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RESUMO

O uso de analgésicos para sedacdo e analgesia em UTIs pediatricas € uma prética frequente, e
a morfina é um dos farmacos mais utilizados. Com isso, a utilizacdo precoce de opioides e a
exposicdo a estimulos estressantes na infancia estdo relacionados a alteragdes no
desenvolvimento neural. Contudo, podem aumentar a vulnerabilidade a psicopatologias na vida
adulta e deste modo, desencadear prejuizos cognitivos, emocionais e sociais, alem das
alteragBes neuroquimicas. Neste contexto, estimulos externos positivos como enriquecimento
ambiental (EA) podem ser uma estratégia de tratamento e seu potencial neuro protetor tem sido
sugerido. Este trabalho teve como objetivo avaliar, em médio (P30) e longo prazo (P60), os
efeitos do EA precoce em possiveis alteracbes neuro motores, nociceptivas, cognitivas,
comportamentais e neuroquimicas induzidas pela administracéo repetida de morfina em ratos
no periodo neonatal. Os reflexos neuromotores foram avaliados por meio dos testes de geotaxia
negativa e reflexo do endireitamento. A resposta nociceptiva foi avaliada por meio dos testes
da placa quente e do Tail-flick, e a memoria de longo prazo pelo teste de reconhecimento de
objetos. A atividade exploratéria e locomotora e 0 comportamento do tipo ansioso foram
avaliados, respectivamente, por meio dos testes de campo aberto e labirinto em cruz elevado
(LCE). Adicionalmente, foram analisados niveis de BDNF e TNF-a, em hipocampo,
hipotalamo, tronco encefalico e medula espinhal. Os dados foram expressos como média + erro
padrdo da média (EPM). O programa SPSS 29.0 foi utilizado para todas as analises estatisticas.
Esse projeto foi avaliado e aprovado pela CEUA-HCPA (#2022-0185). Os resultados
demonstraram que filhotes expostos a administracdo precoce de morfina e a um ambiente
enriquecido ndo apresentam alteracdes significativas no seu desenvolvimento neuro motor.
Animais de 30 dias apresentaram: 1. Hiperalgesia induzida pela morfina (Tail-flick) e pelo EA
(placa quente); 2. maior indice de reconhecimento; comportamento do tipo ansioso que foi
revertido pelo EA. Animais de 60 dias apresentaram: 1. Analgesia induzida pelo EA; 2.
comportamento do tipo ansioso induzido pela morfina que foi revertido pelo EA. Todos o0s
parametros neuroquimicos foram modulados pela idade e os niveis de BDNF em hipocampo e
tronco encefalico foram aumentados pelo EA. E importante salientar a necessidade do
desenvolvimento de estudos pré-clinicos que contribuam para uma melhor compreensdo dos
efeitos do tratamento com morfina no periodo neonatal ao longo da vida possibilitando, desta

forma, a busca de terapias que possam prevenir ou reverter estes efeitos, como o EA.

Palavras-Chave: dor, ratos neonatos, morfina, enriquecimento ambiental, hiperalgesia.



ABSTRACT

The use of analgesics for sedation and analgesia in pediatric intensive care units is a common
practice, with morphine being one of the most frequently employed drugs. Consequently, early
opioid administration and exposure to stressful stimuli during childhood have been associated
with alterations in neural development. However, they may also increase vulnerability to
psychopathologies in adulthood, potentially leading to cognitive, emotional, and social
impairments, in addition to neurochemical changes. In this context, positive external stimuli
such as environmental enrichment (EE) may serve as a treatment strategy, and their
neuroprotective potential has been proposed. The present study aimed to evaluate, in the
medium (P30) and long term (P60), the effects of early EA on possible neuromotor, nociceptive,
cognitive, behavioral, and neurochemical changes induced by repeated administration of
morphine in rats in the neonatal period. Neuromotor reflexes were evaluated through the
negative geotaxis and the righting reflex tests. Nociceptive response was assessed using the Hot
Plate and the Tail-flick tests, while long-term memory was evaluated using the object
recognition test. Exploratory and locomotor activity, as well as anxious-like behavior, were
respectively evaluated through the open field (OF) and elevated plus maze tests (EPM).
Additionally, levels of BDNF and TNF-a were analyzed in the hippocampus, hypothalamus,
brainstem, and spinal cord. Data were expressed as mean * standard error of the mean (SEM).
Statistical analyses were conducted using the SPSS 29.0 software. This project was evaluated
and approved by the HCPA/CEUA (#2022-0185). Results indicated that neonates exposed to
early morphine administration and an EE did not exhibit significant alterations in their
neuromotor development. 30-day-old animals presented: 1. Hyperalgesia induced by morphine
(Tail-flick), and EE (Hot Plate); 2. higher object recognition index; anxiety-like behavior that
was reversed by EE. 60-day-old animals presented: 1. Analgesia induced by EE; 2. morphine-
induced anxiety-like behavior that was reversed by EE. All neurochemical parameters were
modulated by age, while BDNF levels in the hippocampus and brainstem were increased by
EE. It is important to emphasize the need for the development of preclinical studies that
contribute to a better understanding of the effects of neonatal morphine treatment throughout
life, thereby enabling the search for therapies that can prevent or reverse these effects, such as
EE.

Keywords: pain, neonatal rats, morphine, environmental enrichment, hyperalgesia.
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1. INTRODUCAO

A prematuridade se refere a todo recém-nascido vivo com menos de 37 semanas
completas de gestacdo, em humanos. Em termos epidemioldgicos e clinicos, prematuro é um
feto nascido antes do tempo normal de gestacdo devido a fatores diversos e muitas vezes
imprevisiveis, podendo ocorrer em diversos lugares, grupos, independente da classe social
(SALGE et al., 2009; RAMOS, 2009).

Com o nascimento de um recém-nascido prematuro (RNPT), a instituicdo de saude
necessita de um local que possua recursos tecnoldgicos, humanos e terapéuticos especializados,
a fim de proporcionar cuidados mais complexos. Esses suportes sdo encontrados nas Unidades
de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN), onde a assisténcia ocorre de maneira continua, e cujo
surgimento tem proporcionado um aumento na sobrevida dos prematuros (AGUIAR et al.,
2010).

Entretanto, a hospitalizacdo em UTIN estd associada a uma série de procedimentos
como puncgdes venosas, sondas nasogastricas e vesicais, verificacdo da glicemia capilar,
curativos, aspiracdo de vias aéreas, entubacdo endotraqueal, entre outros, o que pode gerar
desconforto, estresse e dor a0 RNPT. Este, ao ser internado, é exposto a um ambiente novo,
totalmente diferente do Utero materno (AGUIAR et al., 2010), além de ser submetido a cerca
de 130 a 250 manipulacdes nas primeiras 24 horas de vida, com diferentes niveis de intensidade,
sendo que muitas dessas sdo consideradas dolorosas. Até meados do século 20 havia a crenca
de que o RNPT era incapaz de sentir dor, devido a imaturidade do sistema nervoso central
(SNC), a auséncia da bainha de mielina e de memaria para dor (BIEDA, 2007). Desta forma,
RNs hospitalizados foram por muitos anos submetidos a procedimentos invasivos e dolorosos,
incluindo cirdrgicos, sem uso de qualquer anestésico (JORGENSEN, 1999).

Ao longo dos anos, foi verificado que a dor é independente da mielinizacdo das fibras
nervosas e que o sistema nervoso do recém-nascido (RN) estd maduro o suficiente para
transmitir o estimulo doloroso. Entretanto, somente a partir de 1990 a dor passou a ser alvo de
investigacdo e pesquisa na assisténcia ao RN, seja ele a termo ou pré-termo (GASPARY e
ROCHA, 2004). Varios estudos tém demonstrado que os circuitos sensoriais nos RN sdo mais
excitaveis e que as vias inibitorias vao ser completamente desenvolvidas apds o nascimento, o
que aumenta a vulnerabilidade dos neonatos a dor em comparacdo com os adultos (NANDI;
FITZGERALD, 2005). Os neonatos que ndo recebem analgesia adequada podem apresentar

consequéncias significativas em curto e longo prazo como estresse psicologico e metabdlico e
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respostas alteradas a estimulos nocivos, como hiperalgesia e alodinia (NANDI; FITZGERALD,
2005, VENEZIANO e TOBIAS, 2017).

Além disso, evidéncias indicam que experiéncias sensoriais precoces podem aumentar
a vulnerabilidade a transtornos neuropsiquiatricos na vida adulta e, consequentemente, a
prejuizos cognitivos, emocionais e sociais, além das alteracGes neuroquimicas. Considerando a
relevancia do tema, estudos sdo necessarios para melhor elucidar as bases neurobiolégicas
envolvidas nos processos decorrentes de exposicdo neonatal a farmacos e estresse,
possibilitando um melhor entendimento da farmacologia neonatal em relacdo a dor e sedacdo,
buscando maximizar os efeitos benéficos e diminuir os riscos dos tratamentos (DONATO et al,
2019).

No que diz respeito aos processos farmacodindmicos e farmacocinéticos, 0s neonatos
apresentam particularidades que devem ser consideradas na prescricdo (ZHU et al., 2017).
Estudos em modelos animais mostram que, no primeiro dia pds-natal (P1), os receptores
opioides j& estdo amplamente distribuidos no SNC, com a predominéncia de receptores p (mu)
e k (kappa). No sétimo dia pos-natal (P7) ocorre o pico de densidade do receptor p, declinando
gradualmente até a terceira semana de vida, quando entdo atinge os niveis do adulto (BELAND
& FITZGERALD, 2001; KAR & QUIRION, 1995).

Com isso, tem sido sugerido que a capacidade analgésica da morfina € maior no neonato
e diminui com a idade (NANDI & FITZGERALD, 2005, ROZISKY et al., 2008). Também foi
demonstrado que alteracdes provocadas pela morfina durante o periodo pré-natal podem ter
impacto sobre processos de plasticidade sinaptica ao longo do desenvolvimento (SCHROTT et
al., 2008).

Por outro lado, apesar da sua inegavel eficicia analgésica, ha evidéncias de que os
opioides podem, paradoxalmente, induzir hiperalgesia (ANGST & CLARK, 2006).
Hiperalgesia induzida por opioide (HIO) é um estado de sensibilizacdo nociceptiva induzida
pela exposicdo a opioides, afetando negativamente o tratamento da dor (ANGST & CLARK,
2006; CHU et al., 2008). A condigéo para seu desenvolvimento € o uso agudo ou cronico de
opioide, em altas doses e por longos periodos de tratamento (ANGST & CLARK, 2006; CHU
et al., 2008; DUPEN et al, 2007; GUIGNARD et al., 2000). Entretanto, também pode ocorrer
em administracdo de farmacos por um curto periodo (DUPEN et al, 2007; SCHMIDT et al.,
2007).

Na HIO, h4d uma reducdo da curva dose/efeito analgésico que diminui ao longo do

tempo com uma dose especifica de opioide, mas ndo melhora com o aumento da dose, podendo
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se tornar mais intensa que a dor inicial (ANGST & CLARK, 2006; CHU et al., 2008; DUPEN
et al., 2007). Com isso, a estratégia mais usada para evitar a hiperalgesia do opioide é o uso
concomitante de outros analgésicos, além de associacdo a tratamentos ndo farmacoldgicos
(DUPEN et al., 2007; MAO, 2002).

Como forma de tratamento ndo farmacoldgico, muitos estudos relatam a utilizagdo do
Enriquecimento Ambiental (EA), um modelo experimental utilizado para estudar eventos
relacionados a neuroplasticidade em diferentes regiGes encefalicas, de diversas espécies de
animais de laboratorio, como ratos, camundongos, entre outros, em diferentes idades, como
neonatos oriundos de fémeas criadas em ambiente enriquecido (SALLE et al., 2007; KAZL et
al., 2009) e animais idosos (ARNAIZ et al., 2004). O EA tem como caracteristica proporcionar
aos animais um aumento da interacdo social, dos estimulos visuais e sensoriais, por meio de
enriquecimento do ambiente da gaiola utilizando escadas, tuneis, rampas, cordas e uma
variedade de brinquedos e objetos de diversas formas e cores para estimular diversas regioes
enceféalicas (NITHIANANTHARAJAH & HANNAN, 2006; OLIVEIRA et al, 2017; DURAN-
CARABALI et al., 2019a; DURAN-CARABALI et al., 2019b)

Prévios estudos demonstraram que ratos expostos ao EA apresentam uma recuperagao
mais rapida da inflamag&o em articulacdes (GABRIEL et al., 2009; GABRIEL et al., 2010), e
menor hipersensibilidade (TALL, 2009, OLIVEIRA et al., 2020). O EA também melhora a
disfungdo sensorial e motora em ratos apos a lesdo da medula espinhal (BERROCAL et al.,
2007), reduz a necessidade de analgesia pds-operatéria em camundongos (PHAM et al., 2010)
e aumenta a poténcia analgésica da farmacos opioides (SMITH et al., 2004; 2005).

Considerando o exposto acima, esta dissertacdo buscou avaliar sistemas envolvidos nos
mecanismos de dor do neonato, que contribuam para o melhor entendimento de sua resposta
farmacoldgica, bem como testar os efeitos benéficos do EA como recurso ndo farmacoldgico
de neuroprotecdo em animais submetidos a administracdo repetida de morfina no periodo
neonatal. Além disso, € de suma importancia direcionar a busca de esclarecimentos na linha de
pesquisa em ratos neonatos para o preenchimento de lacunas de conhecimento que surgiram a
partir de estudos previamente realizados utilizando a exposicao repetida a morfina no periodo
neonatal (ROZISKY et al., 2008, 2010, 2011, 2012, 2013, 2014, 2017, NUNES et al, 2016,
2020, OLIVEIRA et al, 2017, 2020).

Com base nestes dados, 0 EA surge como uma opcdo terapéutica ndo farmacologica
(OLIVEIRA et al, 2017, 2020) para a minimizagdo dos efeitos da hiperalgesia induzida por

opioides, representando assim, uma alternativa promissora.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Dor e Nocicepcéo

Neonatos prematuros, bem como individuos de menor idade, sdo frequentemente
submetidos a uma série de procedimentos dolorosos, tais como intubacao, acesso venoso, coleta
para exames por puncao arterial, puncdo lombar, aspiracdo de tubo orotraqueal, ventilacdo
mecénica, drenagem de torax e puncdo de calcanhar (ANAND et al., 2006). Na prética clinica,
prematuros em UTINs sdo rotineiramente expostos a uma média de oito a dez terapias ou
procedimentos invasivos por dia, sem uso de analgésicos (CARBAJAL et al., 2008; LEE et al.,
2016). Os RNs nao podem relatar dor ou desconforto da mesma maneira que criangas de maior
idade ou adultos conseguem descrever a intensidade da sua dor (ANAND et al., 2006). Por
conseguinte, muitos dos instrumentos de estudo padrdo usados para medir a eficicia da
analgesia ou definir as metas de sedacdo ou analgesia ndo podem ser aplicados nesta populagéo
(BUTTNER & FINKE, 2000).

O processo nociceptivo envolve alteracdes neurobioldgicas sequenciais induzidas pela
ativacdo de nociceptores periféricos com consequente modulagdo central (BASBAUM &
JESSEN, 2000). Entretanto, se a dor no neonato for de longa duracdo ou recorrente, 0
desenvolvimento do sistema nociceptivo pode ser modificado de forma permanente, resultando
em alteracdes em nivel espinhal e supraespinhal (ANAND & SCALZO, 2000). Um numero de
estudos indica que tanto criangas quanto animais de menor faixa etaria sao capazes de responder
a estimulos dolorosos indicativos de dor, uma vez que o processo de maturacdo das vias
nociceptivas inicia na gestacdo e continua ap6s o nascimento (FALCON et al., 1996;
GUINSBURG et al., 2000; SIMONS et al., 2003; EL SAYED et al., 2007; DISHER et al.,
2016; LEE et al., 2016).

Nos diversos estagios de desenvolvimento das vias de dor, diferentes sistemas de
controle modulam, constantemente, tanto de maneira ascendente quanto descendente, a
transmisséo da informacéo nociceptiva (WOOLF, 2011). Assim, o processamento nociceptivo
comeca a ser tracado a partir da presenca dos nociceptores proximos a epiderme e,
gradualmente, descem para as camadas mais profundas de acordo com o desenvolvimento
epitelial (ANAND & HICKEY, 1987; ANAND & CARR, 1989; FITZGERALD, 1991).
Durante a 16% semana de gestacdo, 0s receptores sensoriais cutaneos encontram-se presentes.
Na 30% semana de gestacdo, as vias nociceptivas talamicas e espinhais encontram-se

mielinizadas e as vias aferentes nociceptivas atingem o cortex entre a 202 e 262 semanas de
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gestacdo (SIMONS & TIBBOEL, 2006). A partir da 262 semana de gestacéo, o feto j& apresenta
consideravel maturacéo das vias ascendentes periféricas em nivel espinhal e supraespinhal.

Porém, a maturacdo das vias inibitorias descendentes ocorre somente ap0s as vias
ascendentes estarem pré-estabelecidas (BERDE & SETHNA, 2002). Um fato interessante é que
ratos recém-nascidos apresentam maturacdo das vias nociceptivas semelhantes as de um feto
humano de 24 semanas de gestacdo (MARSH et al., 1997); com uma semana de vida, estas
vias, no rato, se assemelham as de um humano recém-nascido a termo, e com 21 dias séo
semelhantes a uma crianca de um ano de idade (FITZGERALD & ANAND, 1993).

Evidéncias sugerem que dores ndo tratadas em criangas e adolescentes podem
desencadear alteracdes no perfil de resposta nociceptiva (CAUMO et al., 2003; PETERS et al.,
2005). De maneira importante, as consequéncias da dor intensa ou persistente no prematuro ou
neonato podem provocar alteracbes de comportamento como déficits cognitivos e
comportamentais, bem como a percepgdo da dor, que podem persistir ao longo da vida
(BHUTTA & ANAND, 2002).

Estudos prévios indicam que a exposic¢ao a morfina durante o periodo neonatal de ratos
pode promover mudancas em vias de sinalizacdo da dor que pode ser expressa como um
aumento da resposta nociceptiva na vida adulta (SWEITZER et al., 2004; ROZISKY et al.,
2008; 2011; 2012; DURAN-CARABALI et al., 2019b). Adicionalmente, outros estudos tém
demonstrado os efeitos deletérios de longa duracdo resultantes da exposicdo repetida a
procedimentos dolorosos em UTINs, como hiperalgesia (WHITFIELD & GRUNAU, 2000;
GRUNAU et al., 2001) e resposta alterada ao estresse (GRUNAU et al., 2004).

E importante salientar que estudos com modelos animais possibilitaram uma melhor
compreensdo da neurofisiologia da dor no RN, demonstrando que neonatos ndo somente sentem
dor como também sdo capazes de responder aos estimulos dolorosos e que esta exposicdo a
estes estimulos pode levar a efeitos deletérios (RUDA et al., 2000; BELAND &
FITZGERALD, 2001; ROZISKY et al., 2008; 2012, 2013; DURAN-CARABALI et al., 2018,
2019).

2.2 Sistema Opioide

Opioides enddgenos modulam a experiéncia da dor, enquanto o uso terapéutico de
opioides é fundamental para o manejo clinico de muitos quadros de dor aguda e crénica
(MARVIZON et al., 2010). Em doses terapéuticas os opioides produzem alivio seletivo da dor

sem afetar a consciéncia. No entanto, os opioides ndo sdo eficazes em todos os tipos de dor e
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podem resultar em efeitos adversos que impossibilitam seu uso (MARVIZON et al., 2010). A
analgesia opioide é decorrente de sua acdo em diferentes niveis do SNC (ROCHA et al., 2004).
A estimulacdo de receptores opioides inibe a transmisséo do estimulo nociceptivo aos centros
superiores de processamento, assim os opioides inibem a aferéncia da dor em nivel de medula
espinhal e ativam vias descendentes inibitorias (PEREIRA et al., 2007).

Desde P1 e ao longo do periodo neonatal de ratos, os receptores opioides encontram-se
distribuidos no SNC, sendo que os receptores p e k sd0 os mais prevalentes. E importante
salientar que o pico de ligacao do receptor p ocorre no P7, e declina gradualmente até a terceira
semana, quando atinge os niveis de adulto (BELAND & FITZGERALD, 2001; KAR &
QUIRION, 1995). Dessa forma, alguns autores sugerem que a poténcia analgésica da morfina
€ maior no neonato e declina com o avan¢o da idade (NANDI & FITZGERALD, 2005;
ROZISKY et al., 2008). Receptores opioides estdo amplamente expressos em Vvarias estruturas
do SNC e no sistema nervoso perifeérico (SNP) (BELAND & FITZGERALD, 2001; PEREIRA
etal., 2007).

As acdes dos opioides dependem da afinidade pelo subtipo de receptor e da localizagdo
deles no SN. Os receptores p regulam 0s processos nociceptivos, o ciclo respiratério e o transito
intestinal, estando localizados no cortex cerebral, no tAlamo, substancia cinzenta periaquedutal,
substancia gelatinosa e trato gastrintestinal (DHAWAN et al., 1996). A morfina é um agonista
dos receptores opioides atuando por meio de sua ligacao aos receptores do tipo p, classificados
nos subtipos ul e p2, que estdo distribuidos ao longo da medula espinhal (VALADAO et al.,
2002). Assim, a morfina atua no mesencéfalo e na medula, ativando as vias nociceptivas
descendentes, que modulam a nocicepcédo, e no sistema limbico, alterando os componentes
emocionais da dor (RAHMAN & DICKENSON, 1999).

2.3 Morfina em Neonatos

Ao longo das Gltimas décadas, o uso de analgésicos opioides como a morfina aumentou
em UTINs como consequéncia de mudancas e avan¢os na compreensdo, identificacdo e
tratamento da dor em criancas (SURESH & ANAND, 2001; EL SAYED et al., 2007). E
interessante notar que RNs criticamente doentes, muitas vezes necessitam de uso de farmacos
opioides para analgesia e sedacdo (SURESH & ANAND, 2001; EL SAYED et al., 2007).
Neonatos sdo rotineiramente tratados com morfina para o alivio da dor, especialmente com
exposicao por longo prazo para sedagdo, para permitir ventilagdo mecénica nas UTIs pediatricas

(ANAND et al.; 1999). A partir de estudos neurobioldgicos do desenvolvimento das vias
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nociceptivas, observou-se que os pacientes nesta faixa etaria ndo sé sentem dor, como
apresentam diminuicdo no limiar de resposta a estimulo nocivo e indcuo em relacdo as criangas
de maior idade e aos adultos (GRUNAU et al., 1994; JOHNSTON et al., 1996). Associado a
isto, sabe-se que as primeiras experiéncias dolorosas podem ter consequéncias ao longo da vida
nas respostas nociceptivas e a farmacos analgésicos (JOHNSTON et al., 1996; GRUNAU et
al.,1994, 2004; RUDA et al, 2000, ROZISKY et al, 2008).

Devido a estas importantes descobertas e com o reconhecimento dos efeitos em longo
prazo da dor subtratada em lactentes e criangas, tem ocorrido um aumento da utilizacdo de
analgésicos nessa populacédo de pacientes (DE LIMA et al., 1996; SURESH & ANAND, 2001,
EL SAYED et al., 2007).

Quando administrada em neonatos humanos, a morfina apresenta inicio de acao rapida,
de aproximadamente 5 minutos, e o pico do efeito analgésico é de 15 minutos. Esta é
metabolizada no figado pela enzima uridina 5'-difosfato glucoroniltransferase em dois
metabdlitos: morfina-3-glucuronideo (M3G) e morfina-6-glucuronideo (M6G) e a eliminacdo
é via urinéria (GUINSBURG, 1999).

Dentre os efeitos adversos da morfina destacam-se depressdo respiratoria, nauseas e
vOmitos e retencdo urindria, comuns a todos os opioides. A morfina desencadeia também
liberacdo de histamina, a qual estd relacionada a prurido e broncoespasmo, este Gltimo
especialmente em neonatos portadores de doenca pulmonar cronica. Além disso, tolerancia e
sindrome de abstinéncia podem ser observadas, dependendo do tempo de utilizacdo do farmaco
e da estratégia empregada para a sua suspensao (ARNOLD et al., 1990; GUINSBURG, 1999).
A tolerancia é definida como alteracdes da resposta fisiologica ou celular a exposicao repetida
a opioides, levando a diminuicdo do efeito analgésico, e a dependéncia representa a
manifestacdo dos sintomas que ocorrem apos a retirada do opioide (RICHARDSON et al.,
2006).

Do mesmo modo, o tratamento com opioide durante o periodo neonatal também pode
desencadear alteracdes comportamentais apos a retirada do farmaco (sindrome de abstinéncia).
Mais de 48% dos bebés e criancas que recebem doses terapéuticas de opioides intravenosos
demonstram sintomas de retirada e dependéncia, tais como sinais disforicos e aversivos, 0s
quais tém sido também demonstrados por meio de modelos animais (FRANCK & VILARDI,
1995; 1998; TADDIO, 2002; PEREIRA et al., 2007).

Entretanto, a eficacia analgésica da morfina na reducéo da dor em animais neonatos ja
tém sido demonstrada (NANDI & FITZGERALD, 2005; ROZISKY et al., 2008, 2011, 2012,
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2013, 2014; DURAN-CARABALI et al., 2018, 2019). Embora mecanismos inibitorios
descendentes ndo sejam completamente formados até a terceira semana de vida (NANDI &
FITZGERALD, 2005), morfina e outros agonistas dos receptores opioides sdo analgésicos
eficazes durante o periodo neonatal, devido a presenca de receptores opioides espinhais desde
0 nascimento (RAHMAN & DICKENSON, 1999).

E importante destacar que estudos em animais confirmam que a exposi¢io de RNs a
estimulos nocivos pode resultar em alteracdes comportamentais e nociceptivas na idade adulta
(ANAND et al., 1999; BHUTTA et al., 2001; ANSELONI et al., 2005, ROZISKY et al., 2008,
MEDEIROQOS, et al., 2011). Corroborando estes dados, estudos prévios mostram que RNs
expostos a agentes nocivos podem ter aumento ou diminuicdo da sensibilidade aos estimulos
nociceptivos na idade adulta, dependendo do tipo e duracdo do estimulo (WANG et al., 2004;
HOHMANN et al., 2005; RANDICH et al., 2006). E provavel que a natureza pléstica do SN
do neonato seja responsavel por estes efeitos (RUDA et al. 2000; WALKER et al., 2003; SAAB
et al., 2004).

Prévios estudos do nosso grupo de pesquisa demonstraram que animais que receberam
morfina no periodo neonatal, do P8 ao P14, apresentam maior tempo de analgesia no Gltimo do
que no primeiro dia de tratamento (ROZISKY et al., 2008; DURAN-CARABALI et al., 2018,
2019), portanto ndo desenvolveram tolerdncia ao opioide. Além disto, quando submetidos a
exposicao aguda a morfina na idade adulta, apresentaram maior tempo de analgesia do que 0s
animais que nao foram tratados previamente com morfina (ROZISKY et al., 2008).

Possivelmente, a variacdo na expressdo de receptor opioide e na sensibilidade aos
agonistas explique as flutuacdes na susceptibilidade a analgesia e ao desenvolvimento de
tolerancia ao longo do desenvolvimento. Adicionalmente, em outro estudo do nosso grupo em
gue os animais foram submetidos a exposicado repetida de morfina no inicio da vida, os animais
apresentaram comportamento hipernociceptivo na vida adulta (ROZISKY et al.,, 2011;
DURAN-CARABALI et al., 2018, 2019). Interessante é que este aumento da resposta
nociceptiva foi revertido por um antagonista do receptor de N-metil-d-aspartato (NMDA)
(ROZISKY etal., 2011; DURAN-CARABALI et al., 2018, 2019), o que sugere o envolvimento
do sistema glutamatérgico na hiperalgesia destes animais. Nossos dados mostram ainda que a
exposicao precoce a morfina induziu aumento dos niveis de BDNF no hipocampo, associado a
possivel sensibilizagéo central, em médio e longo prazo (ROZISKY et al., 2013).

Sendo assim, estes estudos demonstram que a exposi¢do neonatal a farmacos opioides

pode induzir alteragdes neuroquimicas e comportamentais em longo prazo em roedores
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(ROZISKY et al., 2008, 2010, 2011, 2012, 2013, NUNES et al, 2016, MEDEIROS et al, 2020,
OLIVEIRA et al, 2017, 2020).

Interessantemente, fortes evidéncias apontam que em seres humanos, transtornos
psiquiatricos apresentados na vida adulta, tais como ansiedade, depressdo, medo e
esquizofrenia, também tém sido citados como decorrentes de processos dolorosos na infancia
(REICHERT et al., 2000; CARBAJAL et al., 2008; MCGRATH, 2011; RODKEY & PILLAI
RIDDELL, 2013; VICTORIA & MURPHY, 2016), uma vez que qualquer perturbacéo durante
este periodo representa um risco para consequéncias negativas imediatas e de longo prazo.
Adicionalmente, ha um crescente numero de estudos clinicos que fornecem evidéncias
demonstrando a influéncia de fatores externos sobre a dor (TALL, 2009; GABRIEL et al., 2009;
GABRIEL et al.,, 2010). De fato, a exposicdo a estimulos estressantes € um dos fatores
ambientais relacionados a altera¢6es no desenvolvimento neural (LAIET al., 2006; AISA et al.,
2009). Desta forma, o0 ambiente € um fator determinante desde o nascimento até o inicio da vida
adulta, quando o SN esta mais suscetivel as adaptagdes (FERNANDEZ-TERUEL et al., 2002;
NUNES et al., 2003).

2.4 Enriquecimento Ambiental

Experiéncias sensoriais no inicio da vida po6s-natal podem afetar o desenvolvimento
neural e 0 comportamento na vida adulta. E interessante notar que em mamiferos, incluindo
roedores, intervengdes nas fases iniciais da vida promovem alteracGes na emocionalidade bem
como nas funcdes cognitivas que perduram ao longo da vida. Além disso, a exposicdo a
estimulos estressantes esta entre os fatores ambientais que podem interferir no desenvolvimento
neural (LALI et al., 2006; AISA et al., 2009).

E importante considerar que estudos em roedores tém demonstrado que a exposico a
distintos estimulos durante as primeiras semanas de vida provoca alteracGes persistentes em
uma ampla variedade de processos fisiol0gicos e comportamentais, 0s quais persistem na idade
adulta (COLORADO et al., 2006; KAZL et al., 2009; VIVINETTO et al., 2013; SCHUCH et
al., 2016). Nesse contexto, 0 ambiente é um fator determinante desde o nascimento até o inicio
da vida adulta, quando o SN esta mais suscetivel as adaptacdes (FERNANDEZ-TERUEL et
al., 2002; NUNES et al., 2003; DURAN-CARABALI et al., 2019a; DURAN-CARABALI et
al., 2019b). Dessa forma, essas alteracdes representam um consideravel fator de risco para o
desenvolvimento de doencas de ordem psiquiatrica e neurodegenerativa, como déficits de
memoria (BENETTI et al., 2009; KIKUSUI et al., 2009).



22

Por esta razdo, estudos sobre EA investigam o impacto da condi¢cdo do ambiente sobre as
adaptacGes comportamentais, morfoldgicas e funcionais em diferentes modelos experimentais
(SEGOVIA et al., 2009).

O EA ¢é um modelo experimental utilizado para estudar eventos relacionados a
neuroplasticidade em diferentes regides encefalicas, de diversas espécies de animais criados em
laboratério, como ratos, camundongos, entre outros, em diferentes idades, desde neonatos de
fémeas criadas em ambiente enriquecido (SALLE et al., 2007; KAZL et al., 2009) até em
animais idosos (ARNAIZ et al., 2004). EA tem como caracteristica proporcionar aos animais
um aumento da interacdo social, dos estimulos visuais e sensoriais, além de possibilitar a
realizacdo de atividade fisica, estimulando, deste modo, diversas regides encefélicas
(NITHIANANTHARAJAH & HANNAN, 2006; DURAN-CARABALI et al., 2019;
DURAN-CARABALI et al., 2019b) (Figura 1).
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Figura 1 - Desenho esquemético mostrando as regies encefalicas influenciadas por cada um dos componentes
encontrados no EA. Fonte: Adaptado de Nithianantharajah & Hannan, 2006.

Dentre as diferentes mudangas plasticas geradas pelo EA no SNC de distintas espécies,
destacam-se: a neurogénese (VAN PRAAG et al., 2000), 0 aumento nos niveis de neurotrofinas
(ROSSI et al., 2006), além do aumento na sobrevivéncia neuronal, na sinaptogénese e na
proliferacdo celular (MOHAMMED et al., 2002). Tém sido demonstrados que animais criados
sob condigdes de ambiente enriquecido apresentam um aumento da massa cortical e dos niveis
de neurotransmissores (NAKA et al., 2002, O'SHEA et al., 1983) e tém melhor desempenho

em tarefas de aprendizagem e memaoria em comparagdo com ratos criados em caixas-moradia
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padrdo (KOBAYASHI et al., 2002). No entanto, no que diz respeito aos efeitos de EA sobre a
sensibilidade a dor e percepcao, apenas um nimero limitado de estudos esta disponivel.

Estudos prévios mostraram que a qualidade do ambiente pode influenciar o
desenvolvimento da dor relacionada a leséo e recuperacdo em roedores. Por exemplo, ratos
expostos ao EA podem se recuperar mais rapidamente da inflamacdo nas articulacGes locais
(GABRIEL et al., 2009; GABRIEL et al., 2010) e demonstrar menos hipersensibilidade
(TALL, 2009). O EA também melhora a disfuncéo sensorial e motora em ratos ap0s a lesdo da
medula espinhal (BERROCALET et al., 2007), reduz a administracdo de droga analgésica em
camundongos com dor pds-operatéria (PHAM et al., 2010), e aumenta a poténcia analgésica da
droga opioide (SMITH et al., 2004; 2005).

Cabe salientar que na pratica clinica, a crescente utilizacdo de intervengbes nao
farmacoldgicas, como a terapia cognitivo-comportamental, grupos de apoio, meditacdo, yoga e
fisioterapia, todas contém aspectos de enriquecimento social e/ou fisico (VACHON et al., 2013;
BUSHNELL et al., 2013; 2015; SCHUCH et al., 2016). No entanto, ainda pouco se discute
sobre a extensdo da janela terapéutica para a aplicacdo do EA, por exemplo, como recurso ndo
farmacoldgico de neuroprotecdo em quadros de dor em neonatos. Sendo assim, considerando o

aspecto translacional, o estudo de EA em modelos pré-clinicos tem importante relevancia.
2.5 Biomarcadores

Biomarcadores podem ser usados como parametros para uma variedade de situaces,
como confirmacgdo de um diagnostico, relacdo causa-efeito e eficacia do tratamento. Em estudos
clinicos utiliza-se marcadores periféricos enquanto estudos pré-clinicos possibilitam a
avaliacdo de biomarcadores também em nivel central. A dor pode ativar varios sistemas
enddgenos, incluindo os sistemas enddcrino, autondmico e imunoldgico, com isso, muitos
estudos buscam marcadores que possam estar relacionados aos processos de dor.

BDNF e fator de crescimento neuronal (NGF) sdo neurotrofinas essenciais amplamente
expressas no SNC e SNP em desenvolvimento (HUANG & REICHARDT, 2001). Eles estdo
envolvidos na sobrevivéncia neuronal, no crescimento axonal e na geracdo de novas conexdes
sinapticas, bem como na regulacao da atividade neuronal e na plasticidade sinaptica e dendritica
(HUANG & REICHARDT, 2001).

O BDNF ¢ encontrado em altas concentracGes no hipocampo e cértex cerebral, sendo
considerada molécula-chave na manutencdo da plasticidade sinéptica e na sobrevivéncia das

células neuronais (TROMBETTA et al, 2020). Apo0s se ligar ao receptor tirosina quinase B
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(TrkB), controla a sobrevivéncia neuronal, estimula o crescimento neuronal e mantém a
conectividade sinaptica nos adultos (ZHANG & KO, 2009).

De acordo com varios estudos, a exposicdo a opioides altera os niveis de BDNF
(SCHROTT et al, 2008). Estudos em modelos animais confirmaram que a exposi¢do a morfina
durante o periodo neonatal reduz os niveis de BDNF no hipocampo (SCHROTT et al., 2008;
ROZISKY et al., 2013). Possivelmente as alteracbes provocadas pela morfina durante o periodo
neonatal tenham impacto sobre processos de plasticidade sindptica ao longo do
desenvolvimento (SCHROTT et al., 2008).

Adicionalmente, outros estudos demonstraram que o BDNF possui agédo
neuromoduladora na aprendizagem, na memoria, na depressdo (ALTAR et al., 1992) e na
dependéncia de drogas (GRIMM et al., 2003; MCGOUGH et al., 2004; FILIP et al., 2006). E
importante lembrar que intervencdes nas relacdes mae-filhote em roedores nas fases iniciais da
vida causam mudancas emocionais e fungdes cognitivas que permanecem ao longo da vida.
(FUMAGALLI et al., 2004; LIPPMANN et al., 2007). Interessantemente, ha evidéncias de que
o BDNF tem um papel significativo em processos de plasticidade sinaptica (LI et al., 2005) e
sensibilizacdo locomotora (LIANG et al., 2011) apds a retirada de opioides.

Estd bem estabelecido que citocinas apresentem atividade no processo nociceptivo
(UCEYLER etal., 2009). Citocinas pré-inflamatdrias, como IL-1p e TNF-a, apresentam efeitos
principalmente algicos. No entanto, as anti-inflamatorias, como a IL-4, tem funcéo analgésica
(UCEYLER et al., 2009). IL1p, bem como TNF-o sdo também liberadas pela glia e capazes de
regular o desenvolvimento e plasticidade de circuitos neuronais (DEVERMAN &
PATTERSON, 2009), incluindo as vias nociceptivas (SCHAFERS & SORKIN, 2008;
MCMAHON & MALCANGIO, 2009). Associado a isto, prévios estudos em animais indicam
que a morfina pode afetar as funcdes imunoldgicas (BORNER et al., 2009; MADERA-
SALCEDO et al., 2011). Um estudo demonstrou que a morfina exerce a ativacao de células da
glia, com o aumento da secre¢do de citocinas pré-inflamatdrias, como TNF-a, IL-1p e IL-6
(HUTCHINSON et al., 2011).

Prévios estudos demonstraram o papel da glia no desenvolvimento da tolerancia a morfina
e da hiperalgesia causada pela retirada da morfina, especialmente quando associada as citocinas
pro-inflamatorias. (SONG & ZHAO, 2001; RAGHAVENDRA et al., 2002). Além disso, ha
evidéncias que sugerem que a hiperalgesia induzida pelo TNF-a pode estar ligada a ativacéo de
outros mediadores inflamato6rios que causam hiperalgesia (SCHAFERS et al., 2003; WOOLF
etal., 1997; SOMMER & KRESS, 2004).
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3. JUSTIFICATIVA

Neonatos prematuros e a termo, assim como criangas maiores, sdo frequentemente
expostos a estimulos nocivos, como vacinas, traumas e procedimentos médicos necessarios.
Ainda gue o alivio da dor seja um principio fundamental da medicina, a analgesia em pacientes
que tém dificuldade em expressar suas emocdes e sensacdes é frequentemente negligenciada
(PATTINSON and FITZGERALD, 2004).

Analgésicos opioides, como a morfina, compdem a classe de farmacos mais eficazes no
alivio da dor moderada a intensa. Além disso, ha evidéncias de que as experiéncias sensoriais
no inicio da vida podem aumentar a susceptibilidade a transtornos neuropsiquiatricos e
prejuizos cognitivos na vida adulta, que podem ser decorrentes de alteracbes neuroquimicas.

Portanto, modelos experimentais como 0 aqui proposto s@o essenciais para estabelecer
efeitos adversos de farmacos, alteragdes neuroquimicas e comportamentais causadas pela
exposicdo a farmacos em animais neonatos, bem como os efeitos a curto e médio prazo
decorrentes de sua aplicacdo, além de possibilitar a busca de alternativas farmacologicas e nao
farmacoldgicas que possam impedir ou minimizar estas alteragfes. 1sso permite superar as
limitacdes encontradas em estudos clinicos, especialmente com pacientes pediatricos. Com
base nestes dados, o EA surge como uma opcao terapéutica ndo farmacologica, para o
tratamento da dor, representando uma alternativa promissora.

Considerando a importéancia deste tema, este projeto busca estudar sistemas envolvidos
com mecanismos de dor, que contribuam para o melhor entendimento da resposta
farmacoldgica, bem como testar os efeitos terapéuticos do EA como recurso ndo farmacologico
de neuroprotecdo em animais submetidos a administracdo repetida de morfina no periodo

neonatal.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar, em médio e longo prazo, os efeitos do EA precoce em possiveis alteracdes
neuromotoras, nociceptivas, cognitivas, comportamentais e neuroquimicas induzidas pela

administragdo repetida de morfina em ratos no periodo neonatal.
4.2 Objetivos Especificos
Avaliar o efeito da administracdo repetida de morfina no periodo neonatal sobre:

e Os padrdes de reflexos iniciais nos filhotes por meio dos testes de Geotaxia Negativa e
Reflexo de Endireitamento;

e A resposta hiperalgésica térmica por meio dos testes da Placa Quente e do Tail-flick;

e A atividade exploratdria e locomotora por meio do teste do Campo Aberto;

e O comportamento do tipo ansioso por meio do teste do Labirinto em Cruz Elevado;

e A memoria de longa duracdo por meio do teste de Reconhecimento de Objetos;

e Os niveis de BDNF e TNF-a em hipocampo, hipotalamo, tronco encefalico e medula

espinhal.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Em resumo, a exposi¢éo precoce & morfina pode afetar negativamente o desenvolvimento
comportamental e induzir hiperalgesia em ratos neonatos. O enriquecimento ambiental surge
como uma alternativa ndo farmacologica para mitigar os efeitos deletérios induzidos por
administracdes repetidas de morfina durante um periodo de alta neuroplasticidade. O
enriquecimento ambiental apresentou diferencas significativas em diversas variaveis do nosso
estudo, influenciando o desenvolvimento neuromotor. Portanto, estudos pré-clinicos
envolvendo esse tipo de intervencdo sdo de grande importancia para elucidar o papel do

enriquecimento ambiental e os mecanismos envolvidos no desenvolvimento neonatal.
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