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RESUMO 

O uso de analgésicos para sedação e analgesia em UTIs pediátricas é uma prática frequente, e 

a morfina é um dos fármacos mais utilizados. Com isso, a utilização precoce de opioides e a 

exposição a estímulos estressantes na infância estão relacionados a alterações no 

desenvolvimento neural. Contudo, podem aumentar a vulnerabilidade a psicopatologias na vida 

adulta e deste modo, desencadear prejuízos cognitivos, emocionais e sociais, além das 

alterações neuroquímicas. Neste contexto, estímulos 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 possíveis alterações neuro motores, nociceptivas, cognitivas, 

comportamentais e neuroquímicas induzidas pela administração repetida de morfina em ratos 

no período 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 memória de longo prazo pelo teste de reconhecimento de 

objetos. A atividade exploratória e locomotora e o comportamento do tipo ansioso foram 

avaliados, respectivamente, por meio dos testes de campo aberto e labirinto em cruz elevado 

(LCE). Adicionalmente, foram analisados níveis de BDNF e TNF-α, em hipocampo, 

hipotálamo, tronco encefálico e medula espinhal. Os dados foram expressos como média ± erro 

padrão da média (EPM). O programa SPSS 29.0 foi utilizado para todas as análises estatísticas. 

Esse projeto foi avaliado e aprovado pela CEUA-HCPA (#2022-0185). Os resultados 

demonstraram que filhotes expostos a administração precoce de morfina e a um ambiente 

enriquecido não apresentam alterações 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 índice 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 os 

parâmetros neuroquímicos foram modulados pela idade e os níveis de BDNF em hipocampo e 

tronco encefálico foram aumentados pelo EA. É importante salientar a necessidade do 

desenvolvimento de estudos pré-clínicos que contribuam para uma melhor compreensão dos 

efeitos do tratamento com morfina no período 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. 
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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-α 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. 

 

 



 

 

9 

 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1 - Desenho esquemático do EA mostrando as regiões encefálicas influenciadas 

por cada um dos componentes encontrados no ambiente ................................................ 

 

5 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

10 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

ANVISA Agência nacional de vigilância sanitária 

ANOVA Análise de variância 

BDNF Fator neurotrófico derivado do cérebro 

CEUA Comissão de ética no uso de animais 

EA Enriquecimento ambiental 

EBA Entrada nos braços abertos 

EBF Entrada nos braços fechados 

EPM Erro padrão da média 

GPPG Grupo de pesquisa e pós-graduação 

IL-10 Interleucina 10 

IL-1β Interleucina 1 beta 

IL-6 Interleucina 6 

NMDA N-metil-d-aspartato 

NGF Fator de crescimento nervoso 

RNs Recém-nascidos 

SN Sistema nervoso 

SNC Sistema nervoso central  

SNP Sistema nervoso periférico 

TBA Tempo nos braços abertos 

TBF Tempo nos braços fechados 

TNF-α Fator de necrose tumoral alfa 

UTINs Unidades de terapia intensiva neonatal 

UTIs Unidades de terapia intensiva  

  

 

 

 

 

 

 



 

 

11 

 

LISTA DE SÍMBOLOS 

% porcentagem 

≥ maior ou igual a  

< menor que 

β beta 

α alfa 

γ gama 

k kappa 

μ micro 

μ receptor mu 

g grama 

kg kilo 

L litro 

ml mililitro 

mg miligrama 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

12 

 

SUMÁRIO 

1.  INTRODUÇÃO …………………………………………...………………….. 14 

2. REFERENCIAL TEÓRICO ………………………………………………… 16 

2.1 Dor e Nocicepção ……………………………………………………………… 16 

2.2 Sistema Opioide …………………………………………………………...…... 16 

2.3 Morfina em neonates …………………………………………………………... 18 

2.4 Enriquecimento Ambiental …………………………………………………….. 21 

2.5 Biomarcadores …………………………………………………………………. 23 

3. JUSTIFICATIVA …………………………………………………………….. 26 

4. OBJETIVOS ………………………………………………………………….. 27 

4.1 Objetivo Geral …………………………………………………………………. 27 

4.2  Objetivos Específicos ………………………………………………………….. 27 

5. ARTIGO CIENTÍFICO ……………………………………………………… 28 

6. CONCLUSÕES GERAIS ……………………………………………………. 66 

 REFERÊNCIAS ……………………………………………...………………. 67 

 ANEXO A ……………………………………………………………………... 77 

 ANEXO B ……………………………………………………………………... 78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

13 

 

1. INTRODUÇÃO 

A prematuridade se refere a todo recém-nascido vivo com menos de 37 semanas 

completas de gestação, em humanos. Em termos epidemiológicos e clínicos, prematuro é um 

feto nascido antes do tempo normal de gestação devido a fatores diversos e muitas vezes 

imprevisíveis, 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 instituição de saúde 

necessita de um local que possua recursos tecnológicos, humanos e terapêuticos especializados, 

a fim de proporcionar cuidados mais complexos. Esses suportes são encontrados nas Unidades 

de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN), onde a assistência ocorre de maneira contínua, e cujo 

surgimento tem proporcionado um aumento na sobrevida dos prematuros (AGUIAR et al., 

2010). 

Entretanto, a hospitalização em UTIN está associada a uma série de procedimentos 

como punções venosas, sondas nasogástricas e vesicais, verificação da glicemia capilar, 

curativos, aspiração de vias aéreas, entubação endotraqueal, entre outros, o que pode gerar 

desconforto, estresse e dor ao RNPT. Este, ao ser internado, é exposto a um ambiente novo, 

totalmente diferente do útero materno (AGUIAR et al., 2010), além de ser submetido a cerca 

de 130 a 250 manipulações nas primeiras 24 horas de vida, com diferentes níveis de intensidade, 

sendo que muitas dessas são consideradas dolorosas. Até meados do século 20 havia a crença 

de que o RNPT era incapaz de sentir dor, devido à imaturidade do sistema nervoso central 

(SNC), à ausência da bainha de mielina e de memória para dor (BIEDA, 2007). Desta forma, 

RNs hospitalizados foram por muitos anos submetidos a procedimentos invasivos e dolorosos, 

incluindo cirúrgicos, sem uso de qualquer anestésico (JORGENSEN, 1999). 

Ao longo dos anos, foi verificado que a dor é independente da mielinização das fibras 

nervosas e que o sistema nervoso do recém-nascido (RN) está maduro o suficiente para 

transmitir o estímulo doloroso. Entretanto, somente a partir de 1990 a dor passou a ser alvo de 

investigação e pesquisa na assistência ao RN, seja ele a termo ou pré-termo (GASPARY e 

ROCHA, 2004). Vários estudos têm demonstrado que os circuitos sensoriais nos RN são mais 

excitáveis e que as vias inibitórias vão ser completamente desenvolvidas após o nascimento, o 

que aumenta a vulnerabilidade dos neonatos à dor em comparação com os adultos (NANDI; 

FITZGERALD, 2005). Os neonatos que não recebem analgesia adequada podem apresentar 

consequências significativas em curto e longo prazo como estresse psicológico e metabólico e 
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respostas alteradas a estímulos nocivos, como hiperalgesia e alodinia (NANDI; FITZGERALD, 

2005, VENEZIANO e TOBIAS, 2017). 

Além disso, evidências indicam que experiências sensoriais precoces podem aumentar 

a vulnerabilidade a transtornos neuropsiquiátricos na vida adulta e, consequentemente, a 

prejuízos cognitivos, emocionais e sociais, além das alterações neuroquímicas. Considerando a 

relevância do tema, estudos são necessários para melhor elucidar as bases neurobiológicas 

envolvidas nos processos decorrentes de exposição neonatal a fármacos e estresse, 

possibilitando um melhor entendimento da farmacologia neonatal em relação a dor e sedação, 

buscando maximizar os efeitos benéficos e diminuir os riscos dos tratamentos (DONATO et al, 

2019).  

No que diz respeito aos processos farmacodinâmicos e farmacocinéticos, os neonatos 

apresentam particularidades que devem ser consideradas na prescrição (ZHU et al., 2017). 

Estudos em modelos animais mostram que, no primeiro dia pós-natal (P1), os receptores 

opioides já estão amplamente distribuídos no SNC, com a predominância de receptores μ (mu) 

e k (kappa). No sétimo dia pós-natal (P7) ocorre o pico de densidade do receptor μ, declinando 

gradualmente até a terceira semana de vida, quando então atinge os níveis do adulto (BELAND 

& FITZGERALD, 2001; KAR & QUIRION, 1995).  

Com isso, tem sido sugerido que a capacidade analgésica da morfina é maior no neonato 

e diminui com a idade (NANDI & FITZGERALD, 2005, ROZISKY et al., 2008). Também foi 

demonstrado que alterações provocadas pela morfina durante o período pré-natal podem ter 

impacto sobre processos de plasticidade sináptica ao longo do desenvolvimento (SCHROTT et 

al., 2008). 

Por outro lado, apesar da sua inegável eficácia analgésica, há evidências de que os 

opioides podem, paradoxalmente, induzir hiperalgesia (ANGST & CLARK, 2006). 

Hiperalgesia induzida por opioide (HIO) é um estado de sensibilização nociceptiva induzida 

pela exposição a opioides, afetando negativamente o tratamento da dor (ANGST & CLARK, 

2006; CHU et al., 2008). A condição para seu desenvolvimento é o uso agudo ou crônico de 

opioide, em altas doses e por longos períodos de tratamento (ANGST & CLARK, 2006; CHU 

et al., 2008; DUPEN et al, 2007; GUIGNARD et al., 2000). Entretanto, também pode ocorrer 

em administração de fármacos por um curto período (DUPEN et al, 2007; SCHMIDT et al., 

2007). 

 Na HIO, há uma redução da curva dose/efeito analgésico que diminui ao longo do 

tempo com uma dose específica de opioide, mas não 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 associação a tratamentos não farmacológicos 

(DUPEN et al., 2007; MAO, 2002). 

Como forma de tratamento não farmacológico, muitos estudos relatam a utilização do 

Enriquecimento Ambiental (EA), um modelo experimental utilizado para estudar eventos 

relacionados à neuroplasticidade em diferentes regiões encefálicas, de diversas espécies de 

animais de laboratório, como ratos, camundongos, entre outros, em diferentes idades, como 

neonatos oriundos de fêmeas criadas em ambiente enriquecido (SALLE et al., 2007; KAZL et 

al., 2009) e animais idosos (ARNAIZ et al., 2004). O EA tem como característica proporcionar 

aos animais um aumento da interação social, dos estímulos visuais e sensoriais, por meio de 

enriquecimento do ambiente da gaiola utilizando escadas, túneis, rampas, cordas e uma 

variedade de brinquedos e objetos de diversas formas e cores para estimular diversas regiões 

encefálicas (NITHIANANTHARAJAH & HANNAN, 2006; OLIVEIRA et al, 2017; DURÁN-

CARABALI et al., 2019a; DURÁN-CARABALI et al., 2019b) 

Prévios estudos demonstraram que ratos expostos ao EA apresentam uma recuperação 

mais rápida da inflamação em articulações (GABRIEL et al., 2009; GABRIEL et al., 2010), e 

menor hipersensibilidade (TALL, 2009, OLIVEIRA et al., 2020). O EA também melhora a 

disfunção sensorial e motora em ratos após a lesão da medula espinhal (BERROCAL et al., 

2007), reduz a necessidade de analgesia pós-operatória em camundongos (PHAM et al., 2010) 

e aumenta a potência analgésica da fármacos opioides (SMITH et al., 2004; 2005). 

Considerando o exposto acima, esta dissertação buscou avaliar sistemas envolvidos nos 

mecanismos de dor do neonato, que contribuam para o melhor entendimento de sua resposta 

farmacológica, bem como testar os efeitos benéficos do EA como recurso não farmacológico 

de neuroproteção em animais submetidos à administração repetida de morfina no período 

neonatal. Além disso, é de suma importância 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 exposição repetida a morfina no período 

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, o EA surge como uma opção terapêutica não farmacológica 

(OLIVEIRA et al, 2017, 2020) para a minimização dos efeitos da hiperalgesia induzida por 

opioides, representando assim, uma alternativa promissora. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Dor e Nocicepção 

Neonatos prematuros, bem como indivíduos de menor idade, são frequentemente 

submetidos a uma série de procedimentos dolorosos, tais como intubação, acesso venoso, coleta 

para exames por punção arterial, punção lombar, aspiração de tubo orotraqueal, ventilação 

mecânica, drenagem de tórax e punção de calcanhar (ANAND et al., 2006). Na prática clínica, 

prematuros em UTINs são 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 não podem relatar dor ou desconforto da mesma maneira que crianças de maior 

idade ou adultos conseguem descrever a intensidade da sua dor (ANAND et al., 2006). Por 

conseguinte, muitos dos instrumentos de estudo padrão usados para medir a eficácia da 

analgesia ou definir as metas de sedação ou analgesia não podem ser aplicados nesta população 

(BUTTNER & FINKE, 2000).  

O processo nociceptivo envolve alterações neurobiológicas sequenciais induzidas pela 

ativação de nociceptores periféricos com consequente modulação central (BASBAUM & 

JESSEN, 2000). Entretanto, se a dor no neonato for de longa duração ou recorrente, o 

desenvolvimento do sistema nociceptivo pode ser modificado de forma permanente, resultando 

em alterações em nível espinhal e supraespinhal (ANAND & SCALZO, 2000). Um número de 

estudos indica que tanto crianças quanto animais de menor faixa etária são capazes de responder 

a estímulos dolorosos indicativos de dor, uma vez que o processo de maturação das vias 

nociceptivas inicia na gestação e continua após 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 estágios de desenvolvimento das vias de dor, diferentes sistemas de 

controle modulam, constantemente, tanto de maneira ascendente quanto descendente, a 

transmissão da informação nociceptiva (WOOLF, 2011). Assim, o processamento nociceptivo 

começa a ser traçado a partir da presença dos nociceptores próximos 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 16ª semana de gestação, os receptores sensoriais cutâneos encontram-se presentes. 

Na 30ª semana de gestação, as vias nociceptivas talâmicas e espinhais encontram-se 

mielinizadas e as vias aferentes nociceptivas atingem o córtex entre a 20ª e 26ª semanas de 
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gestação (SIMONS & TIBBOEL, 2006). A partir da 26ª semana de gestação, o feto já apresenta 

considerável maturação das vias ascendentes periféricas em nível espinhal e supraespinhal. 

Porém, a maturação das vias inibitórias descendentes ocorre somente após as vias 

ascendentes estarem pré-estabelecidas (BERDE & SETHNA, 2002). Um fato interessante é que 

ratos recém-nascidos apresentam maturação das vias nociceptivas semelhantes às de um feto 

humano de 24 semanas de gestação (MARSH et al., 1997); com uma semana de vida, estas 

vias, no rato, se assemelham às de um humano recém-nascido a termo, e com 21 dias são 

semelhantes a uma criança de um ano de idade (FITZGERALD & ANAND, 1993).  

Evidências sugerem que dores não tratadas em crianças e adolescentes podem 

desencadear alterações no perfil de resposta nociceptiva (CAUMO et al., 2003; PETERS et al., 

2005). De maneira importante, as consequências da dor intensa ou persistente no prematuro ou 

neonato podem provocar alterações de comportamento como déficits cognitivos e 

comportamentais, bem como a percepção da dor, que podem persistir ao longo da vida 

(BHUTTA & ANAND, 2002). 

Estudos prévios indicam que a exposição à morfina durante o período neonatal de ratos 

pode promover mudanças em vias de sinalização 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; DURÁN-CARABALI et al., 2019b). Adicionalmente, outros estudos têm 

demonstrado os efeitos deletérios de longa duração resultantes da exposição repetida a 

procedimentos dolorosos em UTINs, como hiperalgesia (WHITFIELD & GRUNAU, 2000; 

GRUNAU et al., 2001) e resposta alterada ao estresse (GRUNAU et al., 2004). 

É importante salientar que estudos com modelos animais possibilitaram uma melhor 

compreensão da neurofisiologia da dor no RN, demonstrando que neonatos não somente sentem 

dor como também são capazes de responder aos estímulos dolorosos e que esta exposição a 

estes estímulos pode levar a efeitos deletérios (RUDA et al., 2000; BELAND & 

FITZGERALD, 2001; ROZISKY et al., 2008; 2012, 2013; DURÁN-CARABALI et al., 2018, 

2019). 

 

2.2 Sistema Opioide 

Opioides endógenos modulam a experiência da dor, enquanto o uso terapêutico de 

opioides é fundamental para o manejo clínico de muitos quadros de dor aguda e crônica 

(MARVIZON et al., 2010). Em doses terapêuticas os opioides produzem alívio seletivo da dor 

sem afetar a consciência. No entanto, os opioides não são 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 ação em diferentes níveis do SNC (ROCHA et al., 2004). 

A estimulação de receptores opioides inibe a transmissão do estímulo nociceptivo aos centros 

superiores de processamento, assim os opioides inibem a aferência da dor em nível de medula 

espinhal e ativam vias descendentes inibitórias (PEREIRA et al., 2007).  

Desde P1 e ao longo do período neonatal de ratos, os receptores opioides encontram-se 

distribuídos no SNC, sendo que os receptores μ e k são os mais prevalentes.  É importante 

salientar que o pico de ligação do receptor μ ocorre no P7, e declina gradualmente até a terceira 

semana, quando atinge os níveis de adulto (BELAND & FITZGERALD, 2001; KAR & 

QUIRION, 1995). Dessa forma, alguns autores sugerem que a potência analgésica da morfina 

é maior no neonato e declina com o avanço da idade (NANDI & FITZGERALD, 2005; 

ROZISKY et al., 2008). Receptores opioides estão amplamente expressos em várias estruturas 

do SNC e no sistema nervoso periférico (SNP) (BELAND & FITZGERALD, 2001; PEREIRA 

et al., 2007). 

As ações dos opioides dependem da afinidade pelo subtipo de receptor e da localização 

deles no SN. Os receptores μ regulam os processos nociceptivos, o ciclo respiratório e o trânsito 

intestinal, estando localizados no córtex cerebral, no tálamo, substância cinzenta periaquedutal, 

substância gelatinosa e trato gastrintestinal (DHAWAN et al., 1996). A morfina é um agonista 

dos receptores opioides atuando por meio de sua ligação aos receptores do tipo μ, classificados 

nos subtipos μ1 e μ2, que estão distribuídos ao longo da medula espinhal (VALADÃO et al., 

2002). Assim, a morfina atua no mesencéfalo e na medula, ativando as vias nociceptivas 

descendentes, que modulam a nocicepção, e no sistema límbico, alterando os componentes 

emocionais da dor (RAHMAN & DICKENSON, 1999).   

 

2.3 Morfina em Neonatos 

Ao longo das últimas décadas, o uso de analgésicos opioides como a morfina aumentou 

em UTINs como consequência de mudanças e avanços na compreensão, identificação e 

tratamento da dor em crianças (SURESH & ANAND, 2001; EL SAYED et al., 2007). É 

interessante notar que RNs criticamente doentes, muitas vezes necessitam de uso de fármacos 

opioides para analgesia e sedação (SURESH & ANAND, 2001; EL SAYED et al., 2007). 

Neonatos são rotineiramente tratados com morfina para o alívio da dor, especialmente com 

exposição por longo prazo para sedação, para permitir ventilação mecânica nas UTIs pediátricas 

(ANAND et al.; 1999). A partir de estudos neurobiológicos do desenvolvimento das vias 
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nociceptivas, observou-se que os pacientes nesta faixa etária não só sentem dor, como 

apresentam diminuição no limiar de resposta a estímulo nocivo e inócuo em relação às crianças 

de maior idade e aos adultos (GRUNAU et al., 1994; JOHNSTON et al., 1996). Associado a 

isto, sabe-se que as primeiras experiências dolorosas podem ter consequências ao longo da vida 

nas respostas nociceptivas e a fármacos 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 crianças, tem ocorrido um aumento da utilização de 

analgésicos nessa população de pacientes (DE LIMA et al., 1996; SURESH & ANAND, 2001, 

EL SAYED et al., 2007). 

Quando administrada em neonatos humanos, a morfina apresenta início de ação rápida, 

de aproximadamente 5 minutos, e o pico do efeito analgésico é de 15 minutos. Esta é 

metabolizada no fígado pela enzima uridina 5′-difosfato glucoroniltransferase em dois 

metabólitos: morfina-3-glucuronídeo (M3G) e morfina-6-glucuronídeo (M6G) e a eliminação 

é via urinária (GUINSBURG, 1999). 

Dentre os efeitos adversos da morfina destacam-se depressão respiratória, náuseas e 

vômitos e retenção urinária, comuns a todos os opioides. A morfina desencadeia também 

liberação de histamina, a qual está relacionada a prurido e broncoespasmo, este último 

especialmente em neonatos portadores de doença pulmonar crônica. Além disso, tolerância e 

síndrome de abstinência podem ser observadas, dependendo do tempo de utilização do fármaco 

e da estratégia empregada para a sua suspensão (ARNOLD et al., 1990; GUINSBURG, 1999). 

A tolerância é definida como alterações da resposta fisiológica ou celular à exposição repetida 

a opioides, levando a diminuição do efeito analgésico, e a dependência representa a 

manifestação dos sintomas que ocorrem após a retirada do opioide (RICHARDSON et al., 

2006).  

Do mesmo modo, o tratamento com opioide durante o período neonatal também pode 

desencadear alterações comportamentais após a retirada do fármaco (síndrome de abstinência). 

Mais de 48% dos bebês e crianças que recebem doses terapêuticas de opioides intravenosos 

demonstram sintomas de retirada e dependência, tais como sinais disfóricos e aversivos, os 

quais têm sido também demonstrados por meio de modelos animais (FRANCK & VILARDI, 

1995; 1998; TADDIO, 2002; PEREIRA et al., 2007). 

Entretanto, a eficácia analgésica da morfina na redução da dor em animais neonatos já 

têm sido demonstrada (NANDI & FITZGERALD, 2005; ROZISKY et al., 2008, 2011, 2012, 
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2013, 2014; DURÁN-CARABALI et al., 2018, 2019). Embora mecanismos inibitórios 

descendentes não sejam completamente formados até a terceira semana de vida (NANDI & 

FITZGERALD, 2005), morfina e outros agonistas dos receptores opioides são analgésicos 

eficazes durante o período neonatal, devido à presença de receptores opioides espinhais desde 

o nascimento (RAHMAN & DICKENSON, 1999).  

É importante destacar que estudos em animais confirmam que a exposição de RNs a 

estímulos nocivos pode resultar em alterações comportamentais e nociceptivas na idade adulta 

(ANAND et al., 1999; BHUTTA et al., 2001; ANSELONI et al., 2005, ROZISKY et al., 2008, 

MEDEIROS, et al., 2011). Corroborando estes dados, estudos prévios mostram que RNs 

expostos a agentes nocivos podem ter aumento ou diminuição da sensibilidade aos estímulos 

nociceptivos na idade adulta, dependendo do tipo e duração do estímulo (WANG et al., 2004; 

HOHMANN et al., 2005; RANDICH et al., 2006). É provável que a natureza plástica do SN 

do neonato seja responsável 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 período neonatal, do P8 ao P14, apresentam maior tempo de analgesia no último do 

que no primeiro dia de tratamento (ROZISKY et al., 2008; DURÁN-CARABALI et al., 2018, 

2019), portanto não desenvolveram tolerância ao opioide. Além disto, quando submetidos à 

exposição aguda à morfina na idade adulta, apresentaram maior tempo de analgesia do que os 

animais que não foram tratados previamente com morfina (ROZISKY et al., 2008).  

Possivelmente, a variação na expressão de receptor opioide e na sensibilidade aos 

agonistas explique as flutuações na susceptibilidade à analgesia e ao desenvolvimento de 

tolerância ao longo do desenvolvimento. Adicionalmente, em outro estudo do nosso grupo em 

que os animais foram submetidos à exposição repetida de morfina no início da vida, os animais 

apresentaram comportamento hipernociceptivo na vida adulta (ROZISKY et al., 2011; 

DURÁN-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 et al., 2011; DURÁN-CARABALI et al., 2018, 2019), o que sugere o envolvimento 

do sistema glutamatérgico na hiperalgesia destes animais. Nossos dados mostram ainda que a 

exposição precoce à morfina induziu aumento dos níveis de BDNF no hipocampo, associado à 

possível sensibilização central, em médio e longo prazo (ROZISKY et al., 2013).  

Sendo assim, estes estudos demonstram que a exposição neonatal a fármacos opioides 

pode induzir alterações neuroquímicas 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 evidências apontam que em seres humanos, transtornos 

psiquiátricos apresentados na vida adulta, tais como ansiedade, depressão, medo e 

esquizofrenia, também têm sido citados como decorrentes de processos dolorosos na infância 

(REICHERT et al., 2000; CARBAJAL et al., 2008; MCGRATH, 2011; RODKEY & PILLAI 

RIDDELL, 2013; VICTORIA & MURPHY, 2016), uma vez que qualquer perturbação durante 

este período representa um risco para consequências negativas imediatas e de longo prazo. 

Adicionalmente, há um crescente número de estudos clínicos que fornecem evidências 

demonstrando a influência de fatores externos sobre a dor (TALL, 2009; GABRIEL et al., 2009; 

GABRIEL et al., 2010). De fato, a exposição a estímulos estressantes é um dos fatores 

ambientais relacionados a alterações no desenvolvimento neural (LAIET al., 2006; AISA et al., 

2009). Desta forma, o ambiente é um fator determinante desde o nascimento até o início da vida 

adulta, quando o SN está mais suscetível às adaptações (FERNÁNDEZ-TERUEL et al., 2002; 

NUNES et al., 2003).  

 

2.4 Enriquecimento Ambiental 

Experiências sensoriais no início da vida pós-natal podem afetar o desenvolvimento 

neural e o comportamento na vida adulta. É interessante notar que em mamíferos, incluindo 

roedores, intervenções nas fases iniciais da vida promovem alterações na emocionalidade bem 

como nas funções cognitivas que perduram ao longo da vida. Além disso, a exposição a 

estímulos estressantes está entre os fatores ambientais que podem interferir no desenvolvimento 

neural (LAI et al., 2006; AISA et al., 2009).  

É importante considerar que estudos em roedores têm demonstrado que a exposição a 

distintos estímulos durante as primeiras semanas de vida provoca alterações persistentes em 

uma ampla variedade de processos fisiológicos e comportamentais, os quais persistem na idade 

adulta (COLORADO et al., 2006; KAZL et al., 2009; VIVINETTO et al., 2013; SCHUCH et 

al., 2016). Nesse contexto, o ambiente é um fator determinante desde o nascimento até o início 

da vida adulta, quando o SN está mais suscetível às adaptações (FERNÁNDEZ-TERUEL et 

al., 2002; NUNES et al., 2003; DURÁN-CARABALI et al., 2019a; DURÁN-CARABALI et 

al., 2019b). Dessa forma, essas alterações representam um considerável fator de risco para o 

desenvolvimento de doenças de ordem psiquiátrica e neurodegenerativa, como déficits de 

memória (BENETTI et al., 2009; KIKUSUI et al., 2009). 
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Por esta razão, estudos sobre EA investigam o impacto da condição do ambiente sobre as 

adaptações comportamentais, morfológicas e funcionais em diferentes modelos experimentais 

(SEGOVIA et al., 2009).  

O EA é um modelo experimental utilizado para estudar eventos relacionados à 

neuroplasticidade em diferentes regiões encefálicas, de diversas espécies de animais criados em 

laboratório, como ratos, camundongos, entre outros, em diferentes idades, desde neonatos de 

fêmeas criadas em ambiente enriquecido (SALLE et al., 2007; KAZL et al., 2009) até em 

animais idosos (ARNAIZ et al., 2004). EA tem como característica proporcionar aos animais 

um aumento da interação social, dos estímulos visuais e sensoriais, além de possibilitar a 

realização de atividade física, estimulando, deste modo, diversas regiões encefálicas 

(NITHIANANTHARAJAH & HANNAN, 2006; DURÁN-CARABALI et al., 2019a; 

DURÁN-CARABALI et al., 2019b) (Figura 1). 

 

Figura 1 - Desenho esquemático mostrando as regiões encefálicas influenciadas por cada um dos componentes 

encontrados no EA. Fonte: Adaptado de Nithianantharajah & Hannan, 2006. 

 

Dentre as diferentes mudanças plásticas geradas pelo EA no SNC de distintas espécies, 

destacam-se: a neurogênese (VAN PRAAG et al., 2000), o aumento nos níveis de neurotrofinas 

(ROSSI et al., 2006), além do aumento na sobrevivência neuronal, na sinaptogênese e na 

proliferação celular (MOHAMMED et al., 2002). Têm sido demonstrados que animais criados 

sob condições de ambiente enriquecido apresentam um aumento da massa cortical e dos níveis 

de neurotransmissores (NAKA et al., 2002, O'SHEA et al., 1983) e têm melhor desempenho 

em tarefas de aprendizagem e memória em comparação com ratos criados em caixas-moradia 
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padrão (KOBAYASHI et al., 2002). No entanto, no que diz respeito aos efeitos de EA sobre a 

sensibilidade à dor e percepção, apenas um número limitado de estudos está disponível.  

Estudos prévios mostraram que a qualidade do ambiente pode influenciar o 

desenvolvimento da dor relacionada à lesão e recuperação em roedores. Por exemplo, ratos 

expostos ao EA podem se recuperar mais rapidamente da inflamação nas articulações locais 

(GABRIEL et al., 2009; GABRIEL et al., 2010) e demonstrar menos hipersensibilidade 

(TALL, 2009). O EA também melhora a disfunção sensorial e motora em ratos após a lesão da 

medula espinhal (BERROCALET et al., 2007), reduz a administração de droga analgésica em 

camundongos com dor pós-operatória (PHAM et al., 2010), e aumenta a potência analgésica da 

droga opioide (SMITH et al., 2004; 2005). 

Cabe salientar que na prática clínica, a crescente utilização de intervenções não 

farmacológicas, como a terapia cognitivo-comportamental, grupos de apoio, meditação, yoga e 

fisioterapia, todas contêm aspectos de enriquecimento social e/ou físico (VACHON et al., 2013; 

BUSHNELL et al., 2013; 2015; SCHUCH et al., 2016). No entanto, ainda pouco se discute 

sobre a extensão da janela terapêutica para a aplicação do EA, por exemplo, como recurso não 

farmacológico de neuroproteção em quadros de dor em neonatos. Sendo assim, considerando o 

aspecto translacional, o estudo de EA em modelos pré-clínicos tem importante relevância. 

2.5 Biomarcadores 

Biomarcadores podem ser usados como parâmetros para uma variedade de situações, 

como confirmação de um diagnóstico, relação causa-efeito e eficácia do tratamento. Em estudos 

clínicos utiliza-se marcadores periféricos enquanto estudos pré-clínicos possibilitam a 

avaliação de biomarcadores também em nível central. A dor pode ativar vários sistemas 

endógenos, incluindo os sistemas endócrino, autonômico e imunológico, com isso, muitos 

estudos buscam marcadores que possam estar relacionados aos processos de dor.  

BDNF e fator de crescimento neuronal (NGF) são neurotrofinas essenciais amplamente 

expressas no SNC e SNP em desenvolvimento (HUANG & REICHARDT, 2001). Eles estão 

envolvidos na sobrevivência neuronal, no crescimento axonal e na geração de novas conexões 

sinápticas, bem como na regulação da atividade neuronal e na plasticidade sináptica e dendrítica 

(HUANG & REICHARDT, 2001).  

O BDNF é encontrado em altas concentrações no hipocampo e córtex cerebral, sendo 

considerada molécula-chave na manutenção da plasticidade sináptica e na sobrevivência das 

células neuronais (TROMBETTA et al, 2020). Após se ligar ao receptor tirosina quinase B 
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(TrkB), controla a sobrevivência neuronal, estimula o crescimento neuronal e mantém a 

conectividade sináptica nos adultos (ZHANG & KO, 2009).  

De acordo com vários estudos, a exposição à opioides altera os níveis de BDNF 

(SCHROTT et al, 2008). Estudos em modelos animais confirmaram que a exposição à morfina 

durante o período neonatal reduz os níveis de BDNF no hipocampo (SCHROTT et al., 2008; 

ROZISKY et al., 2013). Possivelmente as alterações provocadas pela morfina durante o período 

neonatal tenham impacto sobre processos de plasticidade sináptica ao longo do 

desenvolvimento (SCHROTT et al., 2008). 

Adicionalmente, outros estudos demonstraram que o BDNF possui ação 

neuromoduladora na aprendizagem, na memória, na depressão (ALTAR et al., 1992) e na 

dependência de drogas (GRIMM et al., 2003; MCGOUGH et al., 2004; FILIP et al., 2006). É 

importante lembrar que intervenções nas relações mãe-filhote em roedores nas fases iniciais da 

vida causam mudanças emocionais e funções cognitivas que permanecem ao longo da vida. 

(FUMAGALLI et al., 2004; LIPPMANN et al., 2007). Interessantemente, há evidências de que 

o BDNF tem um papel significativo em processos de plasticidade sináptica (LI et al., 2005) e 

sensibilização locomotora (LIANG et al., 2011) após a retirada de opioides. 

Está bem estabelecido que citocinas apresentem atividade no processo nociceptivo 

(ÜÇEYLER et al., 2009). Citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β e TNF-α, apresentam efeitos 

principalmente álgicos. No entanto, as anti-inflamatórias, como a IL-4, tem função analgésica 

(ÜÇEYLER et al., 2009). IL1β, bem como TNF-α são também liberadas pela glia e capazes de 

regular o desenvolvimento e plasticidade de circuitos neuronais (DEVERMAN & 

PATTERSON, 2009), incluindo as vias nociceptivas (SCHÄFERS & SORKIN, 2008; 

MCMAHON & MALCANGIO, 2009). Associado a isto, prévios estudos em animais indicam 

que a morfina pode afetar as funções imunológicas (BÖRNER et al., 2009; MADERA-

SALCEDO et al., 2011). Um estudo demonstrou que a morfina exerce a ativação de células da 

glia, com o aumento da secreção de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-1β e IL-6 

(HUTCHINSON et al., 2011). 

Prévios estudos demonstraram o papel da glia no desenvolvimento da tolerância à morfina 

e da hiperalgesia causada pela retirada da morfina, especialmente quando associada às citocinas 

pró-inflamatórias. (SONG & ZHAO, 2001; RAGHAVENDRA et al., 2002). Além disso, há 

evidências que sugerem que a hiperalgesia induzida pelo TNF-α pode estar ligada à ativação de 

outros mediadores inflamatórios que causam hiperalgesia (SCHAFERS et al., 2003; WOOLF 

et al., 1997; SOMMER & KRESS, 2004). 
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3. JUSTIFICATIVA 

Neonatos prematuros e a termo, assim como crianças maiores, são frequentemente 

expostos a estímulos nocivos, como vacinas, traumas e procedimentos médicos necessários. 

Ainda que o alívio da dor seja um princípio fundamental da medicina, a analgesia em pacientes 

que têm dificuldade em expressar suas emoções e sensações é frequentemente negligenciada 

(PATTINSON and FITZGERALD, 2004). 

Analgésicos opioides, como a morfina, compõem a classe de fármacos mais eficazes no 

alívio da dor moderada a intensa. Além disso, há evidências de que as experiências sensoriais 

no início da vida podem aumentar a susceptibilidade a transtornos neuropsiquiátricos e 

prejuízos cognitivos na vida adulta, que podem ser decorrentes de alterações neuroquímicas.  

Portanto, modelos experimentais como o aqui proposto são essenciais para estabelecer 

efeitos adversos de fármacos, alterações neuroquímicas e comportamentais causadas pela 

exposição a fármacos em animais neonatos, bem como os efeitos a curto e médio prazo 

decorrentes de sua aplicação, além de possibilitar a busca de alternativas farmacológicas e não 

farmacológicas que possam impedir ou minimizar estas alterações. Isso permite superar as 

limitações encontradas em estudos clínicos, especialmente com pacientes pediátricos. Com 

base nestes dados, o EA surge como uma opção terapêutica não farmacológica, para o 

tratamento da dor, representando uma alternativa promissora. 

Considerando a importância deste tema, este projeto busca estudar sistemas envolvidos 

com mecanismos de dor, que contribuam para o melhor entendimento da resposta 

farmacológica, bem como testar os efeitos terapêuticos do EA como recurso não farmacológico 

de neuroproteção em animais submetidos à administração repetida de morfina no período 

neonatal.  
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo Geral 

Avaliar, em médio e longo prazo, os efeitos do EA precoce em possíveis alterações 

neuromotoras, nociceptivas, cognitivas, comportamentais e neuroquímicas induzidas pela 

administração repetida de morfina em ratos no período neonatal. 

4.2 Objetivos Específicos 

Avaliar o efeito da administração repetida de morfina no período neonatal sobre: 

● Os padrões de reflexos iniciais nos filhotes por meio dos testes de Geotaxia Negativa e 

Reflexo de Endireitamento; 

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

● A atividade exploratória e locomotora por meio do teste do Campo Aberto; 

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

● A memória de longa duração por meio do teste de Reconhecimento de Objetos; 

● Os níveis de BDNF e TNF-α em hipocampo, hipotálamo, tronco encefálico e medula 

espinhal. 
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

Em resumo, a exposição precoce à morfina pode afetar negativamente o desenvolvimento 

comportamental e induzir hiperalgesia em ratos neonatos. O enriquecimento ambiental surge 

como uma alternativa não farmacológica para mitigar os efeitos deletérios induzidos por 

administrações repetidas de morfina durante um período de alta neuroplasticidade. O 

enriquecimento ambiental apresentou diferenças significativas em diversas variáveis do nosso 

estudo, influenciando o desenvolvimento neuromotor. Portanto, estudos pré-clínicos 

envolvendo esse tipo de intervenção são de grande importância para elucidar o papel do 

enriquecimento ambiental e os mecanismos envolvidos no desenvolvimento neonatal. 
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ANEXO A - CARTA DE APROVAÇÃO PELA CEUA/HCPA 
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ANEXO B – COMPROVANTE DE SUBMISSÃO DE ARTIGO 
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