; CRONIN-FENTON; HEIDE-JZRGENSEN; AHERN; et al., 2015; KIM, 2018;
TEDORE, 2015).

As alteragbes imunolégicas no periodo perioperatério aumentam a
vulnerabilidade do paciente para recorréncia tumoral local ou disseminagéo
metastatica a distancia (BAJWA; ANAND; KAUR, 2015; CRONIN-FENTON;
HEIDE-JORGENSEN; AHERN; et al., 2015; LE-WENDLING; NIN; CAPDEVILA, et
al., 2016; TEDORE, 2015). O balanco entre o potencial invasivo do tumor e a defesa
imunolégica do hospedeiro é que determinard o controle do cancer. O sistema
neuroenddcrino parece mediar a regulacédo da progressao tumoral, atuando como
modulador enddgenos da angiogénese, inflamacéao e outros processos moleculares
envolvidos na reativacéo tumoral (ZAPPALA; MCDONALD; COLE, 2012).

A magnitude do insulto cirargico prediz os niveis de mediadores inflamatorios
circulantes no periodo pos-operatorio além de reduzirem os niveis de células NK,
células T auxiliares e células T citotéxicas e aumentarem células T regulatérias
(DUBOWITZ; SLOAN; RIEDEL, 2017). O evento cirdrgico produz o aumento da
interleucina-1pB (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e proteina C reativa (PCR) e reducao
do estimulo & producéo da IL-12 e IFN. Entretanto, poucos estudos clinicos apoiam
uma ligacdo causal entre a magnitude do estresse cirdrgico, imunossupressao pos-
operatoria e resultados no céancer a longo prazo (DUBOWITZ; SLOAN; RIEDEL,
2017; HSING; WANG, 2015). O microambiente gerado pelo trauma cirdrgico é rico
em ERO, que podem induzir processos celulares favoraveis ao crescimento tumoral
e metastase. O estresse oxidativo ativa as vias inflamatérias que levam a
transformacado de uma célula normal em célula tumoral, e alteracdo de sua
sobrevivéncia, proliferacdo, quimiorresisténcia, radiorresisténcia, invasao,
angiogénese e a sobrevivéncia de células-tronco (LUKOSEVICIENE; TIKUISIS;
DULSKAS; et al., 2018).

Existem evidéncias que o periodo perioperatério interfere nos estagios da
imunoedicdo. A cirurgia aumenta a atividade da caspase-3, causando apoptose de
células NK, células B e células T. Além disso, o estimulo doloroso do procedimento
cirdrgico reduz a atividade citotéxica das células NK e T (SEN; KOYYALAMUDI,
SMITH; et al.,, 2019) e induz a producdo de opioides enddgenos (como
endomorfinas e endorfinas). Os opioides gerados podem influenciar na

angiogénese e crescimento tumoral, como demonstrado em estudos laboratoriais
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no cancer de mama, de pulméo, espinocelular e melanoma (GUPTA;
KSHIRSAGAR; CHANG, 2002; BOEHNCKE; HARDT; SCHADENDORF, 2011).

1.4 Técnicas anestésicas

A utilizacdo da melhor técnica anestésica no periodo perioperatorio facilita o
tratamento intervencionista do cancer, mas deve-se considerar que a manipulacao
cirdrgica constitui periodo de maximo risco da disseminacdo metastatica (LE-
WENDLING; NIN; CAPDEVILA, 2016). Desta forma, entender sobre a influéncia da
anestesia no sistema imune torna-se necessario para uma melhor estratégia
terapéutica.

O ato cirargico pode ser realizado com anestesia regional, principalmente
pelas técnicas epidural e raquidiana (intratecal), anestesia geral (balanceada ou
venosa total) ou anestesia combinada (regional e geral). A via epidural (também
denominada peridural), para anestesia ou analgesia, pode ser realizada por
abordagem toracica ou lombar (CAKMAKKAYA; KOLODZIE; APFEL; et al., 2014;
MILLER; COHEN; ERIKSSON, 2014).

A anestesia geral pode ser induzida e mantida por via venosa, inalatoria ou
por uma combinacgdo de agentes venosos e inalatérios (anestesia balanceada) para
assegurar anestesia/analgesia, hipnose, amnésia e relaxamento muscular. Os
bloqueios do neuroeixo (intratecal e epidural) sdo realizados com o emprego de
anestésico local com ou sem adjuvantes. Os adjuvantes na anestesia podem ser
analgésicos opioides ou drogas ndo opioides (JAFARZADEH; HADAVI;
HASSANSHAHI; et al., 2020; MILLER; COHEN; ERIKSSON, 2014).

1.5 A influéncia da anestesia no sistema imune

Tanto a anestesia quanto a analgesia no paciente oncolégico necessitam de
abordagem multimodal, com técnicas anestésicas combinadas (SEKANDARZAD;
VAN ZUNDERT,; LIRK; et al., 2017). Estudos sobre uso clinico de medicamentos
anestésicos e adjuvantes administrados no periodo perioperatério sugerem que

tenham alguma interferéncia na recorréncia do cancer e influenciem a sobrevida
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destes pacientes (BHARATI; CHOWDHURY; BERGESE; et al., 2016; KIM, 2018;
LEE; CATA, 2015; WIGMORE; FARQUHAR-SMITH, 2016). Os anestésicos e
analgésicos modulam o sistema imune inato e adaptativo, e podem ter efeito na

inflamacéo e angiogénese além de acao direta nas células cancerigenas (figura 3).
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Figura 3. Efeitos dos anestésicos e analgésicos na inflamacéo, sistema
imune e angiogénese.

Adaptado de LEE, B. M.; CATA, J. P. Impact of anesthesia on cancer
recurrence. Rev Esp Anestesiol Reanim. 2015;62(10):570-575.

O propofol é hipnético, usado na anestesia venosa total e possui atividade
antitumoral relacionada a inibicdo da ciclooxigenase-2 (COX-2), reducdo de
prostaglandina E-2 (PGE-2), fraca ligagdo ao B-adrenorreceptor, aumento da
imunidade antitumoral, preservacdo da funcdo das células NK e restricdo da
angiogénese (LUKOSEVICIENE; TIKUISIS; DULSKAS; et al., 2018). Estudos
mostram que o propofol reduz a concentracao de citocinas (IL-1, TNF-a e IL-6) e
estimula o aumento da sintese de Oxido nitrico pelos neutréfilos (GONZALEZ-
CORREA; CRUZ-ANDREOTTI; ARREBOLA; et al.,, 2008; LUKOSEVICIENE;
TIKUISIS; DULSKAS; et al., 2018).

Ao contrario, medicamentos usados na anestesia geral suprimem o sistema

imune, reduz a concentracdo das células NK circulantes, produz efeito citotoxico
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sobre estas células dependendo da dose utilizada e pode ter associacdo da
anestesia com a proliferacao e recorréncia tumoral (LUKOSEVICIENE; TIKUISIS;
DULSKAS; et al., 2018; SNYDER; GREENBERG, 2010).

Anestésicos volateis e opioides foram relacionados a angiogénese e
imunossupressao (BAJWA; ANAND; KAUR, 2015; KIM, 2018; LEE; CATA, 2015;
SEKANDARZAD; VAN ZUNDERT; LIRK; et al., 2017; WIGMORE; FARQUHAR-
SMITH, 2016), pois 0s anestésicos volateis deprimem a funcdo das células NK,
induzem apoptose de células T e aumentam a expressado génica de citocinas pro-
inflamatorias (SEN; KOYYALAMUDI; SMITH; et al., 2019). Estudos mostram que o
efeito supressivo dos anestésicos volateis nas células NK e linfocitos T é
dependente da dose e do tempo de uso, além de inibir algumas funcbes dos
linfécitos, como proliferacédo e producgédo de citocinas (LUKOSEVICIENE; TIKUISIS;
DULSKAS; et al., 2018). Tavare e colaboradores (2012) descreveu o efeito direto
dos anestésicos no fator indutor de hipoxia-1 (HIF-1), um fator angiogénico. Este
fator é regulado positivamente por anestésicos inalatérios e inibidos pelo propofol,
aumentando o risco de metastase. Acredita-se que este fendmeno ocorra via sinais
mediados por receptores que modificam a expressdo genética de HIF-1 (TAVARE;
PERRY; BENZONANA, 2012; LUKOSEVICIENE; TIKUISIS; DULSKAS; et al.,
2018). Entretanto, Yoo e colaboradores (2019) constataram que anestesia
inalatoria ndo impactou significativamente na sobrevida livre de recorréncia (razéo
de risco, 0,96; IC 95%, 0,69 a 1,32; p=0,782) ou sobrevida geral (razédo de risco,
0,96; IC 95%, 0,69 a 1,33, p=0,805) quando comparado com a anestesia venosa
total.

Ha inducdo da apoptose dos linfocitos do tipo T pelo uso de cetamina e de
anestésico volateis; os opioides aumentam o nimero de células T regulatorias e o
midazolam nao afeta os linfocitos T citotoxicos. Outra acdo dos anestésicos volateis
€ de aumentar a angiogénese por meio da atividade do HIF-1a. Os agentes
intravenosos como cetamina e tiopental, os anestésicos volateis e os opioides
suprimem a atividade das células NK. Ao contrario do que ocorre com 0 uso do
propofol e lidocaina, que aumenta a atividade destas células e que diminuem as
respostas neuroenddcrinas induzidas por cirurgia através do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal e da supressdo do sistema nervoso simpatico, podendo causar
menos imunossupressao e recorréncia de certos tipos de cancer em comparacao

com anestésicos volateis e opioides (KIM, 2018).
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A lidocaina e outros anestésicos locais possuem acao primaria de inibir o
influxo de sodio através de canais ibnicos especificos de sodio. A estimulacdo de
canais de sodio voltagem-dependentes € o principal mecanismo para determinar
mudancas no pH intracelular e homeostase de caélcio, facilitando motilidade,
metastase e invasdo celular, influenciando diretamente a taxa de crescimento
tumoral e a invasividade Alguns canceres agressivos (cancer de préstata, cancer
de mama, linfoma, cancer de pulméo de pequenas células e ndo pequenas células,
mesotelioma, neuroblastoma, melanoma e cancer cervical) expressam grande
quantidade desses canais. A lidocaina também suprime a atividade da tirosina
quinase do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR). A baixa atividade
do EGFR resulta em uma reducédo da proliferacao celular, e doses mais altas de
lidocaina sdo comprovadamente citotoxicas as células cancerosas (SEN;
KOYYALAMUDI; SMITH; et al., 2019).

Ainda nado se conhece de forma clara e completa a fisiologia dos peptideos
opioides endbdgenos, que podem atuar como neurotransmissores,
neuromoduladores e neuro-hormonios, além de agir na angiogénese, apoptose e
sistema imunoldgico (KRAYCHETE, 2015). Os efeitos dos opioides na progresséo
do cancer, metastase e a recorréncia esta sendo cada vez mais pesquisada (KIM,
2018; SEKANDARZAD; VAN ZUNDERT; LIRK; et al., 2017; WIGMORE;
FARQUHAR-SMITH, 2016).

1.5.1 Opioides e o sistemaimune

O pilar do tratamento anestésico convencional e tratamento da dor
oncoldgica esta no uso de analgésicos opioides que sdo 0s agentes mais efetivos
no controle da dor moderada e forte (CONNOLLY; BUGGY, 2016; JUNEJA, 2014,
WANG; QU; WANG,; et al., 2015; WIGMORE; FARQUHAR-SMITH, 2016). Agem
como ligantes dos receptores opioides enddgenos p, delta (8) e kappa (k). Os
receptores opioides sdo acoplados a proteina G inibitéria, tém sete dominios
transmembrana e possuem polimorfismos de apresentacao (KASAI; IKEDA, 2011).
Fazem parte do sistema opioide endégeno que inclui diferentes peptideos ligantes

endodgenos divididos em trés familias: encefalinas, endorfinas e dinorfinas,
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derivadas da pro-encefalina (PENK), pro-opiomelanocortina (POMC) e pro-
dinorfina, respectivamente (KRAYCHETE, 2015).

A maioria dos opioides atualmente utilizados, se ligam ao receptor g, como
a morfina, considerada opioide padrdo, o fentanil e a heroina. O gene deste
receptor, localizado no cromossomo 6g24-g25, € o OPRM1, que apresenta 236kb
com pelo menos 11 éxons e 17 diferentes variantes de splicing sob o controle de
multiplos promotores (GACH; WYREBSKA; FICHNA, 2011; KASAI; IKEDA, 2011).
A ativacdo aguda do receptor p inibe a atividade da adenilato ciclase e ativa a
proteina quinase ativada por mitdogeno, fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e
fosfolipase C, podendo ocorrer dessensibilizacdo do receptor por via endocitica
(CHEN; LAW,; LOH, 2008). Este receptor tem correlagdo com o principal efeito
clinico dos opioides que é a analgesia, mas também é responsavel pelos efeitos
secundarios como adicdo, depressao respiratoria e constipacdo (KASAI; IKEDA,
2011). Os opioides apresentam efeitos centrais tais como: analgesia, depressao
respiratéria e miose e efeitos periféricos como depressdo da motilidade
gastrintestinal, que pode ser revertida com metilnaltrexona e alvimopan
(antagonistas de receptores [).

O estudo de Moss e Rosow (2008) mostrou concentracdes elevadas de
morfina in vitro (semelhantes as realizadas em cirurgias e cuidados paliativos) que
podem influenciar a migracdo e proliferacdo das células do endotélio, efeitos
antagonizados pelos antagonistas do receptor p (naloxona — reverte acao central e
periférica — e metilnatrexona — reverte acao periférica). Os opioides que agem nos
receptores k e W, quando administrados de forma crénica, podem inibir acbes do
sistema imunol6gico como a acgédo fagocitica dos macréfagos, a resposta imune
celular, a atividade da célula NK, a producdo de anticorpos e a expressao de
citocinas pro-inflamatorias.

Células NK relacionam-se tanto com a agressividade do tumor como com a
recidiva (BAJWA; ANAND; KAUR, 2015). Morfina, metadona, buprenorfina,
diminuem a atividade citotoxica das células NK de forma significativa (MAHER;
WALIA; HELLER, 2019). O fentanil pode inibir as células NK no pés-operatdrio,
enquanto o sufentanil e o alfentanil, além da inibicdo das células NK, afetam a
funcdo dos leucocitos e suprimem multiplicacdo de linfocitos (BAJWA; ANAND;
KAUR, 2015). Embora estudos demonstrem esse efeito imunomodulador, a
relevancia clinica permanece incerta (BHARATI; CHOWDHURY; BERGESE; et al.,
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2016; CONNOLLY; BUGGY, 2016; LE-WENDLING; NIN; CAPDEVILA, 2016; LEE;
CATA, 2015; WANG; GUO; WU; et al., 2016; WENG; CHEN; HOU; et al., 2016).

A morfina pode ter um efeito na replicagéo celular, migracdo e recidiva do
cancer (WANG; QU; WANG,; et al., 2015). Ela estimula a apoptose dos macréfagos
e de células T, bem como a migracédo e proliferacdo das células tumorais in vitro
(SEN, KOYYALAMUDI, SMITH et al.,, 2019; AICH; GUPTA; GUPTA, 2016).
Demonstrou-se com significAncia estatistica que a morfina promoveu a progressao
dos tumores e reduziu a sobrevida, por aumentar a angiogénese tumoral,
linfangiogénese peritumoral, ativacdo dos mastécitos e niveis mais altos de
citocinas e substancia P em tumores (NGUYEN; LUK; VANG, 2014; AICH; GUPTA;
GUPTA, 2016).

A degranulagédo dos mastdcitos induzida pela morfina promove liberacdo de
mediadores inflamatérios e da substancia P. A atividade desta substancia é
mediada pelo receptor de taquiquinina-1. As células tumorais superexpressam 0S
receptores NK-1 e a substancia P aumenta a proliferacdo de células tumorais em
diferentes tipos de linhas de células cancerosas via este receptor. A ativacédo
mastocitaria também libera triptase, que pode ativar a terminacdes nervosas
periféricas causando mais liberacédo de substancia P. Isso leva a uma alteracao na
permeabilidade vascular, aumento do fluxo sanguineo e neovascularizacao,
promovendo crescimento tumoral e metastases (AICH; GUPTA; GUPTA, 2016).

Em estudo com células de cancer de pulmao, antagonistas do receptor p
(naltrexona e metilnatrexona) inibiram o crescimento e a metastase do tumor. A
expressao excessiva do receptor pu correlaciona-se com crescimento e metastases
em pesquisas com camundongos, na auséncia de opioides exdgenos (LENNON;
MIRZAPOIAZOVA; MAMBETSARIEV, 2012). O receptor p mostrou ter um efeito
pré-angiogénico (através de estudos em animais) em pacientes com cancer de
mama com aumento tumoral e da vascularizacdo. Este efeito foi inibido com a
administracdo naloxona e medicamentos com efeito antagonista do receptor u
(CHEG; GUQ; LIU; et al, 2019; GUPTA; KSHIRSAGAR; CHANG, 2002).

Tanto o VEGF quanto a morfina estimulam a ativacdo proteinas
intracelulares (RhoA e Src). Estas, quando ativadas pela fosforilagéo de receptores
de membrana, alteram a sinalizacdo do receptor g de sinal inibitorio para
estimulatério (SINGLETON; LINGEN; FEKETE, 2006). Entretanto outro estudo

realizado com a morfina, demonstrou que, in vitro, ela previne a angiogénese no
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cancer de mama por uma via de modulacdo da expressdao de VEGF-A (fator de
crescimento endotelial vascular-A) em macrofagos (KHABBAZI; GOUMON;
PARAT, 2015). Alguns estudos evidenciaram que a morfina provoca inibicao da
adesado e migracao de celular tumoral no cancer de cdlon, reduzindo a metastase
pulmonar.

Quando a morfina € administrada, existe inibicdo da producado de citocinas
pro-inflamatdrias pelos mondcitos e ocorre inibi¢cdo da transcrigdo da interleucina 2
(IL-2) em linfocitos T ativados (GACH; WYREBSKA; FICHNA, 2011). Um estudo
realizado por Khabbazi e colaboradores (2015) mostrou que a morfina preveniu o
aumento da metaloproteinase-9 (MMP-9) induzida por IL-4 e ativacdo de
macrofagos M2 induzida por IL-4, determinando agressividade tumoral. A distingdo
do efeito imunossupressor do opioide das alteragdes da resposta imune durante o
ato cirargico e em resposta a dor mostrou-se de dificil controle na realizacdo de
estudos. In vivo, ndo se tem dados claros de que a progressdo do tumor é
influenciada pelos opioides (LENNON; MOSS; SINGLETON, 2012).

Uma reviséo retrospectiva realizada em 2008, comparou a recidiva do tumor
de préstata, pelo aumento do antigeno especifico prostatico (PSA), entre pacientes
submetidos a anestesia epidural associada a anestesia geral venosa sem opioide
e anestesia venosa geral associada a analgesia opioide. Foi constatado que os
pacientes que receberam a anestesia epidural apresentaram 57% menos risco de
recorréncia em comparacdo ao outro grupo. Dois fatores independentes para
recidiva foram constatados: escore de Gleason e tamanho do tumor (BIKI;
MASCHA; MORIARTY; et al, 2008).

Uma reviséo realizada para avaliar a influéncia do uso de opioides em casos
de cancer de mama obteve conclusdes controversas. Existem estudos in vitro que
sugerem que tratamentos com antagonistas dos receptores [ inibem a proliferacéo
do céncer. Estas evidéncias ndo foram encontradas em estudos observacionais,
mas estudos prospectivos ainda estdo em andamento (CRONIN-FENTON, 2019).

Mesmo no periodo pds-operatorio, 0 uso de opioides afetam na recidiva de
tumores. O uso de altas doses tem associagéo significativa com o aumento da
recidiva de tumor esofagico, porém sem afetar a sobrevida geral (OH; JEON; LEE;
et al, 2017). Porém, o uso cronico de opioides (75 dias em 3 meses ou 150 dias em
6 meses) nao mostrou relacdo com aumento de recidiva de cancer primario ou um
segundo cancer primario (BOUDREAU; CHEN; YU; et al, 2019).
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O tramadol também age nos receptores g, mas em um estudo que avaliou
seu uso no cancer de mama esta droga teve associacdo com reducéao de 0,71
vezes o risco de recidiva tumoral e 0,56 vezes na mortalidade. Foi identificado que
o tramadol induziu apoptose de células Michigan Cancer Foundation-7 (MFC-7),
através de quinases extracelulares reguladas por sinal, reduzindo o receptor de 5-
hidroxitriptamina-2B e a expressdo do potencial receptor transitorio vaniloide-1
(KIM; OH; PARK; et al, 2019).

Além disso, a via de administracdo do opioide talvez possa influenciar na
resposta sistémica. Pacientes em cuidados paliativos tiveram aumento da
sobrevida quando receberam opioides intratecais em comparacdo com opioides
sistémicos (SMITH; STAATS; DEER; et al, 2002). Estudos in vitro diferem dos
resultados obtidos in vivo possivelmente por ndo ser possivel isolar todas as
variaveis de confuséo. Os fatores que podem influenciar nos efeitos da morfina séo:
dose, duracéo de uso, tempo de exposicédo, via de administracdo, dessensibilizacao
do receptor de toleréancia, efeitos de abstinéncia, mecanismos de agao central e
periféricos (AFSHARIMANI; CABOT; PARAT, 2011).

Apesar dos estudos da acéo direta dos opioides na imunomodulacao, eles
podem reduzir a resposta do estresse a dor, reduzindo assim a imunossupressao
associada a resposta ao estresse cirurgico (DIVATIA; AMBULKAR, 2014; BARELA,
2016).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar as altera¢gBes na resposta inflamatéria aguda induzidas pelo uso de

anestésicos opioides no periodo pré e pos-operatdrio imediatos de pacientes com

tipos diferentes de cancer submetidos a cirurgia para retirada de tumor.

2.2 Especificos

a)

b)

d)

Quantificar os niveis das citocinas IL-4, IL-12, IL-17 e TNF-a no sangue
periférico dos pacientes antes e apés a cirurgia, com e sem uso de
opioides;

estabelecer o perfil de dano oxidativo sanguineo destes pacientes a
partir da medida de lipoperoxidos, e verificar se ha alteragdo pelo uso
dos anestésicos opioides;

correlacionar as andalises sanguineas com 0S parametros
clinicopatologicos dos pacientes e com o uso de opioides na cirurgia;
realizar estudo in vitro das drogas utilizadas na anestesia e sua relacéo

com o consumo de IL-12 e dano oxidativo.
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3. METODO

Este estudo compreende um ensaio pré-clinico prospectivo, randomizado
para uso ou ndo uso de opioides na técnica anestésica. Foi realizado no CEONC.
Os pacientes foram alocados de forma aleatoria em dois grupos: grupo OP
(anestesia com uso de opioide exdgeno) ou OF (anestesia sem opioide — opioid
free), pelo método da tabela de numeros aleatorios eletrénica. Receberam,
respectivamente, anestesia geral mais epidural com uso de opioides ou anestesia
geral mais epidural livre de opioides.

O projeto tramitou o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEP) da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE) — Francisco
Beltrdo, Parana. Foi aprovado sob o Certificado de Apresentacdo para Apreciacao
Etica (CAAE) nimero 15251519.1.0000.0107.

A amostra de pacientes foi obtida da comunidade, composta por pacientes
adultos atendidos no hospital oncolégico da cidade de Francisco Beltrédo. Este
hospital é responséavel pelo atendimento dos pacientes pertencentes a 82 Regional
de Saude do Parana. Foram selecionados todos os pacientes com indicacao de
cirurgia oncolégica conforme avaliacéo prévia dos médicos cirurgiées que atendem
naquela instituicdo. Foram selecionados 47 pacientes adultos, de ambos os sexos,
agendados para cirurgia de remocdo de massa tumoral de préstata, estbmago,
pancreas, vias biliares, mama, colon, pulmao, Uutero, rins, retroperitdnio, que
pudessem ser realizadas com anestesia geral associada a anestesia epidural e que
esta associacao fosse a melhor op¢éo disponivel no servigo. O estudo foi conduzido
de julho de 2019 a outubro de 2020.

Todos os pacientes passaram por consulta pré-anestésica com o médico
anestesiologista (pesquisador responsavel), para livre decisédo de participar ou ndo
do estudo, sendo preservada a confidencialidade das informacdes obtidas, assim
como a identidade dos pacientes participantes. Apds os devidos esclarecimentos,
todos que assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) referente
a anestesia e ao estudo, onde estao expostos o0s riscos e beneficios da participagédo
na pesquisa e do ato anestésico, participaram da pesquisa (APENDICE e ANEXO
A). No momento da avaliagdo pré-anestésica, houve cegamento do meédico
avaliador e do paciente, os quais nao tinham conhecimento sobre qual o grupo da

pesquisa o participante iria estar. O grupo ao qual o paciente foi alocado foi revelado
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no dia da cirurgia somente ao anestesista responsavel pelo procedimento
anestésico. Houve cegamento do responsavel pela analise laboratorial, o qual ndo
tinha informacdes se a amostra era proveniente de paciente do grupo OF ou OP.

Na avaliacdo pré-anestésica o0s pacientes tiveram seu estado fisico
classificado de acordo com a ASA (American Society of Anestesiology): P1
(paciente com estado fisico I) os pacientes sem distUrbios organicos, fisiolégicos,
bioquimicos ou psiquiatricos; P2 os pacientes com disturbios sistémicos, variando
de discretos a moderados, que eventualmente ndo estdo relacionados com o
motivo da cirurgia; e P3 pacientes com distUrbios sistémicos graves que podem ou
nao estar relacionados com o motivo da cirurgia.

Os critérios de exclusdo foram: pacientes com idade inferior a 18 anos,
pacientes com alergia aos medicamentos dos protocolos de tratamento, pacientes
em uso prévio de opioide ou corticoide nos ultimos 6 meses, em uso de terapia
imunossupressora ou com doencgas autoimunes, presenca de metastase, pacientes
com dor crbnica ou aguda relacionada ou ndo ao cancer, pacientes com
contraindicacdo ou recuso ao blogueio epidural e pacientes que necessitaram de
transfusdo de hemoderivados no periodo perioperatdrio. Também foram excluidos
0S pacientes que apresentaram distUrbios sistémicos graves com risco de vida, com
ou sem cirurgia (ASA P4) e pacientes moribundos com pouca chance de
sobrevivéncia (ASA P5).

Todos o0s pacientes que aceitarem participar do estudo receberam
assisténcia multiprofissional integral, 24 horas por dia, durante todo o periodo de
hospitalizacdo e acompanhamento pdés-operatério pelas equipes médicas. O
paciente ndo teve prejuizo quanto ao controle da dor pds-operatéria em razdo da
sua alocacao no grupo OF ou OP, sendo sua intensidade avaliada rotineiramente
e tratada, se necessario, através de terapia multimodal. Todos os pacientes foram
avaliados quanto a Escala Visual Analégica (EVA) para dor antes e apds o
procedimento anestésico, para que a analgesia fosse efetiva nos dois grupos.

Para analise laboratorial, foi realizada coleta de amostra de sangue venoso
periférico anticoagulado com heparina em dois momentos. A primeira amostra (T1)
foi coletada da vendclise, no centro cirargico, através do dispositivo venoso
periférico antes da instalagéo da linha para infusédo das solucdes e drogas. O calibre
do dispositivo venoso periférico foi escolhido de acordo com o porte da cirurgia e

anatomia do paciente, sendo utilizados dispositivos 20G, 18G, 16G ou 14G. A
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segunda coleta (T2) de material sanguineo foi realizada ainda no centro cirargico,
no pos-operatorio imediato, como parte do controle laboratorial pos-operatorio de
rotina da instituicdo. ApOs a coleta T2 os pacientes foram transferidos para a
unidade de terapia intensiva (UTI) ou enfermaria cirtrgica da unidade hospitalar, de
acordo com a indicagao clinica do anestesiologista, onde receberam os demais
cuidados do periodo pos-operatorio. Nao foi necessario em nenhum momento
puncéo venosa extra para a realizagdo desta pesquisa.

Nas amostras de sangue periférico foram realizadas analises comparativas
pareadas entre as amostras de sangue periférico pré e pos-anestesia, visando
obter um panorama do perfil inflamatério dos pacientes. Utilizaram-se as seguintes
denominagfes para analise estatistica dos resultados: sem opioide pré-anestesia
(OF-Pré), sem opioide pdés-anestesia (OF-Pés), com opioide pré-anestesia (OP-
Pré) e com opioide pds-anestesia (OP-Pgs).

No momento da realizacdo da analise laboratorial estavam disponiveis no
laboratério da equipe de pesquisa apenas alguns kits de citocinas, os quais foram
todos utilizados. Avaliaram-se os niveis de IL-4, IL-12, IL-17 e TNF-a, o perfil da
lipoperoxidacao plasmatica por quimiluminescéncia de alta sensibilidade induzida
por tert-butil hidroperdxido (t-butil).

A dosagem dos niveis de citocinas IL-4, IL-12, IL-17 e TNF-a foram medidos
através de kits comerciais (Invitrogen, USA) pela técnica de enzimaimunoensaio
(ELISA), seguindo o protocolo de analise recomendado pelo fabricante. Os kits
apresentam sensibilidade de 4pg/mL.

A analise da lipoperoxidacédo foi obtida a partir da determinacédo dos niveis
de hidroperoxidos através da técnica de quimioluminescéncia induzida por t-butil,
apos padronizacdo do teste no laboratério para ajuste das condi¢cdes técnicas
analiticas. Para esta avaliacdo da lipoperoxidacéo plasmatica adicionou-se 125 ulL
de amostra em 865 uL de tampdao fosfato monobéasico 10 mM e pH 7,4 em NaCl
0,9% com incubacgéo a 37°C por 5 minutos. Para disparo da reagédo adicionou-se
uma aliquota de 10 ul da solucédo de t-butil. A leitura da reacao foi realizada em
luminémetro GloMax® 20/20 (Promega, USA) no protocolo de uma leitura por
segundo, durante 60 minutos, onde foi avaliada a curva de emissao de fétons

qualitativa, mensurada em unidades relativas de luz (URL).
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O composto t-butil hidroperéxido é um potente formador de radicais peroxil.
Nas membranas biologicas, estes radicais atacam os lipideos gerando
lipoperdxidos que podem reagir com outros lipideos, oxidando-os. Desta forma, o
tert-butil inicia uma reacdo de lipoperoxidacdo em cadeia com outros lipideos que
pode ser detectada através da emisséo de fétons ocorrida durante a formacao dos
lipoperdxidos. Além disso, quanto mais antioxidantes a amostra testada tiver, maior
sera o tempo para que esta reacao seja iniciada (GONZALEZ-FLECHA; LLESUY;
BOVERIS, 1991).

Dados retirados do prontuario médico e das fichas perioperatorias da
enfermagem e do anestesiologista foram: numero do prontuario, idade, peso, altura,
sexo, escolaridade, estado civil, cidade onde reside, doencas atuais e prévias,
medicamentos em uso, tabagismo, etilismo, ASA, tempo de duragéo da cirurgia (em
min), volume da perda sanguinea estimada (em mL), nUmero de leucdcitos e outros
dados que o pesquisador julgou serem importantes (APENDICE B e ANEXO B). Os
dados foram arquivados em banco de dados proprio para posteriores estudos e

novas analises.

3.1 Procedimento anestésico

O grupo OF recebeu anestesia epidural com anestésico local e a inducéo e
manutencdo da anestesia geral foi realizada sem o uso de opioides. O grupo OF
nao recebeu analgesia com opioide durante todo o internamento, podendo ser
usado outros analgésicos, como dipirona, paracetamol, anti-inflamatério nao
esteroide, clonidina e lidocaina, salvo contraindicacées. O grupo OP recebeu
anestesia epidural com anestésico local associado a opioide e teve a inducao
anestésica realizada com opioide em dose Unica.

Na sala de cirurgia, a monitorizagéo padréo foi realizada com cardioscopia
continua de cinco derivacdes, pressao arterial ndo invasiva, oximetria de pulso com
o monitor multiparamétrico Dixtal 2010® (Dixtal Biomédica, Brasil) e o bloqueio
neuromuscular foi controlado através da sequéncia de quatro estimulos com o
monitor Train-of-four (TOF) Watch® SX (Organon, USA). Foi realizada vendclise
periférica em um dos membros superiores, para infusdo de solugdes cristaloides e

drogas. O calibre do dispositivo venoso periférico foi escolhido de acordo com o
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porte da cirurgia e anatomia do paciente, sendo utilizados dispositivos 20G, 18G,
16G ou 14G. A julgamento do anestesiologista, pacientes com alto risco
cardiovascular puderam receber indicagdo para outro acesso venoso periférico no
membro superior contralateral, monitorizagéo invasiva da presséo arterial e ou
puncéo de veia profunda (central) pela técnica de Seldinger (ARAUJO, 2003).

A hidratacdo e a reposicdo de perdas foram realizadas com solucéo
cristaloide isotonica (cloreto de sodio 0,9% e/ou Ringer lactato) e, quando
necessario, por hemotransfusdo. O volume inicial de solucdo cristaloide foi
calculado de acordo com a massa corporal do paciente e o tempo total de jejum.

Todos os pacientes receberam por via intravenosa dipirona 30mg/kg e
profilaxia antibiotica de acordo com o sitio cirdrgico e a orientacdo da Comisséao de
Controle de Infec¢do Hospitalar (CCIH) da instituicdo. A profilaxia para Ulcera de
estresse foi por antagonismo do receptor H2 com 50 mg intravenoso (IV) de
cloridrato de ranitidina.

A sedacao consciente para realizacédo da puncéo epidural foi realizada com
midazolam 0,05 mg/kg IV com suplementacgédo de oxigénio 3-4 L/min. Apos ansidlise
instalada e, imediatamente antes da puncao venosa periférica, a pressao arterial
basal foi determinada pela média entre trés medidas sucessivas.

A anestesia epidural foi realizada com técnica asséptica, com o paciente em
posicao sentada, com infiltracao de lidocaina 1% com epinefrina na pele e no trajeto
da puncédo, na regido toracica com insercdo de cateter para complementacao
anestésica, se necessario (BAUMUNK; STRANG; FROPF; et al, 2014). O espaco
intervertebral da puncéo para o bloqueio e o alvo (nivel) para bloqueio sensitivo
foram realizados de acordo com o sitio cirargico, proporcionando, além de
anestesia e analgesia, um efetivo positivo na redugdo do sangramento
perioperatdrio e na melhora do relaxamento muscular (MANICA, 2018).

A localizacdo do espaco epidural foi obtida pela técnica da perda de
resisténcia (denominado teste de Dogliotti) com solucdo salina. Apds resultado
negativo da dose teste com 3mL de lidocaina 1% com epinefrina, a levobupivacaina
foi administrada em volumes incrementais de 3 a 5 mL, com tempo suficiente entre
as doses para detectar manifestacdes toxicas de injecao intravascular acidental ou
intratecal. Uma seringa adicional foi preparada com solugéo salina para o grupo OF
ou com morfina 2mg para o grupo OP, com volume padrao de 2mL.
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Anestesia geral foi combinada ao bloqueio epidural para facilitar o controle
da via aérea e para melhor conforto perioperatorio do paciente em virtude do
posicionamento cirargico, tempo cirdrgico e padronizacao da anestesia.

A anestesia geral foi administrada na técnica venosa total, sendo sua
inducdo realizada com propofol 1,5-2,5mg/kg, lidocaina 1,5mg/kg, sulfato de
magneésio 25mg/kg, e atracurio 0,3-0,6 mg/kg, sendo a intubacéo traqueal realizada
apos a obten¢do de nenhuma resposta a sequéncia de quatro estimulos (TOF 0/4).
Uma seringa adicional para a inducéo anestésica foi preparada com solugéo salina
para o grupo OF ou com fentanil 2ug/kg para o grupo OP, com volume padrao de
smL.

A manutencao de plano anestésico foi realizada com lidocaina 1,5mg/kg/h,
propofol 100-200ug.kg-1.min-1 e, quando o TOF apresentou duas ou mais
respostas a sequéncia de quatro estimulos (TOF = 2), uma dose complementar de
atracurio foi administrada para manter relaxamento muscular adequado. Pacientes
idosos e com comorbidades necessitam de menores doses e, por isso, tiveram suas
doses tituladas para evitar hipotensdo durante a inducdo e manutencdo da
anestesia geral.

Queda maior que 20% da presséo arterial sistémica inicial foi considerada
significativa e inicialmente tratada com bolus de 500mL de solucéo fisiolégica IV e,
nos casos em que nao houve retorno dos parametros pressoricos aos niveis basais,
foi administrado metaraminol IV com dose titulada. Queda na mesma proporcao da
frequéncia cardiaca inicial foi tratada com atropina 0,01mg/kg IV. Aumento maior
que 20% da pressao arterial sistémica ou da frequéncia cardiaca inicial foi tratada
com metoprolol na dose de 20 pg/kg IV em até 3 doses consecutivas ou
suplementacdo da anestesia epidural. Os pacientes que apresentaram tais
intercorréncias foram mantidos no estudo.

Ao final do procedimento, os pacientes receberam profilaxia intravenosa
para nauseas e vomitos com ondansetrona 4mg e cloridrato de metoclopramida
10mg e, quando n&do houve contraindicacdo, foram extubados ainda na sala
cirirgica com utilizacdo de atropina e neostigmine para reversdo do bloqueio
neuromuscular (TOF = 0,9) e encaminhados para a UTI ou enfermaria cirdrgica
para os cuidados pos-operatorios imediatos. Pacientes sem indicacdo de pos-
operatorio na UTI fizeram recuperacdo pos-anestésica em sala propria, ainda

dentro do centro cirdrgico, antes de serem encaminhados a enfermaria cirdrgica
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com valor = 8 na escala de Aldrete e Kroulik (escala que avalia atividade muscular,
respiracdo, circulacdo, consciéncia e saturacdo de oxigénio) (APFELBAUM,;
SILVERSTEIN; CHUNG et al., 2013). Os pacientes que nao puderam ser extubados
no centro cirargico, permaneceram intubados e foram encaminhados a UTI para o
poOs-operatorio.

Durante as 24h subsequentes a cirurgia os pacientes foram acompanhados
pelo servico de anestesiologia e avaliados quanto a sinais vitais e complicagcfes

anestésico-cirargicas.

3.2 Anélise estatistica

A partir dos dados obtidos e devidamente tabulados em planilhas do
programa Microsoft Excel®, foi realizada a analise de associacdo dos dados
sociodemogréficos em relacédo aos diferentes tratamentos: sem uso de opioides
(OF) e com uso de opioides (OP), isto por meio do teste de Qui-quadrado de
independéncia, seguido do pos-teste de residuos ajustados, que permite a
identificacdo de quais categorias as variaveis apresentam associagao estatistica.

Jé para cada citocina, com o intuito de avaliar a interagdo das mesmas em
relacdo ao tempo e aos tratamentos, foi aplicado o teste ANOVA para medidas
repetidas, seguido do teste Tukey-HSD, em caso de significancia estatistica
(p<0,05). Para que esse teste pudesse ser aplicado, foram avaliados os
pressupostos estatisticos de normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade dos dados (Teste de Cochran).

Por fim, para avaliar a existéncia de associagdo entre as diferentes variaveis
foi aplicado o Teste de PERMANOVA, seguido da Analise de Coordenadas
Principais (PCoA) para visualiza¢cdo dos mesmos.

As andlises estatisticas foram realizadas nos programas XLStat Versao 19.4
(ADDINSOFT, 2018), STATISTICA 7.0 (StatSoft, 2004) e o programa
computacional R (R Development Core Team, 2019), sendo que em todas as

analises assumimos um nivel de significancia de p<0,05.
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Influence of exogenous opioids on the acute inflammatory response in the
perioperative period of oncological surgery

Abstract

Background: Recently opioids have been related to trigger changes in cytokine
release and tumor angiogenesis processes, influencing tumor growth, metastasis,
and recurrence. Methods: This is a prospective preclinical study randomized to test
whether if exogenous opioids used in the anesthesia during cancer surgery can
affect the systemic inflammatory and immunological patterns. Patients were
randomly allocated to the OP (opioid-inclusive) or OF (opioid-free anesthesia)
group. A total of 45 patients were selected, bearing prostate, stomach, pancreas,
bile ducts, breast, colon, lung, uterus, kidneys, or retroperitoneum tumors. Plasma
levels of IL-4, IL-12, IL-17A, and TNF-a, and its oxidative stress profile before and
after surgery were evaluated in both groups. In vitro tests were performed by using
healthy donor blood incubated with each isolated drug used in patients’ anesthesia
for 1 hour, the same cytokines were measured in plasma. Results: There was a
significant reduction in lipid peroxidation in both groups. Patients from OF group had
a significant consumption of IL-12 in the perioperative period. The other cytokines
evaluated did not vary. It was also observed a significant correlation between IL-12
and TNF-a levels in the OF-post group. Excepting for atracurium, all tested drugs
led to a reduction in IL-12 levels. Conclusions: This study demonstrated that there
is a reduction of IL-12 in the OF-post patients, suggesting acute consumption and
that this seems to be a general mechanism of anesthetic drugs, as demonstrated in
vitro. Also, these findings bring us to reflect if IL-12 changes may impact on disease
progression and recurrence.

Keywords: acute inflammatory; exogenous opioid; immune system; perioperative;
response oncological surgery.
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Introduction

Cancer is the second main group of diseases responsible for the death of
adults in the world®. In most solid cancers, surgery represents the greatest chance
of cure or increased disease-free survival?>345. The surgical procedure itself is
responsible for causing pain and activating the inflammatory cascade, releasing pro-
inflammatory cytokines. It must be considered that the time of surgery increases the
vulnerability to local tumor recurrence and maximizes the risk of hematological
spread of micrometastasis?3°6.78,

It is known that the surgical procedure triggers an increase in pro-
inflammatory mediators as interleukin-1p (IL-1B), interleukin-6 (IL-6), and C-reactive
protein (CRP). The microenvironment generated by surgical trauma is also rich in
reactive oxygen species (ROS), which can induce cellular processes favorable to
tumor growth and metastasis. Oxidative stress activates the inflammatory pathways
that lead to the transformation of a normal cell into a tumor cell, and changes in its
survival, proliferation, chemoresistance, radioresistance, invasion, angiogenesis,
and the survival of tumorigenic stem cells?,

In this context, anesthesia and analgesia are performed in a multimodal, at
different points to block the transmission of pain and inflammatory ways. Among the
therapeutic classes often used are opioids, both as adjuvants in spinal anesthesia
(intrathecal) and epidural and in general anesthesia. The pharmacodynamics of
opioid drugs is related to their binding to opioid receptors, mainly the mu (p) class,
present in the central nervous system (CNS). Actually, it is known that tumor cells
also express such receptors, and its use in oncological patients seems to favor
tumor angiogenesis, tumor growth, and spreading of micrometastasisi®!l,
Therefore, the use of opioids in cancer surgery is questioned because there is
evidence of its association with the possibility of disease metastasis and
recurrence'?

In vitro studies show that opioids as morphine can influence the migration
and proliferation of endothelial cells?. Also, morphine, methadone, and
buprenorphine significantly decrease the cytotoxic activity of NK cells®. Morphine
promotes tumor progression and reduces patient survival by increasing tumor
angiogenesis, peri-tumor lymphangiogenesis, mast cell activation, and allowing
higher levels of cytokines and substance P in tumors!!4, A study by Khabbazi and
collaborators (2015) shows that morphine prevents the increase in IL-4-induced
MMP-9 and IL-4-induced M2 macrophage activation, determining high tumor
aggressiveness?,

Considering that the perioperative oncological scenario is multifactorial and
complex'®, more studies are necessary to understand the impact of anesthetic drugs
on the production of inflammatory mediators that could help to eliminate tumors.

To contribute to the evaluation of the use of opioid-free anesthesia in cancer
patients, we investigated its impact on the acute inflammatory response induced by
the use of opioid anesthetics in the immediate pre-and postoperative period of
patients with different types of cancer undergoing surgery to remove the tumor. This
study aims to quantify the levels of cytokines IL-4, IL-12, IL-17A, and TNF-a in the
peripheral blood of patients before and after surgery, with and without the use of
opioids; establish the profile of blood lipid peroxidation in these patients, and check
whether there is any change due to the use of opioid anesthetics, as well as its
putative mechanism of action by in vitro investigations.
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Methods
1. Design of the study

This is a prospective preclinical study, randomized to use or not opioids in
the anesthetic technique. It was carried out at the Francisco Beltrdo Cancer Hospital
(CEONC) from July 2019 to October 2020. Patients were randomly allocated into
two groups: OP group (anesthesia with the use of exogenous opioid) or OF
(anesthesia without exogenous opioid i.e. opioid-free), using the electronic random
number table method. They received, respectively, more epidural general
anesthesia with the use of opioids or more epidural general anesthesia-free of
opioids. After being processed by the Human Research Ethics Committee (CEP) of
the State University of Western Parana (UNIOESTE) - Francisco Beltrdo, Brazil, it
was approved under CAAE number 15251519.1.0000.0107.

All adult patients attended in the hospital with an indication for oncological
surgery according to the previous evaluation of the surgeons who attend that
institution were included. A total of 47 adult patients, of both sexes, were selected
for surgery to remove tumor mass located in the prostate, stomach, pancreas, bile
ducts, breast, colon, lung, uterus, kidneys, and retroperitoneum.

All patients underwent pre-anesthetic consultation for the free decision to
participate or not in the study, preserving the confidentiality of the information
obtained, as well as the identity of the participating patients. After due clarification,
everyone who signed the free and informed consent form regarding anesthesia and
the study participated in the research. At the time of the pre-anesthetic evaluation,
the evaluating physician and the patient were blinded, who were unaware of which
research group the participant would be in. The group to which the patient was
allocated was revealed on the day of surgery only to the anesthetist responsible for
the anesthetic procedure. In addition to the patient, the person responsible for the
laboratory analysis also had no information on whether the sample came from a
patient in the OF or OP group.

The exclusion criteria were: patients under the age of 18, patients with
allergies to the medications in the treatment protocols, patients who had previously
used opioids or corticosteroids in the last 6 months, were using immunosuppressive
therapy or had autoimmune diseases, patients with chronic or acute pain related or
not to cancer, patients with contraindication or refusal to epidural block and patients
who needed transfusion of blood products in the perioperative period. The pre-
anesthetic evaluation was also excluded if patients had severe life-threatening
systemic disorders, with or without surgery, and dying patients with little chance of
survival. None of the patients suffer any loss in terms of postoperative pain control
due to their allocation in the OF or OP group, with their intensity being routinely
assessed and treated, if necessary, through multimodal therapy. All patients were
assessed for the Visual Analogue Scale (VAS) for pain before and after the
anesthetic procedure so the analgesia was effective in both groups.

For laboratory analysis, a sample of peripheral venous blood anticoagulated
with heparin was obtained in two moments. The first sample (T1) was collected from
the venous system, in the operating room, through the peripheral venous device
before installing the line to infuse the solutions and drugs. The caliber of the
peripheral venous device was chosen according to the size of the surgery and the
patient's anatomy, using 20G, 18G, 16G, or 14G devices. The second collection
(T2) of blood was carried out in the operating room, in the immediate postoperative
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period, as part of the routine postoperative laboratory control of the institution. After
T2 collection, patients were transferred to the intensive care unit (ICU) or surgical
ward of the hospital unit, according to the anesthesiologist's clinical indication,
where they received post-operative care.

In the peripheral blood samples, comparative analyzes were performed
paired between the peripheral blood samples before and after anesthesia for each
group, in order to obtain an overview of the inflammatory profile of the patients. The
following names were used for statistical analysis of the results: without pre-
anesthesia opioid (OF-Pre), without post-anesthesia opioid (OF-Post), with pre-
anesthesia opioid (OP-Pre), and with post-anesthesia opioid (OP-Post).

Data taken from medical records and perioperative records of nursing and
anesthesiologists were: number of medical records, age, weight, height, sex,
education, marital status, the city where the patient live, current and previous
illnesses, medications in use, smoking, alcoholism, ASA, duration of surgery (in
min), the volume of estimated blood loss (in mL), number of leukocytes. These data
were stored in a database for further studies and further analysis.

2. Anesthetic procedure

In the operating room, standard monitoring was performed with a Dixtal
2010® multiparametric monitor (Dixtal Biomedical, Brazil) and the neuromuscular
block was controlled through the sequence of four stimuli with the Watch® SX Train-
of-four (TOF) monitor (Organon, USA).

Hydration and replacement of losses were performed with an isotonic
crystalloid solution (0.9% sodium chloride and/or lactated Ringer) and, when
necessary, by blood transfusion.

All patients received dipyrone 30 mg/kg intravenously and antibiotic
prophylaxis according to the surgical site and the guidance of the Hospital Infection
Control Commission (CCIH) of the institution. The prophylaxis for stress ulcers was
by antagonism of the H2 receptor with 50 mg IV of ranitidine hydrochloride.

Conscious sedation for epidural puncture was performed with midazolam
0.05 mg/kg IV with oxygen supplementation 3-4 L / min in a face mask with reservaoir.
After installed anxiolysis and, immediately before peripheral venipuncture, baseline
blood pressure was determined by the average of three successive measurements.

Epidural anesthesia was performed with aseptic technique, with the patient
in a sitting position, with infiltration of 1% lidocaine with epinephrine in the skin and
in the path of the puncture, in the thoracic region with the insertion of a catheter for
anesthetic complementation, if necessary!’. A syringe was prepared with saline
solution for the OF group or with 2mg morphine for the OP group, with a standard
volume of 2mL.

General anesthesia was combined with epidural block to facilitate airway
control and for better perioperative comfort for the patient due to the surgical
positioning, surgical time, and standardization of anesthesia.

General anesthesia was administered using the total venous technique, with
induction performed with propofol 1.5-2.5 mg/kg, lidocaine 1.5 mg/kg, magnesium
sulfate 25 mg/kg, and atracurium 0.3-0.6 mg/kg, with tracheal intubation being
performed after obtaining no response to the sequence of four stimuli (TOF 0/4). An
additional syringe for anesthetic induction was prepared with saline solution for the
OF group or with fentanyl 2 ug/kg for the OP group, with a standard volume of 5mL.
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Maintenance of the anesthetic plan was performed with lidocaine 1.5 mg/kg
/h, propofol 100-200 pg.kg-1.min-1 and, when TOF presented two or more
responses to the sequence of four stimuli (TOF = 2), a complementary dose of
atracurium was administered to maintain adequate muscle relaxation. Elderly
patients with comorbidities need lower doses and, therefore, their doses were
titrated to avoid hypotension during the induction and maintenance of general
anesthesia.

At the end of the procedure, the patients were extubated in the operating
room and sent to the ICU or surgical ward for immediate postoperative care. During
the 24 hours following surgery, the patients were followed up by the anesthesiology
service and evaluated for vital signs and anesthetic-surgical complications.

3. Evaluation of systemic inflammatory status

The circulating levels of interleukin 4 (IL-4), interleukin 12 (IL-12 p70),
interleukin 17A (IL-17A), and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), and the lipid
peroxidation profile of plasma were evaluated. The levels of cytokines were
measured using commercial kits (Invitrogen, USA) by the enzyme immunoassay
technique (ELISA), following the analysis protocol recommended by the
manufacturer. The kits have a sensitivity of 4pg / mL. The values obtained were
used to calculate cytokine ratios (Th1/Th2, Th1/Th17 and Th2/Th17).

The analysis of lipoperoxidation levels was obtained from the determination
of hydroperoxide levels using the chemiluminescence technique induced by t-butyl,
after standardization of the test in the laboratory to adjust the analytical technical
conditions. For this assessment of plasma lipoperoxidation, 125 pL of the sample
was added in 865 pL of 10 mM monobasic phosphate buffer and pH 7.4 in 0.9%
NaCl with incubation at 37°C for 5 minutes. To trigger the reaction, a 10 ul aliquot
of the t-butyl solution was added. The reaction reading was performed in a GloMax®
20/20 luminometer (Promega, USA) in the protocol of one reading per second, for
60 minutes, where the qualitative photon emission curve, measured in relative units
of light (URL), was evaluated. Concerning the antioxidant capacity of samples,
TRAP provides an overview of the antioxidant non-enzymatic defenses of plasma.
The compound 2,2'azobis (ABAP) reacts with lipids present in the plasma to form
lipoperoxides. This reaction emits photons in low quantities, undetectable by
spectrophotometry. To amplify this reaction, luminol is added, a compound more
unstable than lipoperoxides, capable of capturing the unpaired electrons of these
lipoperoxides, amplifying the light emission and signal emission to the luminometer.
The greater the amount of antioxidants present in the sample, the greater the delay
in the rise of the ABAP curve, which corresponds to the impediment in the formation
of lipoperoxides due to the level of low molecular weight antioxidants. The samples
were diluted 1:50 in 980 uL of 1M glycine buffer, pH 8.6, added with 50 pL of luminol
solution (0.0398 mg / mL) and 50 pL of ABAP solution (54.24 mg / mL) to start the
reaction. The results were analyzed using the OriginLab 7.5 software and expressed
in nM trolox, based on the ABAP curve inhibition profile of a standard solution of the
water-soluble vitamin E analogue (Trolox 0.5 mg / mL). Both methods to evaluate
oxidative stress were previously published by Herrera et al. 201431,
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4. In vitro study

Aiming to investigate the individual mechanisms triggered by anesthetic
drugs that resulted in altered levels of IL-12 and oxidative stress, each drug was
tested individually. For this, 1 mL of healthy donor blood (n =10) was incubated for
1 hour with each of the following drugs and concentrations: propofol (3 pug/mL),
fentanyl (2.5 ng/mL), lidocaine (1.5 pg/mL), magnesium sulphate (5 mg/dL) and
atracurium (0.29 pg/mL). The concentrations were calculated based on the
therapeutic plasmatic concentration estimated for each drug, as used in the
anesthetic protocol of cancer patients. After incubation, samples were centrifuged
at 5000 rpm for 5 minutes, and analyzed in the cytokine ELISA kit and oxidative
stress protocol, as described above.

5. Statistical Analysis

From the data obtained and properly tabulated in Microsoft Excel®
spreadsheets, an analysis was made of the association of sociodemographic data
in relation to the different treatments: without the use of opioids (OF) and with the
use of opioids (OP), this through the Chi-square test of independence, followed by
the post-test of adjusted residuals, which allows the identification of which
categories the variables have a statistical association.

For each cytokine, in order to assess their interaction in relation to time and
treatments, the ANOVA test for repeated measures was applied, followed by the
Tukey-HSD test, in case of statistical significance (p <0.05). In order for this test to
be applied, the statistical assumptions of normality (Shapiro-Wilk test) and
homoscedasticity of the data (Cochran test) were evaluated. Finally, to assess the
existence of an association between the different variables, the PERMANOVA Test
was applied, followed by the Principal Coordinate Analysis (PCoA) to visualize them.
Statistical analyzes were performed using XLStat Version 19.4 (ADDINSOFT,
2018), STATISTICA 7.0 (StatSoft, 2004), and the computer program R (R
Development Core Team, 2019), and in all analyzes we assumed a significance
level of p < 0.05.
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Results

Of the 47 patients who participated in the research, 2 were excluded due to
lack of material on the day of the surgical procedure. Thus, there were 23 patients
in the OP group and 22 in the OF group.

The clinical-pathological profile of the patients is shown in Table 1. There was
a similar distribution of patients with respect to gender in the two groups, with an
average age of 60 years, average education of 5.5 years, with an average of 40%
with arterial hypertension as associated comorbidity. About 75% of them used
continuous medication, with 28.9% of smokers, and most of them eutrophic, with an
average ASA status of 1.78. The cancers were predominantly from the genitourinary
and digestive tracts, and the average surgery time was approximately 108 minutes.
About 22% of patients had some perioperative complication.

Table 1 - Absolute frequency (AF) and relative frequency (FR%) of
sociodemographic data and clinical variables data in association with the use
or not of opioids.

On opioids use
(OP) Opioids-free (OF)
Variable Category AF FR% AF FR% P-value
Gender Male 7 30.43 13 59.09
Female 16 69.57 9 40.91 0.053
Age (decade, yr) <40 4 17.39 3 13.64
50 4 17.39 9 40.91
60 11 47.83 7 31.82
=70 4 17.39 3 13.64 0.380
Education Up to 5 years of study 12 52.17 17 77.27
From 6 to 10 years of study 4 17.39 3 13.64
More than 10 years of study 7 30.43 2 9.09 0,152
BMI Underweight (BMI < 18.5) 2 9.09 1 4.76
Normal (18.5 2 BMI < 24.9) 12 54.55 12 57.14
Overweight (25 = BMI < 29.9) 5 22.73 4 19.05
Obese (30 = BMI < 34.9) 1 4.55 3 14.29
Extremely obese (BMI = 35)
2 9.09 1 4.76 0.780
Marital status Single 0 0.00 4 18.18
Married 14 60.87 12 54.55
Divorced 1 4.35 5 22.73
Widowed 8 34.78 1 4.55 0.007
SAH Yes 10 43.48 8 36.36
No 13 56.52 14 63.64 0.626
Diabetes mellitus Yes 2 8.70 2 9.09
No 21 91.30 20 90.91 0.962
CAD Yes 0 0.00 0 0.00
No 23 100.00 22 100.00 -
Dyslipidemia Yes 2 8.70 3 13.64 0.598
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No 21 91.30 19 86.36
Medicines Yes 18 78.26 16 72.73

No 5 21.74 6 27.27 0.665
Smoking Yes 6 26.09 7 31.82

No 17 73.91 15 68.18 0.671
Alcoholism Yes 4 17.39 1 4,55

No 19 82.61 21 95.45 0.170
Tumor location Prostate 3 13.04 6 28.57

Stomach 5 21.74 3 14.29

Pancreas 0 0.00 1 4.76

Bile ducts 2 8.70 0 000

Breast 7 30.43 1 4.76

Colon 1 4.35 5 23.81

Lung 1 4.35 1 4,76

Uterus 1 4.35 2 9.52

Kidney 3 13.04 1 4.76

Retroperitoneum 0 0.00 1 4.76 0.125

I 8 34.78 4 18.18

I 14 60.87 17 77.27

1 1 4.35 1 4,55 0.449
Surgery duration Up to 60 min 4 17.39 3 13.64

60 to 120 min 14 60.87 10 45.45

More than 120 min 5 21.74 9 40.91 0.380
Blood loss Up to 100 ml 5 22.73 5 23.81

From 100 to 200 ml 8 36.36 7 33.33

More than 200 ml 9 40.91 9 42.86 0.978
Leukocytes/uL Less than 450 4 21.05 1 5.56

Between 4500 and 1100 15 78.95 15 83.33

More than 1100 0 0.00 2 11.11 0.151

Abbreviations used

Body mass index (BMI)

Systemic arterial hypertension (SAH)

Physical status classification system by the American Society of Anesthesiologists
(ASA)

Coronary artery disease (CAD)

The population showed no difference between the OF and OP groups in
relation to most sociodemographic data. There was an association only between
marital status and the use of opioids (X2 = 12.25; p = 0.007). According to the post-
test, the higher the frequency of single individuals, the lower the use of opioids, and
the higher the frequency of widowed individuals, the greater the use of opioids
(Table 1).

As shown in Figure 1, we first investigated by principal component analysis if
there was any association among the studied variables. In the analysis of each
cytokine separately, in interaction with the different groups (OP/OF) and different
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times (pre and postoperative), it can be observed that the cytokines did not show
statistical significance. However, when purchasing the pre and postoperative
periods, in both groups there was a significant reduction in oxidative damage (F =
20.56; p = 0.000). When analyzing all variables together, it was observed that there
was an association between them concerning time (pre or post-anesthesia) (F =
3.11; p = 0.022). However, this association was not seen in relation to the groups
(F =2.40; p =0.101).

Since the principal component analysis pointed to no association among the
variables measured in the plasma, we started to analyze each component
individually.

Regarding oxidative stress profile, there was a reduction in the generation of
lipid peroxidation in the postoperative period, regardless of the use of opioids or not
(Figure 2, 450366-3335485 URL para OF-Pre, 327138-2152811 URL para OF-Post
702430-4058438 para OP-Pre e 517787-1665703 para OP-Post, OF PrexPost:
p=0.0197; OP Pre x Post, p=0.0016). The antioxidant capacity of plasma was
augmented after anesthesia independent on the use of opiods (174.2-671.7 nM
trolox to OF-pre, 228.7-892.1 nM trolox for OF-post, 165.4-4248 nM trolox for OP-
pre and 196-4305 nM trolox for OP-post, OF PrexPost: p=0.0033; OP Pre x Post,
p=0.0024).

Concerning cytokines, there was no significant variation in IL-4 (Figure 3A,
19,38-70,93 pg/mL for OF-Pre, 19,99-83,63 pg/mL for OF-Post, 22,72-64,77 pg/mL
for OP-Pre and 20,14-69,23 pg/mL for Op-Post), IL-17A (Figure 3B, OF-Pre 860,8-
287 pg/mL, OF-Post 65,16-289,3 pg/mL, OP-Pre 53,97-271,3 pg/mL and OP-Post
82,76-264,8 pg/mL) and TNF-a (Figure 3C, OF-Pre 108,1-364,1 pg/mL, OF-Pot
84,46-364,1 pg/mL, OP-Pre 118,6-273,3 pg/mL e OP-Post 64,99-326,3 pg/mL) in
the pre and postoperative periods. In relation to IL-12 (Figure 3D), there was a
significant reduction in the OF group post-anesthesia (45,24-134,9 pg/mL for OF-
Pre, 34,17-11,5 pg/mL for OF-Post, 53,75-124 pg/mL for OP-Pre and 13,11-168,7
pg/mL for OP-Post, OF-Pre x Post: p= 0,0250). Cytokine ratios did not vary in any
condition (data not shown in graphs).

Table 2 shows that there was a correlation between the values observed in
IL-12 and TNF-a in the OF group (R = 0.5089, p = 0.051). There was no correlation
between the results of cytokines or lipoperoxidation with the clinicopathological data
in Table 1 (Chi-square test, p> 0.05).

The in vitro study (Figure 4) demonstrated that all anesthetic drugs are
capable to significantly reduce IL-12 levels in the blood (71.6+20.42 pg/mL for
propofol, 88.83+£9.57 pg/mL for fentanyl, 63.3+0.64 pg/mL for lidocaine, 764 pg/mL
for magnesium sulfate), excepting for atracurium (173.1+26.17 pg/mL), when
compared to untreated control blood (123.9£19.15 pg/mL, p< 0.05). In vitro
evaluation of oxidative stress parameters shown no difference among groups, and
the results were greatly variable (data not shown in graphs).
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Figure 1 - Study of association of the variables investigated in the study through the analysis of main components
(PCo). Red dots indicate opioid-free patients and blue dots represent those who received opioids in the anesthetic

procedure.
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Figure 2 - Comparative analysis of the plasma lipoperoxidation profile (A) and antioxidant capacity (B) of cancer
patients undergoing anesthesia with (OP) or without (OF) opioid, pre and post anesthesia. The data are represented in
box plots (min-max). + indicates the average value of each group. * indicates statistical difference (p <0.05), Student's t
test or # Wilcoxon test. RLU = relative unities of light.
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Figure 3 - Plasma levels of interleukin 4 (IL-4), interleukin 17A (IL-17A), tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and
interleukin 12 (IL-12) of cancer patients undergoing anesthesia with (OP) or without (OF) opioid, pre and post

anesthesia. The data are represented in box plots (min-max). + indicates the average value of each group. * indicates
statistical difference (p <0.05), Student's t test or # Wilcoxon test.
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Table 2 - Significant correlation between plasma levels of tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and interleukin 12 (IL-12)
of cancer patients undergoing anesthesia in the group without opioids after anesthesia in the Post-OF group.

Correlation Spearman R (IC 95%) p value
OF-post TNF vs IL-12 0.5089 (-0.021-0.81) 0.051
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Figure 4 — In vitro interleukin 12 levels in plasma samples from healthy donnors individually challenged with each of the
anesthetic drug employed in cancer patients anesthesic procedure. Total blood samples were incubated for 1 hour with each
individual drug. After this, samples were centrifuged and IL-12 levels measured by ELISA. The data are represented as mean *
standard errors of the means. * indicates statistical difference (p <0.05), ANOVA test with Bonferroni’s test as post-hoc.
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Discussion

Despite anesthesia be a fundamental piece of oncological surgery, the use
of opioids has been recently questioned. Evidence concerning its possible
relationship with cancer recurrence and spreading has raised the need of
understanding its impact on the inflammatory scenario of operated cancer patients.
Considering this, we performed our study aiming to investigate the acute impact of
opioids on the inflammatory systemic profile of cancer patients. To reach this goal,
we evaluated cancer patients before and after anesthesia, into two groups,
considering the presence of nor of opioids. Our results showed that there is a
reduction in the systemic lipid peroxidation profile from both groups, revealing its
antioxidant potential against oxidative stress generation. Further, we also
demonstrated that opioid-free anesthesia has a significant impact on IL-12
circulating levels, suggesting that this set of drugs may induce its acute
consumption, which could be a benefit when considering that this cytokine activates
the main immune defense against tumors, the natural killer cells (NK cells).

Researches involving opioids and cancer in the perioperative period have
mainly reported the relationship between opioids and VEGF production, and their
impact on cellular immunity!>18.1920 Qther researches evaluate the presence of the
opioid receptor in cancer, relating it to metastasis, disease aggressiveness, and
tumor growth1921.2223 - Qpioids interfere with both cellular and humoral immunity,
significantly decreasing the cytotoxic activity of NK cells!®. They stimulate the
apoptosis of macrophages and T cells, as well as the migration and proliferation of
tumor cells in vitro'424, Opioids inhibit the production of pro-inflammatory cytokines
by monocytes, inhibit the transcription of interleukin 2 (IL-2) in activated T
lymphocytes?® and increase the production of IL-4%°. In our study, there was no
variation in IL-4 levels, regardless of the use of opioids or not, because the assessed
time was possibly too short to see any impact of anesthesia on the healing and
repair process, of which IL-4 is a pivotal mediator. Also, there was no variation in
the levels of IL-17A and TNF-a, regardless of the use of opioids or not probably
because it does not vary, or because it would take more time to allow this cytokine
to have its synthesis or consumption altered. In the study by Maher and
collaborators (2019), morphine did not interfere with the concentration of IL-1, IL-2,
IL-4, IL-10, IL-17a, TNF-q, IFy and increased the concentration not statistically
significantly. from 1L-68, similarly to our data, in which IL-4, IL-17A, and TNF-a
remained stable in both groups after anesthesia.

On the other hand, IL-12 showed a significant reduction in the post-surgical
period in the OF group. We hypothesize that possibly this cytokine may be acutely
consumed by NK cells, which could become activated, and act in the recognition of
tumor antigens that were exposed during the surgical process. Therefore, this
process could benefit the opioid-free patients in the future, corroborating with
literature findings that support less metastasis and disease recurrence when cancer
patients do not receive opioids during surgery anesthesia 10212223 We also
observed a correlation between IL-12 and TNF-a levels in plasma, suggesting that
the production of one cytokine also leads to the production of the other. Likewise,
consumption of one lead to consumption of the other

To better understand this phenomenon, we performed an in vitro study,
isolating each anesthetic drug employed in cancer patients’ surgery, and
challenging healthy donor's blood cells with them. We demonstrated that blood cells
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are able to acutely consume IL-12 after the anesthetic drug challenge, excepting for
atracurium, demonstrating that independent of being or not an opioid, these drugs
can impact this cytokine. Fentanyl has been reported as an anti-inflammatory drug
with immediate effects in healthy people?®, but no information was found concerning
its effect on IL-12 levels. The same has been reported to propofol, which acts as an
anti-inflammatory by suppressing the cyclooxygenase activity and prostaglandin E
production, without impacting IL-12 levels on dendritic cells in an experimental
model?’. Lidocaine seems to be similar since can act as an anti-inflammatory by
regulating IL-6 levels operative time and post-operative in healthy people??, but no
information about its impact on IL-12 was reported. Therefore, our findings of IL-12
seem a novelty, which aligns with the anti-inflammatory effect of anesthesia reported
in the literature.

Lipid peroxidation levels, a measurement directly linked to oxidative stress,
was also observed as reduced after the anesthetic and surgical procedure,
regardless of the use of opioids. Despite data suggesting opioids as ROS inducers
in non-cancer individuals?®, our finding in cancer patients suggests that possibly
some of the anesthetic drugs used in the patients may have some antioxidant effect,
as demonstrated in our results. Indeed, this information is well known to propofol,
which acts as an antioxidant, and has the effect of reducing ROS®°. Anyway, this
information reinforces that some combined anesthetic drugs can impact the
immediate inflammatory response of patients in different ways since oxidative stress
constitutes a relevant arm of inflammation.

Concerning the limitations of our study, it is important to consider the time
between the collection of blood samples, which lacks a long-term follow-up. It was
possible to identify only the changes that immediately occurred after the surgical
event, and it was not possible to conclude about the long-term changes or the
clinical consequences. However, these patients will be followed up by the research
group for further cytokine assessments in addition to the clinical consequences as
relapses and metastases.

In conclusion, this study demonstrated that in different topographies of
cancers, in the perioperative period, the anesthetic schedule may impact the acute
inflammatory response by leading to a consumption of IL-12 when opioids are not
used. Further, our data showed that oxidative stress production is also affected in
such patients, and provides information about how anesthetic drugs can regulate
IL-12 levels individually and acutely in healthy cells. These findings concerning IL-
12 are novelty and may have some association with tumor progression and the
appearance of future metastasis in cancer patients undergoing opioids.
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6. APENDICES

APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
TCLE

Titulo do Projeto: “Influéncia dos opioides exdgenos na resposta
inflamatoéria aguda no periodo perioperatério de cirurgia oncologica”.

Certificado de Apresentacgio para Apreciagéo Etica — “CAAE” N°

Pesquisador para contato: Prof. Odirlei Titon e Profa. Dra. Carolina Panis

Telefone: (43)999165316 e (46) 35200712

Endereco de contato (Institucional): Centro de Ciéncias da Saude.
Rodovia Vitério Traiano, km 2, Bairro Agua Branca, Francisco Beltrdo-PR

Convidamos (nome do participante) a

participar de uma pesquisa sobre o efeito da anestesia sobre a recidiva do cancer.
Os objetivos séo identificar se o uso de algumas drogas na anestesia pode afetar
de que forma o cancer evolui ao longo do tempo. Para isso sera realizada a coleta
de um frasco de sangue periférico (10 mL) durante o procedimento cirdrgico que
vocé realizar4 para bidpsia ou retirada do tumor, que serd utlizado para
identificacdo da presenca de substancias que o corpo produz e que atuam no
combate do cancer. Sera coletado sangue em dois momentos. A primeira coleta
(T1) se dard no momento da primeira puncéo venosa realizada quando o senhor
estiver dentro do centro cirlrgico, para realizacdo da anestesia. Desta mesma
puncgdo venosa sera coletada a amostra de sangue inicial. A segunda coleta (T2)
se dara ainda no centro cirdrgico, no pés-operatorio imediato, como parte do
controle laboratorial pés-operatério de rotina da instituicdo, ndo sendo realizado,
portanto, nenhuma puncdo venosa a mais em decorréncia da pesquisa. Serdo
coletados dados de seu prontuario, sendo que em todo momento seus dados
pessoais serdo mantidos em sigilo.

Os riscos relacionados com a pesquisa sd0 0S mesmos inerentes a
cirurgia e a anestesia. Pretendemos realizar a pesquisa de maneira que nenhuma
das partes tenha qualquer problema. Antes da cirurgia, vocé sera convidado a

responder algumas perguntas, para saber informacdes gerais sobre sua saude.
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Se ocorrer algum transtorno, decorrente de sua participagcdo em
qualquer etapa desta pesquisa, nés pesquisadores, providenciaremos
acompanhamento e a assisténcia imediata, integral e gratuita. Havendo a
ocorréncia de danos, previstos ou ndao, mas decorrentes de sua participacédo nesta
pesquisa, caberd a vocé, na forma da Lei, o direito de solicitar a respectiva
indenizacao.

Também vocé podera a qualquer momento desistir de participar da
pesquisa sem qualquer prejuizo. Para que isso ocorra, basta informar, por qualquer
modo que lhe seja possivel, que deseja deixar de participar da pesquisa e qualquer
informacédo que tenha prestado sera retirada do conjunto dos dados que seréo
utilizados na avaliagéo dos resultados.

Vocé nédo recebera e ndo pagara nenhum valor para participar deste
estudo, no entanto, tera direito ao ressarcimento de despesas decorrentes de sua
participacao.

NOs pesquisadores garantimos a privacidade e o sigilo de sua
participacdo em todas as etapas da pesquisa e de futura publicacao dos resultados.
O seu nome, endereco, voz e imagem nunca serdo associados aos resultados
desta pesquisa, exceto quando vocé desejar. Nesse caso, vocé devera assinar um
segundo termo, especifico para essa autorizacdo e que devera ser apresentado
separadamente deste.

As informacfes que vocé fornecer serdo utilizadas exclusivamente nesta
pesquisa. Caso as informacdes fornecidas e obtidas com este consentimento sejam
consideradas Uteis para outros estudos, vocé sera procurado para autorizar
novamente o uso. No entanto, caso vOocé ndo queira ser procurado para nova
autorizacédo, informe abaixo:

E necesséario a minha autorizacdo para que outros estudos utilizem as
mesmas informac¢des aqui fornecidas: () sim () ndo

Este documento que vocé vai assinar contém 2 péginas. Vocé deve
vistar (rubricar) todas as paginas, exceto a Ultima, onde vocé assinara com a
mesma assinatura registrada no cartério (caso tenha). Este documento esta sendo
apresentado a vocé em duas vias, sendo que uma via é sua. Sugerimos que guarde
a sua via de modo seguro.

Caso vocé precise informar algum fato decorrente da sua participacéo

na pesquisa e se sentir desconfortavel em procurar o pesquisador, vocé podera
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procurar pessoalmente o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
UNIOESTE (CEP), de segunda a sexta-feira, no horario de 08h00 as 15h30min, na
Reitoria da UNIOESTE, sala do Comité de Etica, PRPPG, situado na rua
Universitaria, 1619 — Bairro Universitario, Cascavel — PR. Caso prefira, vocé pode
entrar em contato via Internet pelo e-mail: cep.prppg@unioeste.br ou pelo telefone
do CEP que é (45) 3220-3092.

Declaro estar ciente e suficientemente esclarecido sobre os fatos

informados neste documento.

Nome do sujeito de pesquisa ou responsavel:

Assinatura:

Eu, declaro que forneci todas as informacdes

sobre este projeto de pesquisa ao participante (e/ou responsavel).

Assinatura do pesquisador:

Francisco Beltrdo, Data:



70

APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) do Ato

Anestésico

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE
EESCLARECIDO PARA PROCEDIMENTO CIRURGICO

[ Hiome do Médica CRA:

| Unidade de Saide onde se realiza o procedimenta

Home
Enderega: Ted efione
OPF: R

identificacio do Resporsavel: A i Pk, i il
Horme:

Enderega: Tl efane:
OPE RG:z

[ identificgio do Paciente:
dade

Considemndoo art. 50 do codigode EticaMédica s asa tigoe 6° Il & 357V da Lei BOTESD do Cadigo de Defesa do Contumidor, que
garantem ao paciente a plena informagio sobre seu estado de saide eu, acima identificadg em pleno go@o de minhas bouldades
mentais, AUTORIZ Qo médico supracitado & o4 demais médicos vincutados 3 minha assisténda a malizar ofs) seguintes)
prodedimentols) cinirgioolg:

D procedimentos propostos foram devidamente explicados quanto aos seus beneficios, riscos, complicagies & altermativas possiesis, &
tiwe a aportunidade de frer parguntas, sespondida s satisfatoriamente, am linguage m ampsensivel, parmitindo o adequada
entendiment inchusive quanto aos beneficios e fou cmplicagbe s potenciais  riscos no a0 de ndo sertomada nenhuma atitude
terapéutica diante da natureza da patologia disgnosticada.

Estou ciente de que, para realizagSo daf ) procedim entofs) adima especificadofs), poded ser necescinia a utilizag@ode drisses protesss
& miateriais ecpeciaic Sei tambeém que podend ser neoscdinia transhsso de sangue, sobee aqual fui devidam ente informado dos risos,
ficandn desde ji pré-autodizada

T e

it

Estou ciente de que, para realizar as) procedimentos|s) acima espedficadal <), serd neoessinia aplicacio de anestesia cujos métodas,
técnicas & famams anesé scos wdo deindicacso exclusiva do médico anestesiol ogista Estou ciente tamb£m quanto sosriscosy
beneficios & altemativas de ada poocedimento anestésion conforme Consentimento Livre & Esclareddo e specifico ji assinado.

haras &

Estou ciente que poderdo ocores, além dos efeitos da anestesia complicagbes cardiovasoul am se respiratdrias, sangramentos
infecgies, antre outras complicagies mais raras & complexas, & até pobencialmente fatais. Nesoa situacio, sere avaliado e
aawmpanhado pelo madioo, sendo que mibonizo a realiza o de outes proced mento, ame o tratamento em situagies imprevistas
que possam ocormer durante o peesente procedimento & que necessitem de cuidados espedializadas difere nbes daquel &5 inicial mente
propostos; tal conduta para afastar os riscos prejudicisis 3 sadde o3 vida --|

as

Y

Asmim, 5= a ewlugio do quadno de sadde repessentar riscos a vida do pacients, estou diente de que serdo adota dos os procedimentos
miédikns & hospital ares reaymendd wis & necessinios, ficando estes desde j autorizados.

Matorizo que qualquer argao ou tecido removido dinurgicamente seja encaminhado para exames complementanes, degale que

ne e S5, para o esclarecimento de diagndstio ou tratamenta.

Trean

Certifico que | este tenma, ou que foi explicado pra mim, tendo sido explicado pelo meu médio assisents & sua equips, indusive
quanta Aposibilidade de sua mvogacia Pleno deste entendimento, autodizoe a realizagio do procedimento proposta

{ { ¥ 3 horas e minutos.
(]
Irvics M i o respovschvet | e Ml fentreger mointsriogda) | 3 vis Paents
Assinatura dopackenne ou rspons e Canmbo eassinanra do Medoo mespons el
Assnaura da Esemunha Assinabura da testemunha

Oroun stindas de Emengin da | Riscod e Mo rte: Preender este Cons enviim e Infonmade “Rio Dbtide™: Declam que, devido a0 estado clinko do

lenteou demerpineiaiiaco de mone kdentificad o, ndo folpossiel formeosr 20 packn e as ni:rrrngu neoessdnas paraobtengio deste
gummhfannd&mmmmmmmde tlro:sr:msprq.nelfnu:s:jdee:w ,mmmmﬂmd&mmp&mu’n
quantdade suficients pam melhorar sua shuagdo clinka do peoents com basesm aalgo tienica

Medico mlicitante CRM n®;

Revogagio deste consent i




APENDICE C - Instrumento de Coleta de Dados

71

ESTUDO: INFLUENCIA DOS OPIOIDES EXOGENOS NA RESPOSTA
INFLAMATORIA AGUDA NO PERIODO PERIOPERATORIO DE CIRURGIA

ONCOLOGICA
Nome:
Data de Nascimento: / / Idade: Peso: kg
Cidade onde reside:
Profissao: Escolaridade: anos

Estado Civil: ( ) Solteiro ( ) Casado ( ) Divorciado ( ) Viavo
Doencas: ( ) HAS ( ) Arritmia ( )ICC ( )DM ( )DAC

() Hipotireoidismo ( ) Dislipidemia ( ) DPOC ( ) Asma

( YHPB () Litiaserenal ( ) Depressdo ( ) Ansiedade

( ) Osteoartrite ( ) Outras:

Medicamentos:

Tabagismo atual: Sim ( ) Nao ( ) Etilismo atual: Sim ( ) Néao ( )
Historico de Cancer da Familia: Sim () N&o ( )

Especificar:
Avaliacdo com Oncologista: Primeira consulta: / /
Ultima consulta: / /

NUmero do Sorteio:
TCLE Preenchido: Sim () N&o ( )

Local do cancer:

Estadiamento:
Resultado do AP:

Acometimento linfonodal: ( ) Sim ( ) Néo
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QT pré: () Sim ( ) Nao QT po6s: ( )Sim ( ) Nao
Terapia Endocrina: () Sim () Nao

Margem cirargica: () Acometida ( ) Livre

Grupo Alocado: OP () OF( )
Classificacdo ASA: P1( ) P2( ) P3( )

Tempo de Cirurgia: min Nivel do Bloqueio Epidural:
Tempo para instalacdo do Bloqueio Epidural: min

Volume estimado de Perda Sanguinea: mL

Necessidade de Transfusdo Sanguinea: ( ) Sim mL ( ) N&o
Volume Infundido: mL

Complicacao Perioperatéria: ( ) Sim () Nao

Especificar:

Complicacao P6s-Operatéria: ( ) Sim () Nao
Especificar:

Avalicdo Durante as Primeiras 24h do P6s-Operatério:

Observacgdes:




7. ANEXOS
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ANEXO B — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

APROVACAO COMITE DE ETICA

UNIOESTE - CENTRO DE
CIENCIAS BIOLOGICAS EDA <« Wﬂp
SAUDE DA UNIVERSIDADE asil
ESTADUAL DO OESTE DO
PARANA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Influéncia dos opicides exdgenos no sistema imune no periodo perioperatério em
pacientes com cancer

Pesquisador: Odirlei Jodo Titon

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 15251519.1.0000.0107

Instituigdo Proponente: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 3.675.738

Apresentacéo do Projeto:

Solicitacdo de modificaces a pesquisa: Titulo da Pesquisa: Influéncia dos opiocides exdgenos no sistema
imune no periodo perioperatorio em pacientes com cancer

Pesquisador Responsavel: Odirlei Jodo Titon

Area Tematica:

CAAE: 15251519.1.0000.0107

Submetido em: 31/10/2019

Instituicio Proponente: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA

Objetive da Pesquisa:

Solicitacdo de alteractes da pesquisa

a) Modificagdo do titulo da pesquisa para “Influéncia dos opidides exogenos no
sistema imune no periodo perioperatorio em pacientes com cancer”.

b) Reformulacio do projeto original prevendo a coleta de amostras de pacientes com
cancer de mama, cancer de Utero e pacientes com tumores gastrintestinais.
Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Ja descrito anteriormente

Enderego: RUA UNIVERSITARIA 2089

Bairro: UNIVERSITARIO CEP: 85.812-110
UF: PR Municipio: CASCAVEL
Telefone: (45)3220-3082 E-mail: cep.propgi@uniosste.br

Pagna 01 de 03



UNIOESTE - CENTRO DE
CIENCIAS BIOLOGICAS E DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE
ESTADUAL DO OESTE DO
PARANA

Contnuagio do Parecer: 3.675.738

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Y

Esta emenda se justifica devido & saida do cirurgio da Urologia do Ceonc de Francisco Beltrdo, o que

reduziu drasticamente o ndmero de pacientes para realizacdo do estudo. Desta forma, faz-se necessario

expandir a coleta de amostras para pacientes adultos com neoplasias em outras topografias, e que sejam
submetidos ao mesmo processo de anestesia proposto no projeto original.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Atendido

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
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February 10th, 2021

To Brazilian Journal of Anesthesiology

We are glad for submitting to your consideration our original article titled: “Influence of
exogenous opioids on the acute inflammatory response in the perioperative period of oncological
surgery” to be submitted to your journal. All authors have seen a draft copy of the manuscript and
agree with its publication.

In this manuscript, we evaluated the impact of anesthesia on the acute inflammatory profile
of cancer patients ongoing protocols based or not in opioids. Our findings indicate that IL-12
systemic levels are acutely modified after anesthesia, and also that anesthetic drugs can alter the
oxidative stress status of patients’ plasma. AS far as we know, this information is new and adds to
the literature in this issue.

We sincerely believe that our manuscript deserves your attention in your journal. This
implies that the data contained therein have not previously been published nor are being considered
for publication elsewhere, and that they have been tacitly or explicitly approved by the responsible
authorities in the laboratories where the work was carried out.

The authors hereby confirm that neither the manuscript nor any part of it has been published
or is being considered for publication elsewhere. By signing this letter each of us acknowledges that
he or she participated sufficiently in the work to take public responsibility for its content. Please
contact me if you have any further question. Thank you.
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